UNIVERSIDADE FEDERAL

DO TRIANGULO MINEIRO

AVALIACAO DO POTENCIAL METASTATICO E
DA VASCULARIZACAO NAS NEOPLASIAS

EPITELIAIS DE GLANDULAS SALIVARES

Kelen Christine do Nascimento Souza

Uberaba-MG

Junho/2007



Kelen Christine do Nascimento Souza

AVALIACAO DO POTENCIAL METASTATICO E
DA VASCULARIZACAO NAS NEOPLASIAS

EPITELIAIS DE GLANDULAS SALIVARES

Tese apresentada ao Curso de Pos-
graduagdo em  Patologia, 4rea de
concentracdo em Patologia Geral”, da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro,
como requisito parcial para obtengdo do
Titulo de Doutorado.

Orientador: Prof. Dr. Adriano Mota Loyola

Uberaba-MG

Junho/2007

i



FICHA CATALOGRAFICA

S713a

Souza, Kelen Christine do Nascimento.

Avaliag@o do Potencial Metastatico e da vascularizagdo nas Neoplasias
Epiteliais de glandulas salivares / Kelen Christine do Nascimento Souza. - -
2007.

134 f. : tab. ; graf. ; fig.

Tese (Doutorado em Patologia) - Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro, Uberaba, MG, 2007.

Orientador: Prof. Dr. Adriano Mota Loyola.

1. Glandulas salivares - Tumores - Teses. 2. Proteinas - Pesquisa. 3.
Proteina VEGF - Teses. 4. Proteina PDEGF - Teses. 5. Imunohistoquimica
- Teses. 1. Titulo. II. Loyola, Adriano Mota.

CDU - 616.31- 006




AGRADECIMENTOS

il




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Adriano Mota Loyola, meu orientador, mestre, amigo e conselheiro.
Essa convivéncia diaria tem revelado o seu brilhantismo como profissional, além de sua
paixdo e crenca no desenvolvimento da pesquisa no Brasil. Esses ensinamentos e sua
perseveranca sao pedras preciosas que vou levar em minha vida. A vocé€, a minha gratidao

por acreditar e me apoiar durante esses anos.

Ao Prof. Dr. Fernando Luiz Dias, que prontamente nos recebeu no Instituto
Nacional do Cancer, apoiando os nossos projetos e estabelecendo essa colaboragao de tao
grande valor! Muito obrigada, pela credibilidade, atencdo e presteza que tem demonstrado

a nossa equipe.

Ao Prof. Dr. Paulo Antonio Silvestre de Faria, por permitir nosso acesso a Divisao

Interna de Patologia do INCA, que sob sua exemplar chefia e organizacao, possibilitou-nos

um excelente ambiente de trabalho. Obrigada pela compreensao.

v



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus, meu Senhor e melhor amigo, obrigada por ter me abencoado a cada dia!

Ao meu amado esposo, Clovis, pelo amor, carinho e atengao! Muito obrigada por
estar ao meu lado, suportando em amor todos 0s momentos que vivenciamos nessa etapa.
A vocé, o meu amor!

Ao meu filho Jodo Pedro e minha filha Julia, que nasceram durante o doutorado!
Vocés sdao os melhores presentes que a mamaie poderia ganhar! Com vocés tenho
aprendido a valorizar a vida, cada minuto que temos juntinhos, cada gesto, abraco e
beijinhos! Foram momentos muito bons, as vezes ausente, mas sempre presentes no meu
coragao! Obrigada, por vocés e o papai, terem sido o meu porto seguro! Amo vocés!

Aos meus pais, Edson e Aires, meus irmaos Edson Junior e Erika, meus cunhados e
sobrinhos Pablo, Maria Eduarda e Lavinia, que durante esses anos estiveram sempre
pertos, amando, brincando, apoiando e motivando! Obrigada por terem ajudado a amar e
cuidar das criangas!

Aos meus amigos e conselheiros Rogério, Sonia e Eliana sempre presentes, com
uma palavra de bom animo, carinho, apoio e oragdo. Muito obrigada!

Aos meus grandes amigos e professores, Dr. Sérgio Vitorino Cardoso e Dr. Paulo
Rogério de Faria, foi uma honra trabalhar e conviver com vocés! Muito obrigada pelo
apoio e dedicagao!

Aos alunos e amigos, Sergio Sargenti, Marco Tulio, Luciana, Nadim, Gabriel,
Leandro e Débora, que nos apoiaram na coleta de dados e atividades do laboratério. A
presenca de vocés foi fundamental para o desenvolvimento do trabalho.

As funcionarias do Laboratorio de Patologia Bucal Selma e Angela, pelo empenho

e participagdo ativa nesse trabalho. Em especial, a Angela que dedicou horas extras e finais



de semana para que pudéssemos cumprir os prazos com material do INCA, muito
obrigada!

As doutoras e preceptoras do Instituto Nacional do Cancer (INCA), Ana Licia A.
Eisenberg e Marilena F. Nascimento, pela confianga, disponibilidade e grande incentivo na
realizagdo deste trabalho.

As funcionarias do Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do INCA,
Marcia Oliveira Andrade e Vania Jorge Farah, pela paciéncia e disponibilidade diante de
nossas dificuldades ¢ solicitagdes.

Aos funcionarios da Divisao Interna de Patologia do INCA: Anderson, Eanes, Sra.
Zez¢ e Sr. Almir, pela presteza e receptividade.

Aos funcionarios do Arquivo médico do INCA: Carlos, Claudionor, Fernando,
George, Geronimo, Helena, Sr. Ildalio, Lula, Lucinéia, Rolao, Romulo, Valdenir, Vanilda
e Vera, por colaborar com a pesquisa e tornar nossos os momentos de trabalho mais
felizes.

Aos companheiros e professores do Curso de Pods-graduagdo em Patologia da
UFTM, os quais tive o privilégio de conviver e compartilhar conhecimentos no doutorado.
Em particular, a Elisdngela que foi uma grande motivadora e companheira de viagem!

Aos que contribuiram financeiramente para a realizagao das viagens: Programa de
Poés-graduagdo em Odontologia da UFU, na pessoa do Prof. Carlos José Soares e ao
Programa de Pos-graduagdo da Faculdade de Medicina do Triangulo Mineiro (UFTM), na
pessoa do Prof. Vicente de Paula Antunes Teixeira e Profa. Roseli Aparecida Silva Gomes,

além do apoio continuo da CAPES, FAPEMIG e CNPq.

vi



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... 1-3

2. REVISAO DA LITERATURA ......covoiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4-31

3. HIPOTESES ...t 32-33

4. OBJIETIVOS ..ot 34-36

5. MATERIAIS E METODOS .......ooviiieiieeeeeeeeeeeeseeeesee e eseee e 37-48

6. RESULTADOS .....oooimiieieeeeeeeeeeeeeeeeees e 49-79

7. DISCUSSAOQ ...t anans 80-96

8. CONCLUSAO ..ot 97-98

9. RESUMO ...t 99-100
10. ABSTRACT ...t 101-102
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oovivieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 103-119

vii



LISTA DE FIGURAS

viii



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Expressio de VEGF em glandula salivar normal. A) Presenca de
parénquima salivar apresentando unidades secretoras e seguimentos de ductos salivares
intralobulares. Observar a presenga de marcagdo intensa nos tibulos e auséncia de
marcagdo nas células acinares. Expressdo antigénica também ¢é observada em pequenos
vasos no intersticio glandular; B) Estroma de regido periglandular, onde se observam
feixes musculares esqueléticos com positividade moderada e pequenos vasos
intensamente marcados.(Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X)........cccovvevvrrvererceerrennnns

FIGURA 2-Expressio de VEGF em AP. Area predominada pela presencga de estruturas
discreta expressdao em células ductais luminais (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).
duCtais ONAE PIEVAIECE ......ccvieuieiieeiiiiciecteete ettt ettt b e ebe e ste e sreennas

FIGURA 3- Expressao de VEGF em APBG. A) Observam-se pequenos vasos expressos
no estroma tumoral permeando &reas solidas da lesdo. Nesta regido, as células
neoplasicas sdo negativas; B) Presenga de crescimento papilar, mostrando a marcacao de
células cuboides, em intensidade moderada; C) Area do tumor predominada pela
presenca de areas ductais e solidas justapostas. Aqui, nota-se intensa expressdo
antigénica citoplasmaticas em todas as células tumorais. (Streptavidina-biotina-
PETOXIAASE, 400X)....ccviirierierieitieieteeeesteetestestestestesseesseseeseesseeseasseesseseessesseessessesssesseessens

FIGURA 4- Expressio de VEGF em CME. Em A, nota expressao antigé€nica
predominantemente fraca associada s células intermedidrias e epidermdides, incluindo
aquelas situadas no revestimento do espago cistico. Auséncia de marcagdo nas células
mucosas; B) Areas cistico-papilares mostrando células colunares intermedidrias com
marcacgdo de moderada intensidade; C) Ndodulos com padrdo de crescimento sélido, com
presenca de estruturas ductais. Todas as células, com aspecto de células intermediarias e
epidermodides com intensa marcacdo para VEGF (Streptavidina-biotina-peroxidase,

FIGURA 5- Expressio de VEGF em CAC. A) Area da lesdo com padrio cribriforme de
crescimento. A marcacdo fraca ¢é observada em células ductais luminais e,
aparentemente, em células ndo luminais; B) area do tumor com padrdo tubular
apresentando marcacdo moderada em células luminais das estruturas ductais. Alguns
vasos sdao positivos no mesmo padrio de intensidade de marcagdo, com expressdo
antigénica também presente em hemacias; C) Area com padrdo tubular de crescimento
com marcante expressdo em células ductais luminais. (Streptavidina-biotina-peroxidase,

FIGURA 6- Expressio de PDEGF em AP. A) Areas com predominio de estruturas
ductais, apresentando fraca expressdo de PDEGF em células luminais; B) Outra area
com estruturas epiteliais-mioepiteliais, onde os ductos mostram uma expressdo
antigénica mais acentuada (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X.........c.ccocerververeeeruenne.

FIGURA 7- Expressdo de PDEGF em APBG. A) Area do tumor predominada por
estruturas solidas e tubulares em que a expressdo aparece fraca. B) Outra area
caracteristicamente tubular em que as células luminais apresentam expressdo antigénica
intensa (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).........ccocirieriieierinienie e

FIGURA 8- Diferentes areas do CME expressando PDEGF. A) Area constituida por
estrutura cistica e presenca de células mucosas. Células intermediarias e epidermoéides
apresentando fraca expressdao. B) Expressdo variando de fraca a moderada nas células
intermediarias e epidermoides em darea solida do CME; C) Padrio de crescimento
tumoral semelhante ao visto em B, apresentando marcacdes fortes em células
intermediarias e epidermoides (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).........cccecervrueenee.

X

54

55

56

56

57

58

59



FIGURA 9- Expressdao de PDEGF em CAC. A. Marcacao de intensidade fraca (A) e
moderada (B), observada principalmente em células luminais de estruturas cribriformes
e tubulares (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X)..........cccevierrerierienreerieneeeesre e

FIGURA 10- Expressdo de CD34 nos tumores de glandulas salivares. A) Presenca de
vasos marcados em areas hialinizadas de uma area celular mioepitelial do AP (seta); B)
Vasos marcados em estroma permeando areas solidas do APBG (seta); C) Marcagdo
vascular em delicados septos CME (seta) e D) CAC com nodulos solidos e estruturas
tubulares mostrando estroma permeado por discretos vasos positivos (seta)
(Streptavidina-biotina-peroXidase, 400)..........cccevierierirriereeienieereseeteeeeeeseeaeseesseseenens

FIGURA 11- Expressdo de CD105 nos tumores de glandulas salivares. A) Regido de
AP com estroma parcialmente hialinizado, apresentando pequenos vasos com uma
intensidade fraca de marcagdo (setas). Alguns destes vasos ndo mostram positividade de
expressdo; B) Regido periférica ao crescimento do APBG mostrando pequenos vasos
positivos para CD105 (setas); C) Pequenos vasos com marcagdo de moderada
intensidade em estroma intra-tumoral (setas); D) Regido estroma do CAC mostrando
vasos com moderada intensidade de expressdo antigénica (Streptavidina-biotina-
PEroXidase, 400X).......ccueriiierieieieeiete ettt ettt et e e st e et e b e ers b e ra e aeereesreeraeens

FIGURA 12 - Comparagao da expressdo de CD34 entre o grupo de tumores benignos
(AP) e os tumores Pmalig (APBG, CME € CAC)......ccciiiiieieeeeeeeeseee e

FIGURA 13- Comparagdo da expressdo de CD34 entre os tipos histologicos das
neoplasias malignas primarias entre si (APBG, CME € CAC).......ccccooevininineieccincnn

FIGURA 14- Comparac¢do da expressdo de CD105 entre o grupo de tumor benigno (AP)
e os tumores Pmalig (APBG, CME € CAC)......cccoriiieiieeee ettt

FIGURA 15- Comparacido da expressdo de CD105 entre os tipos histologicos das
neoplasias malignas primarias entre si (APBG, CME e CAC........cccccecevveieciieieieeeeeee
FIGURA 16 - Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo
estadiamento clinico pelo sistema TNM (p < 0,0001).......cccceieviirieriereenienieeiesieieeeens

FIGURA 17 - Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo o
tamanho da 1es30 (P < 0,0001).....cccuiiiiiiiieieee et

FIGURA 18- Curva Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados,
segundo a presenca (PM) ou auséncia (PNM) de metastases (p < 0,0001)........cccceceecerrnnene
FIGURA 19- Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo a

imunomarcagdo de CD34 (1 =0,02).....cceecuerrieciiiieieiieie ettt eeesre e sae e saeeaesraesnens

FIGURA 20- Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo o
grau histologico (tubular, cribriforme e s61ido) (p =0,01......ccccevvvirininininiicicieee

FIGURA 21- Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes com CAC, segundo a
imunomarcagdo de CD34 (1 =0,05)...c.cueueeeee et

62

64

69

70

71

71

76

76

76

77

77



LISTA DE TABELAS

xi




Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9-

Tabela 10 -
Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

LISTA DE TABELAS

Tipos tumorais epiteliais de glandulas salivares reconhecidos pela Classificago
dos Tumores de Glandulas Salivares de origem epitelial da OMS (BARNES et al,
2005)

Distribuicdo dos casos selecionados classificadas segundo o tipo histologico e a
presenca ou ndo de metastases apds reavaliagdo histopatologica e preenchimento
dos critérios de inclusdo, provenientes do Instituto Nacional do Cancer no periodo
de 1998 a 2003.

Anticorpos primarios e condigdes de trabalho utilizadas na técnica imuno-
histoquimica.

Distribui¢ao dos tumores epiteliais de glandulas salivares da amostra estudada,
provenientes do INCA, diagnosticadas e tratadas no periodo de 1997 a 2003, de
acordo com sua natureza histoldgica e principais dados sécio-demograficos e
clinico.

Distribui¢do das neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares de origem
epitelial selecionadas para compor a amostra, registradas no INCA/MS-RJ, no
periodo de 1998 a 2003, segundo: tipos histologicos, localizag¢do, procedimento
realizado, recorréncia, metastases, e estado atual.

Distribuigdo dos casos de neoplasias de glandulas salivares ensaiados para
identificagdo de CD34 segundo a média e a variacdo percentual de células
marcadas.

Distribui¢ao dos casos de neoplasias de glandulas salivares ensaiados para
identificacdo de CD105 segundo a média e a variagdo percentual de células
marcadas.

Distribui¢do dos casos de neoplasias de glandulas salivares, benignas e malignas
(primarios ndo metastatizantes e primarios metastatizantes), ensaiadas segundo a
presenca de reatividade para VEGF.

Distribuicdo dos casos de neoplasias de glandulas salivares, benignas ¢ malignas
(primarios ndo metastatizantes, primarios metastatizantes), ensaiadas segundo a
presenca de reatividade para PDEGF.

Associagdo da expressio de VEGF nos AP e no grupo de neoplasias Pmalig'.
Associagio da expressio de PDEGF nos AP e no grupo de neoplasias Pmalig'.

Associagdo da expressdo de PDEGF entre APBG, CME e CAC'.

Distribui¢do dos casos de neoplasias de glandulas salivares, benignas e malignas
(priméarios ndao metastatizantes, primarios metastatizantes e lesdo metastatica),
ensaiadas segundo a presenga de reatividade para CD34 e CD105. (cut-off foi a
mediana de marcagdo no AP, md= 8,25 para CD34 e md=0,1 para CD105).

Avaliagdo do impacto prognostico de caracteristicas clinico-patoldgicas de
neoplasias malignas de glandulas salivares.

Avaliag@o do impacto prognéstico de marcadores angiogénicos neoplasias
malignas de glandulas salivares.

Avaliag@o do impacto prognoéstico de marcadores angiogénicos nos subtipos
histologicos das neoplasias malignas de glandulas salivares.

Correlagao entre a expressao de CD34, CD105, VEGF e PDEGF nos diferentes
grupos de neoplasias.

xii

39

40

43

52

53

65

66

67

68

72
73

73

74

74

75

75

79



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

xiii




LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AP — Adenoma Pleomorfico

ANG- Angiopoetina

APBG- Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade
BX- biopsia incisional

CAC- Carcinoma Adendide Cistico

CCA- Carcinoma de Células Acinares

CE- Carcinoma Epidermoide

CD- grupos de diferenciacao

CID- Cddigo Internacional de Doencgas

CME- Carcinoma Mucoepidermdide

cut-off- ponto de corte

DMV- densidade microvascular

EC- enucleagao cirtirgica

ELISA- ensaio imunoenzimatico

FCP- fator de crescimento placentario

FGFb- fator de crescimento fibrobléstico basico
HIF- Fator Indutor de Hipdxia

hot spots- areas de maior vascularizacao
HUVEC- células endoteliais da veia humana umbilical
[H- Imuno-histoquimica

MC- metastases cervical

md- mediana

MD- metéstases a distancia

X1V



mm?- milimetro quadrado

N- nimero da amostra

NA - ndo se aplica

OfiRC- Obito nio relacionado ao cancer

ORC- Obito relacionado ao cancer

PDEGF- Fator de crescimento Endotelial derivado de Plaquetas

Pmalig- primarios malignos, incluindo todos os tipos histologicos PM e PNM

PM- grupo de tumores primdrios metastatizantes formados pelo APBG, CME e CAC.
pm- neoplasias primarias metastatizantes

PNM- grupo de tumores primarios nao metastatizante formados pelo APBG, CME e CAC.
pnm- neoplasias primarias ndo metastatizantes

RXT- radioterapia

TGF - fator transformador de crescimento

TP- Timidina fosforilase

VCDm- Vivo com Doenga metastatica

VCDp- Vivo com doenga primaria

VCDr- Vivo com doenga recidiva

VEGEF- Fator vascular de crescimento endotelial

VSD -Vivo sem doenga

XV



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

INTRODUCAO




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

1- INTRODUCAO

As neoplasias epiteliais de glandulas salivares constituem um grupo de doencas
cuja expressao clinico-patologica traduz-se em uma ampla variedade de lesdes. Embora
tais tumores sejam incomuns, nao sao raros. A incidéncia anual de tumores das glandulas
salivares no mundo esta em torno de 0,5 a 1,2 casos por 100.000 pessoas por ano e
correspondem a aproximadamente 3% a 10% das neoplasias que acometem a regido de
cabeca e pescoco (EVESON & CAWSON, 1985). Entre as neoplasias benignas e malignas
que comumente afetam as glandulas salivares, podemos citar: Adenoma Pleomorfico (AP),
Carcinoma Mucoepidermdide (CME), Carcinoma Adendide Cistico (CAC) e
Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau (APBG) (ELLIS & AUCLAIR, 1996).

Para as neoplasias malignas, a ocorréncia de metéstases tem sido considerada um
fator prognostico relevante. A auséncia de metastases estd relacionada a um melhor
prognostico € uma maior sobrevida, enquanto a ocorréncia de metdstases tumoral ¢ a
principal intercorréncia relacionada a mortalidade em pacientes com cancer
(VERMEULEN et al., 2002). Metastases regionais e a distancia no CME afetam cerca de 3
a 15% e 6 a 15% dos pacientes, respectivamente (NASCIMENTO et al., 1986a;
BRADLEY et al., 2001), e as taxas de sobrevida de cinco e dez anos, situam-se em torno
de 60% e 40%, respectivamente (HICKMAN et al.., 1984; CLODE et al., 1991; SUZUKI
et al., 1998; OKABE et al., 2001). Para o CAC, a ocorréncia de metastases regionais ¢ a
distancia chegam a 47% e 50%; a sobrevida de cinco anos fica entre 45% a 80%,
diminuindo para entre 22% e 44% em 10 anos (COWIE & POINTON, 1984; SPIRO &
HUVOS, 1992). Nos APBG as metastases regionais podem ocorrer em 9% dos casos, as

metastases a distancia s3o raras e o progndstico parece relativamente bom, sendo que cerca
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de 80% dos pacientes ficam livres da doenca apos o tratamento (VINCENT et al., 1994;
CASTLE et al., 1999; BRADLEY, 2001).

Grande numero de evidéncias tem apontado o fendmeno da angiogénese como
intimamente vinculado ao desenvolvimento das metastases. Incertezas ainda persistem se
sua participacao se da de forma passiva ou ativa neste processo (BOCKHORN et al.,
2007). Em funcio disto, nas ultimas décadas tém se formado a opinido que a angiogénese
pode vir a se constituir em um potencial marcador bioldgico de progndstico e um fator
preditivo de metastases em tumores s6lidos humanos (HASAN et al., 2002). Neste sentido,
avaliagdes da distribuicdo e quantificacdo da angiogénese t€m sido realizadas utilizando-se
de marcadores moleculares de endotélio, fatores associados ao crescimento e inibigdo da
angiogénese. Dentre os fatores estudados destacam-se o Fator Vascular de Crescimento
Endotelial (VEGF) e marcadores endoteliais como o CD31 e CD34 sem, contudo, se obter
resultados consistentes. Esta situacdo em parte € decorrente das circunstancias vinculadas
ao estudo como qualidade da amostra estudada, variagdes na técnica de identificagdo
antigénica, e dos antigenos pesquisados.

No presente trabalho foi proposta uma ampliacdo nesta investigagdo, a partir do
estudo da expressdo dos fatores de crescimento vascular VEGF e PDEGF (ainda nao
avaliado em tumores de glandulas salivares) e os marcadores de endotélio vascular CD34 e
de CDI105, este em especial considerado marcador especifico de angiogénese, em um
grupo de neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares. Nesta avaliagdo,
procuramos identificar a associacdo entre a expressao destes antigenos e a ocorréncia de

metastases.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. NEOPLASIAS EPITELIAIS DE GLANDULAS SALIVARES
e Adenoma Pleomorfico

O Adenoma Pleomorfico (AP) € a neoplasia benigna de glandula salivar mais comum.
Pode ocorrer em qualquer idade, porém ¢ mais comum em pacientes acima de quarenta
anos e possui uma discreta tendéncia a acometer preferencialmente o sexo feminino
(NARDONE et al., 2002). Clinicamente, o AP apresenta-se como crescimento nodular
lento e indolor. Para as glandulas menores, os locais mais acometidos sdo palato, 1abio
inferior e bochecha; para as glandulas maiores a parétida € o sitio preferencialmente

afetado (ELLIS et al., 1991).

Histologicamente observam-se estruturas epiteliais-mioepiteliais caracterizadas
pela presenga de espagos ductiformes revestidos por células colunares luminais e
envolvidos por uma ou mais camadas de células poligonais com diferentes padrdes de
diferenciagdo mioepitelial. Essa variabilidade é que d4 um aspecto pleomorfico ao tumor,
traduzido pela presenga de areas mixodides, condroides, hialinas, ostedides e lipomatosas
(ELLIS et al., 1991; ELLIS & AUCLAIR, 1996; BARNES et al., 2005).

Devido a sua natureza benigna, os APs sdo tratados por excisdo cirurgica
conservadora, observando sempre a necessidade de extensdo extra-capsular (BRADLEY,
2001). A incidéncia de recidiva do AP na parotida varia de 20 a 45% quando se realiza
apenas a enucleacdo; em 2 a 5%, depois de uma parotidectomia parcial e até 0,4% quando
a parotidectomia total ¢ realizada (MERCANTE et al., 2002; ITO et al., 2005). Nas
glandulas salivares menores, o risco de recidiva varia de 5 a 30% nas excisdes ciriirgicas
com margem de seguranga. O prognostico ¢ considerado excelente, com um indice de cura

de aproximadamente 95% (MERCANTE et al., 2002; ITO et al., 2005).
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As lesdes recidivantes apresentam maior potencial de transformacdo maligna,
principalmente nos casos de AP localizados nas glandulas salivares menores. A
transformagao maligna do AP tem sido descrita, especialmente nos casos de longa duracao
e recidivas freqiientes (ELLIS & AUCLAIR, 1996). Nestes casos, as neoplasias sao
classificadas como tumor misto metastatizante ou Carcinoma ex-Adenoma Pleomorfico
(ELLIS & AUCLAIR, 1996; BRADLEY, 2001). As metastases usualmente sdo observadas

em pulmoes, 0ssos e outras visceras (BRADLEY, 2001).

e Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade
O Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade (APBG) ¢

considerado menos agressivo apresentando crescimento lento e indolor. O local de maior
ocorréncia ¢ o palato (EVANS & BATSAKIS, 1984). No entanto, pode ser encontrado em
outros locais, como labio superior e bochecha (LOYOLA et al., 1995; KELSCH et al.,
1997). Alguns autores mostraram a ocorréncia de APBG em glandulas parotidas
(RITLAND et al., 1993). Esta neoplasia tende a acometer mais mulheres, com maior
incidéncia entre quarenta a setenta anos (VINCENT et al., 1994).

Histologicamente, as células tumorais apresentam forma cuboidal ou colunar, nicleos

ovoides, vesiculosos, com homogeneidade em forma e tamanho. Varios padrdes de

crescimento sdo identificdveis entre os quais s6lido, em corddes, ductal, cribriforme e

cistico-papilar. As figuras mitoticas sdo incomuns. O estroma pode apresentar

transformagao mucoide ou hialinizagcdes (KELSCH et al., 1997; ARAUJO et al., 1999).

Invasdo perineural ¢ um achado comum (LUCARINI et al., 1994).

O tratamento mais adequado € a excisdo cirtrgica. A sua recorréncia ¢ observada em
17% dos casos e as metastases variam de 0,1% a 57,5% (VINCENT et al.,1994;

CASTLE et al., 1999; EVANS & LUNA, 2000; POGODZINSKY et al., 2006).
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e Carcinoma Mucoepidermoide
Os Carcinomas Mucoepidermoides (CME) sdo os tumores malignos mais
freqlientes de glandulas salivares, podendo representar 3 a 20% dos tumores de glandulas
salivares e 12 a 40% das lesdes malignas (AUCLAIR et al., 1992; LOYOLA et al., 1995;
GUZZO et al., 2002). Podem acometer pacientes em qualquer faixa etdria, mas apresentam
pico de prevaléncia na 4* e 5* décadas, afetando ambos os sexos igualmente e acometendo
preferencialmente a pardtida e o palato entre as glandulas menores intra-orais (SPIRO et
al., 1978; NASCIMENTO et al., 1986a, AUCLAIR & ELLIS, 1991; LOYOLA et al.,
1995, BRANDWEIN et al., 2001). Usualmente, apresentam-se como aumento de volume
assintomatico, eventualmente associado a ulcera¢do superficial, dor e parestesia
(LOYOLA et al., 1995; GUZZO et al., 2002).
Histopatologicamente sdo caracterizados por crescimentos solidos e cisticos,
constituidos por varios tipos celulares, tais como: células mucosas, epidermoides,
intermediarias, claras e colunares (AUCLAIR et al., 1992). A gradagao histologica dos
carcinomas mucoepidermoides tem sido realizada utilizando varios critérios (AUCLAIR
etal., 1992; BRANDWEIN et al., 2001). No entanto, estas classificacdes apresentam
limitacdes quanto a reprodutibilidade de certos parametros, visto que incluem potencial
subjetivo de avalia¢do, em especial o grau de anaplasia do tumor (AUCLAIR et al.,
1992; HICKS et al., 1994; ELLIS & AUCLAIR, 1996; PIRES, 2002). Mais
recentemente, a OMS (BARNES et al, 2005) tem recomendado os critérios
desenvolvidos por Auclair et al. (1992) que se baseiam na propor¢ao do componente
intra-cistico, presenca de invasao neural, necrose e anaplasia, quantificagdo de mitoses

que favoreceram a distingdo entre os trés graus histoldgicos: baixo, moderado e alto.

A modalidade terapéutica esta vinculada a gradagao histopatoldgica, localizacdo e

estagio clinico do tumor. Usualmente, o a ressecc¢ao cirtrgica ampla ¢ a mais indicada,
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associada ou ndo ao esvaziamento cervical, com indicagdo eventual de radioterapia pos-
operatoria (HAMPER et al., 1989; BRANDWEIN et al., 2001). O prognoéstico depende

do estagio e do grau histologico do tumor (BRADLEY, 2001).

As taxas médias de recidivas locais do CME situam-se proximas a 15%, variando de
10% para os tumores de baixo grau a 75% para os de alto grau (PIRES et al., 2002). As
taxas de sobrevida de cinco e dez anos, para todos os graus de malignidade situam-se
em torno de 60 a 70% e 40 a 60%, respectivamente (HICKMAN et al., 1984; CLODE et

al., 1991; SUZUKI et al., 1998; OKABE et al., 2001).

As metastases regionais e a distancia do CME afetam cercade 3 a 15% e 6 a 15% dos
pacientes, respectivamente (NASCIMENTO et al., 1986a; BRADWEIN et al., 2001;
PIRES, 2002) e sdo influenciadas pelo grau histologico, estagio clinico e a localiza¢ao
dos tumores (SPIRO et al., 1978; AUCLAIR et al., 1992). As metastases a distancia tém
sido identificadas entre treze e sessenta meses apos o tratamento dos CMEs de alto grau,
e normalmente estdo localizadas nos pulmdes, figado, osso e parede abdominal
(BRADLEY, 2001). Nao obstante, ha uma ampla variagdo cronoldgica descrita para o

aparecimento de metastases.

e Carcinoma Adendide Cistico
O Carcinoma Adendide Cistico (CAC) ¢ um dos mais comuns e bem reconhecidos
tumores malignos glandulares. Os locais de ocorréncia mais freqilientes sdo glandula
parotida, glandula submandibular e glandulas salivares menores do palato (SPIRO &
HUVOS, 1992; KIM & SUNG, 1994; FIGUEIREDO, 1995; ELLIS & AUCLAIR, 1996).
Raramente acomete pacientes com menos de vinte anos de idade, sendo comum entre a 4* e
a 6® década de vida (ELLIS & AUCLAIR, 1996). Nao ha predilecao por sexo (SPIRO &

HUVOS, 1992). Geralmente, o crescimento ¢ lento ¢ a dor um achado comum desde o
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inicio da doenga. Em alguns casos pode provocar paralisia facial resultante da infiltracao

neoplasica nos espagos perineurais desta lesdo (SPIRO & HUVOS, 1992; KIM & SUNG,

1994).
Histopatologicamente siao reconhecidos trés padroes morfoldgicos: cribriforme,
representado por corddes celulares que se anastomosam, originando espagos
pseudocisticos e ductais; tubular com presenca de estruturas tubulares em um estroma
hialinizado; e sélido, no qual observam-se ilhotas ou ninhos celulares com raras
formagdes pseudocisticas ou ductais, onde a necrose pode ser encontrada. Em geral, os
trés padrdes podem ser vistos na mesma lesdo (BATSAKIS et al., 1990; BARNES et

al., 2005).

Geralmente, o tratamento de escolha é excisdo cirurgica radical combinada a
radioterapia pds-operatoria. A disseccao dos linfonodos ¢ recomendada para os casos
clinicamente positivos (MACIEJEWSKI et al., 2002). O progndstico para o CAC é
considerado pobre. Usualmente, o paciente vai a 6bito devido a recidivas locais e
metastases a distdincia (NASCIMENTO et al., 1986b; SPIRO & HUVOS, 1992; KIM &

SUNG, 1994).

De acordo com Witten et al., 1990 e Spiro et al.,, 1992 a recorréncia local ¢
observada em quase 32% dos casos. O risco de metastase a distancia também ¢ alto (40%)
e pode ocorrer em menos de oito anos depois do tratamento (SPIRO & HUVOS, 1992). O
CAC apresenta uma alta probabilidade de desenvolver metastase quando ocorre em
glandula submandibular e lingua, com médias em torno de 47.1% e 50% , respectivamente.
Na regido do palato a incidéncia de metastase ¢ baixa (HAUNG et al., 1997). A
disseminagdo metastatica ocorre mais comumente para os pulmdes, linfonodos e ossos
(HAUNG et al., 1997 e BRADLEY, 2001). Os pacientes com CAC tém uma sobrevida de

cinco anos em 45% a 80% dos casos. Em dez anos, esta sobrevida diminui para 22 a 44% e
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em 25 anos cai para 15% (COWIE & POINTON, 1984; NASCIMENTO et al., 1986b;
SPIRO & HUVOS, 1992;).

A despeito dos progressos alcangados no diagnéstico e terapéutica dos tumores
malignos, a elaboracdo do seu progndstico estd calcada preferencialmente nos aspectos
morfogenéticos e no estadiamento clinico das lesdes. A identificacdo de marcadores
moleculares que prenunciassem o comportamento da lesdo poderia contribuir
significantemente para o aperfeicoamento do prognostico e tratamento. Entre estes se
destacam aqueles associados a progressdo tumoral, em especial a metastase.

O processo de metastatizagdo é complexo, requer angiogénese, desprendimento das
células do tumor primdrio, adesdo e invasdo da membrana basal, migragdo no estroma,
penetragdo no sistema vascular ou linfatico, escape da vigilancia imunoldgica e
colonizacdo de locais distantes (ELLIS & FIDLER, 1996; VERMEULEN et al., 2002;
BOCKHORN et al., 2007). No entanto, varias fun¢des celulares associadas a metastase
ainda ndo foram esclarecidas em nivel bioquimico e genético. A elucidacido destes
fenomenos levaria as novas estratégias para o diagndstico e tratamento do cancer, que
reduziriam a incidéncia de metéastase e melhorariam o prognostico das lesdes (HASAN et

al, 2002).

2.2. ANGIOGENESE

Pouco se conhece sobre os mecanismos que desencadeiam a carcinogénese e a
progressdo dos tumores de glandulas salivares. Da mesma forma, permanece por ser
esclarecido o significado de varios marcadores moleculares associados a estes eventos e
sua relagdo com o prognostico tumoral (LIM et al., 2003; SOUZA et al., 2006).

Neste contexto, assume especial significado a angiogénese tumoral que tem se

apresentado como potencial marcador de comportamento bioldgico e progndstico.
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Inimeros trabalhos tém investido na identificacdo de seu papel como preditor de
metastases em tumores sélidos (HASAN et al.,, 2002; VERMEULEN et al., 2002;

SHARMA et al., 2005).

A formagdo de vasos sanguineos tem sido identificada sob duas designagdes:
angiogénese e vasculogénese. A angiogénese foi estabelecida como brotamento de novos
vasos a partir de células endoteliais diferenciadas de um vaso pré-existente. A
vasculogénese ¢ a formag¢do de novos vasos sanguineos in situ, em local onde ndo ha
vasos, através de estimulo de proliferagdo dos angioblastos (células precursoras do

endotélio), origindrios do mesoderma esplancnico. (CONWAY et al., 2001).

O processo de angiogénese desenvolve-se em duas fases: brotamento e maturagao
(FOLKMAN, 1995; CARMELIET, 2000). O brotamento ¢ um processo complexo que
envolve quatro etapas principais: 1) Lise da membrana basal que circunda o vaso por
proteases secretadas pelas células endoteliais; 2) Migracdo de células endoteliais
circulantes para o sitio de formagdo do vaso, onde proliferam e formam uma espécie de
broto; 3) Nova proliferacdo e diferenciacdo das células endoteliais com conseqiiente
crescimento e formacdo da luz do novo vaso; e 4) Secre¢do de fatores de crescimento pelas
células endoteliais que atraem células de suporte (pericitos e células musculares lisas), e
formam a membrana basal. Tanto as células de suporte quanto a membrana basal sdo
essenciais para o funcionamento e estabilidade do vaso formado. Nesse estagio final, os
vasos adquirem caracteristicas especializadas adequadas ao tecido ou oOrgdo a que

pertencem (CARMELIET, 2000).

A angiogénese ¢ uma etapa essencial no desenvolvimento tecidual pré e pos-natal e
também participa na cicatrizagdo, reproducdo, doencas inflamatorias e degenerativas,

disturbios metabodlicos e neoplasia. A angiogénese associada aos tumores solidos ¢ um
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processo em que novos capilares sdo formados no estroma tumoral a partir de células

endoteliais de vasos pré-existentes (LIOTTA et al., 1991; FOLKMAN, 1995).

Diversos estudos tém procurado identificar marcadores de angiogénese,
principalmente ap6s 1971 quando Folkman propds que a terapia anti-angiogénica poderia
ser coadjuvante no tratamento do cincer. Desde entdo, considerou-se que o crescimento
tumoral ¢ angiogénese-dependente, a partir do isolamento do "fator de angiogénese do
tumor". Numerosos fatores angiogénicos tém sido identificados e os mais freqlientemente
encontrados em tumores sdo o fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb), o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento endotelial derivado de
plaquetas (PDEGF) (SENGUPTA et al., 2003). Estes sao liberados pelas células tumorais,
células endoteliais ou a partir da matriz extracelular. A formacdo de novos vasos
sangiiineos também requer a inibicdo dos fatores inibidores da angiogénese, tais como:
trombospondina-1, fator plaquetario 4, inibidores teciduais das metaloproteinases,
prolactina, angiostatina, FGFb, fator transformador de crescimento (TGF-B) e interferon

(FOLKMAN, 1995; BOCKHORN et al., 2007; RUDDON, 2007).

Na angiogénese tumoral tem sido verificado que tumores com mais de 1 mm de
diametro necessitam de recrutar novos vasos, para garantir o suprimento de oxigénio e
nutrientes, ¢ a remog¢do de metabdlicos téxicos (FOLKMAN, 1995). Evidéncias
experimentais demonstram que a angiogénese também contribui com 0 processo
metastatico, pois na medida em que ha expansdo da vascularizagdo, maior ¢ a superficie
para o escape de células tumorais para a circulacdo. Este fendmeno pode em parte ser
facilitado pela imaturidade dos novos vasos formados (FOLKMAN et al., 1989). Além
disso, os fatores angiogénicos produzidos pelas células tumorais induzem a producdo de

enzimas, tais como, ativadores de plasminogénio e colagenases que contribuem para a
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degradacdo da membrana basal. Estes eventos facilitam a penetragdo de células tumorais
no interior dos vasos neoformados e favorecendo a metéstase, indicando que o fenémeno
de metastase é dependente da angiogénese intratumoral (VORAVUD et al.,1999;

BOCKHORN et al., 2007; RUDDON, 2007).

O papel da angiogénese na progressdo do tumor primdrio e sua associacdo com
metastases hematogénicas e sobrevida tem sido extensivamente estudado, principalmente
no carcinoma de mama, tumores de pulmdo, trato gastrintestinal e geniturindrio,
demonstrando associagdo significativa entre a intensidade da neovascularizacdo e um pior

prognostico (WEIDNER et al., 1991; DICKINSON et al., 1994).

2.2.1. Fator Vascular de Crescimento Endotelial

Um ntmero muito grande de fatores angiogénicos associados a tumores ja foi
isolado, sendo um dos mais importantes o fator angiogénico derivado de tumor
reconhecido como fator vascular de crescimento endotelial (VEGF).

O VEGF ¢ uma glicoproteina com um peso molecular de aproximadamente 45 kDa,
sendo sintetizada e expressa em larga variedade de tecidos humanos normais (FOLKMAN,
1992; FERRARA et al., 2003).

VEGF foi purificado e clonado em 1980 baseado em sua atividade indutora de
permeabilidade vascular (SENGER et al., 1986; KECK et al., 1989; DVORAK et al.,
1995) e como mitogénico para células endoteliais (FERRARA & HENZEL 1989; LEUNG
et al, 1989).

Até o presente momento, cinco isoformas e dois receptores de VEGF foram
seqienciados. O VEGF-A, que regula o crescimento sanguineo, VEGF-B esta
preferencialmente expresso no endotélio sanguineo, o VEGF-C e o VEGF-D que regulam

a angiogénese linfatica, e o fator de crescimento placentario (PIGF) que ¢ um fraco indutor
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de angiogénese ¢ de permeabilidade vascular (KECK et al., 1989; DVORAK et al., 1995;
FERRARA et al., 2003).

A regulacdo da expressdo de VEGF tem sido associada a tensdo de oxigénio, sendo
aumentada na presenga de hipoxia e de fatores de crescimento como fator de
transformagdo de crescimento (TGFo, TGFp), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento semelhante a insulina, e fator de crescimento de
queratindcitos (FERRARA et al., 2003).

Por mais de uma década o papel de VEGF na regulacdo da angiogénese foi objeto
de intensa investigacdo (FERRARA et al., 2003). O crescimento de um novo vaso € a sua
maturacdo sdo processos altamente complexos e coordenados, e requerem a ativagdo de
uma série de receptores por numerosos ligantes (YANCOPOULOS, 1992; FERRARA,
1999), mas o sinal de VEGF parece representar um passo limitante na fisiologia
angiogénica. VEGF também ¢ importante na angiogénese patologica, como aquela
associada ao crescimento tumoral (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997). Outro papel
importante do VEGF ¢ o de fator de sobrevida para as células endoteliais. Em estudo in
vitro, VEGF inibiu a apoptose induzindo a expressdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2
(GERBER et al., 1998). In vivo, a inibi¢do de VEGF resultou em extensa apoptose com
mudangas nos vasos dos neonatos, mas ndo dos camundongos adultos (GERBER et al,
1999). Além disso, uma dependéncia marcante de VEGF pelas células endoteliais
neoformadas, mas ndo nos vasos estabilizados dos tumores tem sido identificada (YUAN
et al., 1996) A cobertura dos pericitos tem sido proposta como uma das chaves de eventos
que resultam na perda da dependéncia de VEGF (BENJAMIN et al., 1998). A importancia
clinica do VEGF ¢ enfatizada pelo fato que a inibi¢do de VEGF inibe a angiogénese € o

crescimento tumoral em modelos in vivo (KIM et al., 1993; SALEH et al., 1996).
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Em tecidos normais de adultos a expressao de VEGF foi encontrada no cérebro,
rins, pancreas, glandulas salivares, musculo, adipécitos, pulmao e vasos de grande calibre
(MAHARAJ et al., 2006). Os autores concluiram que a baixa expressdo de VEGF nos
tecidos normais favorecia a sobrevivéncia dos vasos.

Nos tecidos neoplésicos, o aumento da expressdo de VEGF tem sido correlacionado
com o aumento da densidade microvascular (DMV), influenciando o aparecimento de
metastases e um pior prognostico em carcinoma gastrico (MAEDA et al., 1996; 1999),
carcinoma de coélon (TAKAHASHI et al., 1997), carcinoma de pulmdo que ndo os de
pequenas células (FONTANINI et al., 1998), carcinoma de mama linfonodo negativo
(LINDERHOLM et al., 1998) e carcinoma epidermoide oral (MAEDA et al., 1998; SHIH
et al., 2000). Mas, em outros estudos tém sido observada auséncia de correlagdo entre
VEGF e MVD como no carcinoma epidermoide oral (MORIYAMA et al., 1997).

Poucos trabalhos estudaram a expressdo de VEGF em neoplasias de glandulas
salivares, e os resultados ainda sdo bastante controversos. DOI et al. (1999) estudaram a
expressdo de p53, VEGF e DMV (CD34) em 31 tumores de glandulas salivares, sendo 11
CAC, 10 CME, sete carcinomas de células acinares (CCA) e trés Carcinomas
Epidermdides (CE). A DMV foi significantemente maior no CME e CE que no CAC e
CCA. A expressao de VEGF e DMV nao mostrou associacgao significativa com a presenga
ou auséncia de metastases, embora a expressdo de VEGF tenha sido mais alta nos casos
metastatizantes. Contudo, o pequeno numero de casos ndo permitiu uma conclusio
definitiva, e esses resultados podem refletir o comportamento bioloégico de cada tipo
histologico. A expressao de p53 foi significativamente associada a presenga de metastases.
Uma maior expressdo de p5S3, VEGF e DMV estava relacionada a redug@o na sobrevida.

Diante disso, estes resultados indicam que a expressao de p53 correlacionado com VEGF e
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DMV, pode ser um fator de prognostico nos pacientes com carcinoma de glandula salivar,
independente do tipo histolégico

Li et al. (2001) avaliaram a expressdo imuno-histoquimica de VEGF e a DMV em
55 pacientes com CAC. Alta expressdo de VEGF estava associada ao sitio e estadio
clinico, mas ndo com a recidiva, metastases a distancia, metastases regionais, gradagao
histologica e sobrevida. Nao foi observada uma associacdo significativa entre DMV e estas
variaveis. A média de DMV foi significantemente maior nos casos com alta expressao de
VEGF, que em casos com baixa expressdo. Do estudo, concluiu-se que para o CAC a
DMYV e VEGF podem ser utilizados como fatores progndsticos.

Lim et al. (2003) realizaram estudos imuno-histoquimicos para verificar a
expressdo de VEGF, p53 e Ki-67, em 45 carcinomas de glandulas salivares, consistindo de
15 CAC, 14 CME, seis adenocarcinoma, quatro APBG, quatro carcinoma ex AP, e dois
carcinomas do ducto salivar. Uma positividade moderada para VEGF foi observada nas
células do endotélio vascular e fraca marcagao no musculo, acinos serosos, células ductais,
macrofagos e polimorfonucleares. A expressdo de VEGF foi baixa em 14 casos (31,1%),
moderada em 15 casos (33,3%) e alta em 16 casos (35,6%). Uma associagdo significativa
foi observada entre a marcagdo de VEGF e idade, tamanho do tumor, metastases para
linfonodo, estddio clinico, invasdo perineural, invasdo vascular, recidiva e sobrevida,
enquanto nenhuma associagdo foi encontrada entre sexo ¢ localizagdo do tumor. Os autores
concluiram que VEGF ¢é um importante fator prognéstico para carcinomas de glandulas
salivares.

Yu et al. (2003) realizaram estudo com objetivo de discernir se DMV e expressao
de VEGF poderiam ser indicadores de prognéstico para metastases ¢ sobrevida de
pacientes com CAC apos cirurgia radical. Foi realizada andlise imuno-histoquimica,

utilizando anticorpos monoclonais anti-CD34 e anti-VEGF em 31 CAC primarios, com
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seguimento minimo de 60 meses. Os valores de DMV foram estatisticamente maiores nos
grupos Obito, metastases, recidiva, tumores sélidos e estadio avangado. Associagdo
significativa também pode ser observada entre valores de DMV e a presenca de metastases
a distancia nestas lesdes. A analise univariada mostrou que os subtipos histoldgicos de
CAC, o estadiamento clinico e a DMV estavam associados de forma significativa a pior
sobrevida dos pacientes. Apenas a DMV mostrou-se como fator de prognoéstico
independente na andlise multivariada.

Zhang et al. (2005) avaliaram a expressdo de fator nuclear kB, iNOS, VEGF e
DMV (utilizando CD34) em 80 CAC. Os autores observaram expressao citoplasmatica de
VEGF nas células neopléasicas. A marcacdo de VEGF foi baixa em 19 casos (23,8%),
moderada em 24 casos (30,0%), e alta em 37 casos (46,2%), e associando-se de forma
estatisticamente significativa com tamanho, estadio clinico, invasdo vascular, recidiva, e
metastases a distancia. A expressdo de VEGF foi maior no CAC que nas glandulas
salivares normais e positivamente associada a DMV. Esses resultados mostraram que
VEGF no CAC pode ter um importante papel na estimulagdo da proliferacdo das células
endoteliais. Além disso, na analise univariada os fatores associados a um pior prognostico
foram tipo histoldgico, invasdo perineural, invasdo vascular, metastases, expressao de fator
nuclear kB, iNOS ,VEGF e CD34. Na analise multivariada fator nuclear kB, iNOS ,VEGF,
CD34, subtipos histologicos e invasdo perineural foram marcadores independentes de
prognostico para sobrevida. Esses resultados sugerem que esses marcadores podem ter um
papel importante no prognostico do CAC.

Swelan et al. (2005) para melhor entender a pobre vascularizacdo do AP, estudaram
por imuno-histoquimica a expressao qualitativa de marcadores endoteliais de angiogénese
(VEGF, CD31, Flk-1 e Flt-1) e de condigdes de hipdxia (Lactato desidrogenase —LDH e

HIF-1a) em 20 amostras de AP e sete glandulas submandibulares normais. Nas glandulas
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salivares normais foi observada marcagdo de VEGF nos acinos serosos e nos ductos
epiteliais. A marcagcdo de VEGF ocorreu nas formagdes ductais e areas sélidas, sendo
nestas mais fortes que nos ninhos tumorais. Nas areas mixoides as células mioepiteliais
também marcaram fortemente. Ndo ocorreu marca¢do de CD31 nas areas solidas ¢
condroides, indicando & pobre vascularizagdo do AP. A presenga de VEGF nas células do
AP mostra que a pobre vascularizagdo desse tumor leva a uma condi¢do de hipoxia que
induz a expressao de VEGF. Além disso, VEGF pode estar associado a proliferacio e
diferenciagdo tubular no AP.

Shi et al. (2007) estudaram a expressdo de caveolin-1, VEGF e CD34 em 75
pacientes com CME em fun¢do de caracteristicas clinico-patologicas. A expressdo de
VEGF foi observada nas células intermedidrias e epidermoéides, nas mucosas nao foi
observada marcacdo. Imunomarca¢do de VEGF foi observada em 54,7% dos casos, com
uma DMV variando de 9 a 56 vasos (24,45 + 10.72). Foi observada correlagdo positiva da
expressdo de VEGF e DMV, suportando o papel que o VEGF também ¢ um fator de
crescimento para células do endotélio vascular no CME. Maior DMV foi notada nos casos
com estadio clinico avancado, alto grau de malignidade, e localizados em glandulas
menores, associacdo que se deu de forma significativa. Ademais, a presenca de
sintomatologia clinica, sexo masculino, estadio clinico avangado, alto grau e aumento da
DMYV associaram-se significantemente com menor sobrevida. Pela andlise multivariada foi
observado que estddio clinico, grau histologico e DMV constituiram-se fatores

prognosticos independentes.
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2.2.2. Fator Endotelial de Crescimento Vascular Derivado de Plaquetas /

Timidina Fosforilase

Em 1987, uma nova proteina angiogénica foi isolada de plaquetas por Miyazono et
al., a qual foi denominada fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas (PDEGF).
E considerado quimiotatico para células endoteliais, nio mitogénico in vitro ¢ angiogénico
in vivo (ISHIKAWA et al., 1989; TOI et al., 2005). A transfec¢do de PDEGF em
fibroblastos transformados de camundongos resultou em aumento da vascularizagdo
(ISHIKAWA et al., 1989). A atividade angiogénica de PDEGF ocorre por estimulagdo da
migracdo de células endoteliais, ndo atuando como um fator de crescimento de células
endoteliais por aumento da proliferacio (MOGHADDAM et al., 1995). No ambiente
tumoral a expressdo de PDEGF ¢ induzida pelo estresse causado por fatores como hipoxia,
e atua impedindo a apoptose da célula, auxiliando na sua sobrevivéncia pelo estimulo do
metabolismo do nucleosideo e angiogénese (SANCHEZ-ELSNER et al., 2002; TOI et al.,

2005).

Tsuyjitani et al. (2004) discute que o efeito do PDEGF na angiogénese pode nao ser
direto, mas pode ser via outro fator de angiogénese ou facilitando a invasdao endotelial pela
sua atividade enzimatica. Esses autores observaram uma alta expressao de VEGF nas
células tumorais associadas a alta expressao de PDEGF nas células invasivas e a alta

DMV.

Em 1992, Usuki et al. verificaram que o PDEGF compartilhava uma significante
identidade com a timidina fosforilase (TP) da Escherichia coli. Na década de 70, TP foi
purificada da Escherichia coli e da Salmonella typhimurium (MIYAZONO et al., 1987;
MIYAZONO et al., 1991). A anélise estrutural da TP revelou um homodimero de 110 kDa

em mamiferos e 90 kDa na Escherichia coli (MIYAZONO et al., 1987, MIYAZONO et
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al., 1991). Posteriormente, a seqiiéncia de aminoacidos de todos os quatro fragmentos de
peptideos purificados da TP humana foi detectada como idéntica a seqiiéncia do PDEGF.
(SUMIZAWA et al., 1993). Adicionalmente, foi descrita a atividade angiogénica do
metabolito da timidina 2-deoxi-D-ribose que atua estimulando por quimiotaxia a migracao

das células endoteliais (HARAGUCHI et al., 1994).

A expressdo de PDEGF ¢ altamente regulada por citocinas liberadas durante a
inflamacao, angiogénese e hipdxia em tecidos neoplasicos malignos ou desordens de
inflamacao cronica. Dentre essas citocinas podemos citar o TNF-a e Interleucina-1,
VEGF, Fator Indutor de Hipoxia-2a (HIF-2a) e Interferon-6 (FUJIIMOTO et al., 1998,

AKIYAMA et al., 2004).

Fox et al. (1995) encontraram imunoreatividade de PDEGF no nucleo e/ou
citoplasma do endotélio de algumas regides placentarias, no ovario, glandula salivar, e
cérebro; além de macréfagos e células de Kupffer. Contudo, nenhuma marcagdo foi
observada no epitélio gastrointestinal, nas células musculares, glandula adrenal, pulmao e
testiculo. Nas glandulas salivares a expressao de PDEGF foi evidenciada nos acinos
serosos, epitélio ductal e endotélio. Além disso, a marcacdo imuno-histoquimica de
PDEGF tem sido observada no nucleo e citoplasma de carcinomas gastricos, de colo
uterino, mama, coélon, e pulmdo tipo “nao de pequenas células” (FOX et al., 1995;
TAKEBAYASHI et al., 1996; KOUKOURAKIS et al., 1998; TOKUNAGA et al., 2002;
RYU et al., 2003). Esses diferentes padroes de marcagao celular podem evidenciar os
varios mecanismos de atuagdo do PDEGF/TP: no nucleo pode indicar a sua atuacdo como
reguladora da replicagdo celular, e no citoplasma, a regula¢dao e interagdo com enzimas

localizadas nesse compartimento celular (FOX et al., 1995).
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A expressio de PDEGF ¢ estimulada apo6s tratamentos radioterapicos e
quimioterapicos, mostrando sua funcdo enzimatica na recuperagdo das células do estresse

causado por essas terapias (RYU et al., 2003; TOI et al., 2005).

O valor prognéstico de PDEGF ¢ reconhecido no cancer de mama (FOX et al.,
1996). Uma correlagdo positiva entre alta expressao de PDEGF e DMV tem sido associada
a atividade angiogénica do tumor e pior sobrevida em carcinoma de colo uterino,
carcinoma de pulmao “ndo de pequenas células”, carcinoma cervical e carcinoma géstrico
(KOUKOURAKIS et al., 1998; UEDA et al., 1999; FUIIWAKI et al., 2000; TSUJITANI
et al., 2004). Por outro lado, tem sido observada a auséncia de associacdo da expressdo de
PDEGF e DMV, embora seja identificado como fator progndstico independente, sugerindo
que a expressao de PDEGF atua na progressdo tumoral independente da angiogénese
(KITAZONO et al., 1998). Outros estudos nao tém verificado associacdo de PDEGF com

prognostico (YAMAMOTO et al., 1998; MORINAGA et al., 2003).

Em carcinomas de pulmdo, mama e géstrico, a atividade de PDEGF nos tumores
primarios tem sido associada a presenca de metéstases a distancia (NISHIDA et al., 1996;

TAKEBAYASHI et al., 1996).

Em 1995, Moghaddam et al. observaram a expressio de PDEGF por imuno-
histoquimica nos carcinomas ductais invasivos de mama e em mama normal. Na mama
normal a marcacdo foi mais fraca e ocorreu no epitélio ductal e as células mioepiteliais
foram negativas. Nos carcinomas ductais invasivos a positividade foi observada nas células
tumorais, nas areas inflamatoérias, no endotélio vascular e em algumas células do estroma,
sendo usualmente maior que nas células normais. Nao foi observada associagdo da
expressao de PDEGF e DMV. Kitazono et al. (1998) sugeriram que essa maior expressao

de PDEGF no carcinoma de mama estivesse relacionada a resisténcia conferida pelo
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PDEGF a apoptose induzida por hipoxia, permitindo um crescimento iz vivo sem aumento

na DMV.

Konno et al. (2003) verificaram a expressdo de PDEGF em 116 pacientes com
carcinoma gastrico e encontraram uma associac¢ao significativa de alta marcagdo de
PDEGF com invasdo, metéstases para linfonodo, estadio clinico, recidiva e metastases a
distancia. Esses achados sugerem que PDEGF est4 associado a incidéncia de metastases

nos carcinomas gastricos.

Morinaga et al. (2003) estudaram por ELISA (ensaio imunoenzimatico, do inglés
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) a expressdio de PDEGF nos carcinomas
hepatocelulares, no figado adjacente ao tumor e em figado normal. A proteina PDEGF foi
detectada tanto no tecido normal quanto no carcinoma hepatocelular, mas sua expressao foi
maior no carcinoma hepatocelular e no figado adjacente ao tumor, que no figado normal.
As concentragoes de PDEGF foram maiores nos carcinomas menos diferenciados com
maior DMV, mas ndo estava associada ao prognostico.

Ryu et al. (2003) avaliaram a expressao de PDEGF e VEGF em pacientes com
adenocarcinoma de colo uterino com radioterapia prévia, e observaram marcagdes de
VEGF e PDEGF no citoplasma e/ou nucleo das células tumorais. A positividade para
VEGTF foi encontrada em 54,7% dos casos, para PDEGF em 44,6% dos casos ¢ 76,6% dos
casos expressavam ambas as marcagoes. Nao foi observada associacao de VEGF e PDEGF
com idade, grau de malignidade, subtipo histolégico. Contudo, a expressao de PDEGF foi
maior nos casos estadio II e II que nos IIl e IV. Assim, foi identificado como fator
prognostico independente associado a melhor sobrevida. Nao foi observada correlacao da
expressdao de VEGF e PDEGEF. Esses resultados sugerem que a alta expressao de PDEGF
proporcione um incremento na oxigenac¢ao do tecido favorecendo o efeito da radioterapia e

melhora na sobrevida dos pacientes.
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2.3. DENSIDADE MICROVASCULAR (DMY)

A natureza vascular dos tumores foi reconhecida ha muitos séculos quando Fallopio
em 1600 notou a presenca de vasos dilatados e Hunter em 1828 identificou o aumento do
nimero de vasos nos tumores. Contudo, o estudo sistematico de Goldman (1907) e
subsequentemente de Lewis (1927), Ide (1939) e Algire (1945) revelaram a natureza
seqiiencial da vasculariza¢do do tumor.

Entretanto, a quantificacdo histoldgica da angiogénese tumoral humana teve inicio
em 1991 quando Noel Weidner e colegas estudaram por imuno-histoquimica a expressao
do fator VIII nos vasos sanguineos € contaram o nimero de microvasos na area mais
vascularizada do tumor (hot spots), determinada como DMV. Weidner et al. (1991)
demonstraram associacdo das metastases para linfonodo ¢ a DMV nos carcinomas de
mama, ¢ posteriormente (WEIDNER et al., 1992) mostraram que a DMV foi um fator
prognostico independente para sobrevida. Subsequentemente, uma avalanche de estudos
foi realizada utilizando uma diversidade de anticorpos marcadores de endotélio e
metodologias de contagem variadas para diferentes tipos tumorais, cujos resultados foram
parcialmente concordantes.

Nao obstante, depois desses estudos iniciais utilizando imuno-histoquimica e
confirmando que a DMV era um significante fator de prognostico em carcinoma de mama,
ovario e glandula salivar (WEIDNER et al., 1991; 1992; OBEMAIR et al., 1999; LIM et
al., 2003), e indicador de metastases em carcinoma de mama, carcinoma gastrico
(WEIDNER et al., 1991; MAEDA et al., 1995; VERMEULEN et al., 2002) apareceram
estudos contradizendo esses achados, inclusive em carcinomas de mama, (FOX &
HARRIS, 2004).

Trabalhos como o de Moriyama et al. (1997) em carcinoma epidermdide de boca

encontraram maior DMV nos casos nao metastaticos em relagdo aos metastatizantes. Essa
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variacdo nos achados tem sido atribuida as variagcdes na metodologia de selecdo e tamanho
das amostras, tipo de anticorpo utilizado, diversidade de marcadores endoteliais (CD31,
CD34, Fator VIII), técnicas de identifica¢do antigénica, metodologias de quantificagdo de
vaso, ¢ as diferengas bioldgicas entre os tumores estudados (HASAN et al., 2002;
VERMEULEN et al., 2002).

Dentre os marcadores de endotélio, o Fator VIII identifica apenas uma pequena
propor¢do de capilares, e também identifica vasos linfaticos. O CD34 ¢ atualmente
considerado por Fox & Harris (2004) como um 6timo marcador para quantificacdo da
angiogénese em tumores, superando o CD31 como marcador endotelial de escolha para
canceres invasivos (VERMEULEN et al., 2002). Contudo, tem sido relatada a expressdo de
CD34 no estroma de células da mama e de neoplasias de glandulas salivares (SOMA et al.,
2001), bem como marcagdo de vasos linfaticos (HASAN et al., 2002). As desvantagens
associadas a marcagdo de CD31 incluem marcacao das células inflamatorias, que podem
ser facilmente distinguidas das células endoteliais pelas caracteristicas morfologicas.

Mais recentemente, tém sido introduzidos nesta discussdo marcadores considerados
especificos para endotélio em proliferagdo, o CD105, apresentando fraca marcagdo para
vasos linfaticos e vasos sanguineos normais. Em estudo com 106 pacientes com carcinoma
de mama, a MVD foi verificada pela marcagcdo de CD34 e CD105, apenas o ultimo pode

ser associado a pior sobrevida (KUMAR et al., 1999).

2.3.1. CD34

O CD34 (CD- cluster of differentiation do inglés: grupos de diferenciagdo) ¢ um
antigeno protéico na transmembrana de 120 kD expresso nas células progenitoras
hematopoiéticas, cujo gene codificador foi mapeado no cromossomo 1q (NIKOLLOF,

1991; VAN de RIJN and ROUSE, 1994).
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E encontrado na superficie de células endoteliais, especialmente durante a
angiogénese (KUZU et al., 1992), cuja expressdo pode ser observada tanto em tecido
normal quanto neoplasico. Este marcador também pode ser evidenciado em outras células
como as dendriticas da derme, células ao redor da estrutura vascular, nervos, musculos, e
anexos da pele normal (NIKOLOFF, 1991; LINDENMAYER & MIETTINEN 1995).

Acredita-se que o CD34 tenha um papel de suporte na maturaciao ou na proliferacao
das células adjacentes aos vasos (WEISS & NICKOLOFF, 1993).

Sua presenga nas lesdes malignas tem sido investigada na tentativa de auxiliar na
formulagdo do prognoéstico destas lesdes. Varios autores tém encontrado um aumento da
DMV obtida por CD34 associada a um pior prognéstico em carcinoma de ovario,
carcinoma de esofago, carcinoma epitelial de glandulas salivares (DOI et al., 1999;
OBEMAIR et al., 1999; ELPEK et al., 2001; ZHANG et al.,, 2005) e a ocorréncia de
metastases em carcinoma de esdfago, carcinoma epitelial de glandulas salivares (HANSEN
et al., 2000; ELPEK et al., 2001, YU et al., 2003; ZHANG et al., 2005).

Por outro lado, a expressdo da DMV pelo CD34 mostra resultados conflitantes,
como nos carcinomas gastricos, onde Maeda et al. (1995) observaram que a alta DMV
estava associada apenas a metastases para linfonodos. Tanigawa et al. (1996) relataram
que alta DMV estava associada a metastases do carcinoma gastrico para figado, mas nao
estava associada a metastases para linfonodo.

Gleich et al. (1997) em pacientes com carcinoma epidermdide (CE) de boca T2-T4,
ndo tem encontrado a DMV como preditor de metastase tumoral ou sobrevida. Diante
desses achados os autores sugeriram que o crescimento tumoral do CE ¢ independente de
angiogénese, ou que a angiogénese ¢ mais um dos muitos fatores que regulam o

crescimento tumoral.
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Na literatura, a maioria dos trabalhos que verificaram a associagdo de DMV com
prognodstico e metastases em neoplasias de glandulas salivares utilizou o CD34 como
marcador vascular (DOI et al., 1999; YU et al., 2003; ZHANG et al., 2005; SHI et al,
2007). Nesses tumores, Yu et al. (2003) e Zhang et al. (2005) encontraram a DMV
associada a metastases e pior prognostico, mas Doi et al. (1999) e Shi et al. (2007)
encontraram associagdo da DMV apenas com pior prognostico.

A marcacdo de CD34 em glandulas salivares foi verificada por Nakayama et al.
(1999) que estudaram 21 AP realizando estudo imuno-histoquimico com CD31 ¢ CD34
para distinguir os vasos sanguineos das células intersticiais positivas. Foi encontrada
positividade de CD31 e CD34 nas células endoteliais, mas CD34 foi positivo nas células
estromais ao redor dos ninhos tumorais. Os autores consideram o CD31 um melhor
marcador para obter a DMV, devido a sua maior especificidade em relagdo ao CD34.

Devido a forte marcagdo e a facilidade do uso, o CD34 tem sido considerado um
o0timo marcador de endotélio vascular, que sobrepuja o CD31 e o fator VIII

(VERMEULEN et al., 2002).

2.3.2. CD105 (Endoglina)

CD105, também conhecida como endoglina, ¢ uma glicoproteina de membrana,
com peso molecular de 180kDa, que interage com receptores de varios membros da familia
do fator transformador de crescimento (TGF-f) (GOUGOS & LETARTE, 1988; LI et al.,
2001). Foi inicialmente descrita em 1988, como uma glicoproteina homodimérica,
associada a leucemia, por meio de anticorpos monoclonais especificos (GOUGOS &
LETARTE, 1988). No 5° Workshop Internacional de Antigenos de Diferenciacdo da
Leucemia Humana (LETARTE et al., 1995), a endoglina foi reconhecida como o grupo de

diferenciag¢do (CD- do inglés cluster of diferentiation) nimero 105.
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O gene codificador para endoglina encontra-se localizado no cromossomo humano
9934 e foi identificado como gene alvo para uma doenca autossdmica dominante
conhecida como telangiectasia hemorragica tipo 1. Sua identificagdo foi realizada
utilizando hibridizacao in situ por imunofluorescéncia e sua regido decodificadora contém
14 exons (FERNANDEZ-RUIZ et al., 1993). Duas isoformas diferentes, a L ¢ S, foram
encontradas com capacidade de se ligar ao TGF-B. A isoforma L-CD105 consiste em 633
aminodcidos, enquanto a S-CD-105 tem 600 aminoacidos. Ambas as formas foram
detectadas utilizando-se o PCR na célula endotelial, nas células promonociticas HL-60 e
U-937, e na placenta. Quando se realizou a técnica de Western-Blot a isoforma L-CD105
foi a forma predominante na célula endotelial (LI et al., 2000).

CD105 atua suprimindo o sinal do TGF-1 e TGF-B3, bloqueando seus receptores,
e modulando sua resposta. O TGF-B ¢ uma citocina que regula varias fungdes celulares
incluindo proliferacdo, diferenciacdo, migragdo, sintese da matriz extracelular e
hematopoiese (MASSAGUE, 1987). Também estd envolvido na vasculogénese,
cicatrizagdo e angiogénese (ROBERTS et al., 1986). A hipdxia ¢ um potente estimulador
para expressdao do gene CD105 nas células endoteliais e também potencia a combinagao de
CD105 com receptores de TGF-B1 (DUFF et al, 2003). Acredita-se que o desenvolvimento
da resposta angiogénica também possa depender de um balanco entre os niveis de ativagao
de TGF-B e a expressao de CD105 (LI et al., 2000).

A seqiiéncia aminoacida do CD105 contém o tripeptideo 4cido arginina-glicina-
aspartato (RGD) localizado na regido exposta do dominio extracelular. O polipeptideo
RGD ¢ a chave para a estrutura de reconhecimento encontrada em proteinas como a
fibronectina, vitronectina, fator de Von Willebrand, colageno tipo I e fibrinogénio sendo

reconhecido pelas integrinas de superficie celular. Por isso tem sido proposto o papel de
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CD105 como ligante para arginina e/ou outros receptores RGD (GOUGOS & LETARTE,
1990).

Endoteliécitos vasculares e os sinciotrofoblastos da placenta sdo as células que
mais expressam CD105. Em outras células incluindo células da musculatura estriada,
fibroblastos, macrofagos, células estromais, células leucémicas pré-B ou de origem
mielomonocitica e precursores eritroides, a marcaciao ¢ fraca (GOUGOS & LETARTE,
1988; FONSATTI et al., 2001; DUFF et al., 2003).

Investigacdes realizadas em tumores so6lidos de diferentes tipos histologicos
utilizando anticorpos monoclonais anti-CD105 mostraram que a expressao antigénica foi
identificada quase exclusivamente no endotélio venoso e arterial dos vasos peri e
intratumorais (BODEY et al., 1998; KUMAR et al., 1999; FONSATTI et al., 2001).
Ocasionalmente, as marcagdes se deram fracamente no citoplasma das células do sarcoma
de diferentes subtipos, carcinomas de ovario, carcinomas de mama, componentes do
estroma de carcinomas endometridides ovarianos (FONSATTI et al., 2001).

Além disso, vale ressaltar que Burrows et al. (1995) encontraram altos niveis de
expressdo de CD105 nas células endoteliais da veia humana umbilical (HUVEC — do
inglés human umbilical vein endothelial cells) com niveis de proteina, RNA ¢ DNA
consistentes com ativacdo e proliferacdo. Em adigdo a essa observagao, foram encontrados
altos niveis de expressao de CD105 em HUVEC em proliferagdo em cultura (FONSATTI
et al., 2000), bem como associados aos marcadores de proliferacao celular como Ki-67 em
tumores endoteliais (MILLER et al., 1999). Adicionalmente, foi demonstrado que a
expressio de CD31 esta inversamente correlacionada a HUVEC em proliferagdo
(FONSATTI et al., 2000). Ademais, foi observada forte intensidade de marcagdo para
CD105 no endotélio vascular de tecidos normais com atividade angiogénica ativada, como

nos processos de regeneracao e inflamacao (BODEY et al., 1998; KUMAR et al., 1999).
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As pesquisas tém mostrado uma imunomarcagao forte para CD105 nos vasos ao
redor do tumor, ¢ nenhuma marcacdo tem sido detectada nos grandes vasos ou vasos
sanguineos dos tecidos normais (BODEY et al., 1998; KUMAR et al., 1999). Por isso,
alguns estudos t€ém sugerido que o CD105 ¢ um marcador mais especifico e sensitivo para
vasos neoformados em relagdo aos outros anticorpos pan-endoteliais (CD31, CD34 ¢ fator
VIII) nos carcinomas de cervix, cdlon, endométrio ¢ mama (BODEY et al., 1998;
BREWER et al., 2000; SAAD et al., 2003).

Minhajat et al. (2006) compararam a expressao de CD31 e CD105 em carcinomas
de colon. Os autores evidenciaram que CD31, estava expresso universalmente nos
pequenos vasos e capilares, e CD105 expressou marcagdo mais intensa nas células
endoteliais do carcinoma em relagdo ao adenoma ¢ nao foi encontrado no tecido normal e
nos vasos linfaticos. Esses resultados confirmam que CD105 € expresso apenas nos novos
vasos do carcinoma de colon.

Alta densidade microvascular obtida pela expressdo de CD105 tem sido relatada
como indicadora de prognostico independente em uma série de neoplasias, sendo
relacionada com uma reducdo da sobrevida (SRIVASTAVA et al., 1988; TANIGAWA et
al., 1997; KUMAR et al., 1999). Entretanto, outros autores ndo conseguiram encontrar tal
relacdo (GLEICH et al, 1997; TAE et al, 2000; GRUDZINSKI et al., 2006). Alguns
trabalhos tém encontrado associagdo da expressdo de CD105 e a ocorréncia de metastases
em carcinoma de hipofaringe, carcinomas de mama, carcinoma de endométrio (SAAD et
al., 2003; DALES et al., 2004; CHIEN et al., 2006)

Kumar et al. (1999) estudaram a expressao de CD34 ¢ CD105 em 106 carcinomas
de mama por meio de ensaio imuno-histoquimico. A marcacdo de CD105 foi forte nas
células endoteliais dos vasos do estroma tumoral, mas ndo foi detectada ou apenas fraca

marcagdo foi identificada nos vasos da maioria dos tecidos normais. Nao foi possivel
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encontrar correlagdo significativa entre os valores de DMV obtidos a partir da expressao de
CD34 e CD105. A expressao de CD105 teve uma correlagao estatisticamente significativa
com sobrevida e tempo livre de doenga, mas com o CD34 isto ndo foi observado. Analise
multivariada confirmou que valores de DMV usando CD105 o identificaram como
marcador de prognostico independente. Esses resultados mostraram que o uso de CD105
deve reduzir a incidéncia de marcagdo falso-positiva em vasos sanguineos induzidos pelo
tumor, diferenciando-os daqueles localizados proximos a massa tumoral € que por serem
maduros podem ndo estar associados ao crescimento tumoral. Os autores chamam a
aten¢do para o fato de que seria importante na determinagdo da angiogénese tumoral
considerar a distingdo entre a neovascularizagdo tumoral e a existéncia de vasos pré-
existentes. A investigacdo desta diferenca deveria ser relevante para o estabelecimento da
potencial influéncia da vascularizagdo no potencial metastatico e no prognostico dos
tumores.

Atualmente, varias evidéncias suportam a idéias que o CD105 esta envolvido na
angiogénese e representa um poderoso marcador de neovascularizagao (FONSATTI et al.,
2001).

Li et al. (2000) relataram um aumento do nivel de CD105 em amostra de plasma de
pacientes com cancer de mama quando comparado com um grupo controle, sugerindo que
o CD105 também pode ser utilizado para identificar pacientes com alto risco de metéstase
e recidivas.

Schimming & Marmé (2002), estudaram 51 casos de carcinoma epidermdide de
boca, ¢ evidenciaram a expressdo aumentada da endoglina no endotélio vascular dos
tecidos tumorais, quando comparados com a mucosa normal. A expressio de CD 105
também foi maior nos casos com estadio III, sugerindo que a endoglina tenha um

importante papel na progressao do carcinoma epidermoéide de boca.
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Chien et al. (2006) estudaram a marcagao de VEGF ¢ CD105 em 73 casos de
carcinoma epidermoide de hipofaringe. Foi encontrada uma alta marcagdo de VEGF no
tecido tumoral que se correlacionou de forma significativa com os estadios mais avancados
da doenga. A imunomarca¢ao de CD105 ocorreu apenas nos vasos do tumor e mostrou
significativa correlacdo com metastases para linfonodos e os estadios mais avancados da
doenca. Além disso, foi observada uma correlagdo positiva da expressao de VEGF e
CD105. Diante disso, os autores concluiram que um maior nimero de vasos neoformados
no tumor, permite que esse seja mais agressivo, ¢ que CD105 pode ser um marcador
promissor na predigdo do progndstico nesses tumores.

Recentemente, alguns autores tém observado uma associacdo entre a alta DMV
determinada pelo CD105 e menor sobrevida em cancer retal, e valor de CD105 como
marcador de prognostico (ROMANI et al., 2006).

Nikiteas et al (2007) avaliaram a expressao imuno-histoquimica de VEGF e CD105
em 100 carcinomas gastricos. A expressao de VEGF foi forte no citoplasma de 36% dos
casos. Em todos os casos, a alta expressao de VEGF foi acompanhada de alta expressao de
CDI105, mostrando-se também relacionados a menor sobrevida. Também foi observada
associagdo da expressao de VEGF e CD105 com a presenca de metastases para linfonodo.
Acredita-se que VEGF e CD105 s3o dois valiosos indicadores de metéstases. Esses
resultados mostram que VEGF pode induzir a neoformagdo de vasos sanguineos ¢ a
expressdo de CD105 em células endoteliais proliferativas na vasculatura do tumor pode ser

um bom alvo para terapia anti-angiogénica.
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3. HIPOTESES

3.1. Os tumores malignos apresentariam diferencas na expressao de fatores de
crescimento endoteliais (VEGF e PDEGF) e de angiogénese (representados pela
quantificagdo de CD34 e CD105) relativamente aos benignos; entre os tumores malignos,
sua expressdo seria diferenciada entre os grupos metastatizantes € nao metastatizantes,

sendo a expressao mais acentuada associada as lesdes metastatizantes.

3.2. A expressao dos fatores angiogénicos ¢ dos marcadores de angiogénese estaria
associada ao potencial metastatico como fatores preditivos independentes de outros fatores
clinico-patologicos classicamente reconhecidos nesta predi¢ao como estadiamento clinico

e o grau histolégico de malignidade.

3.3. A superexpressao dos antigenos VEGF, PDEGF, CD34 e CDI105 estaria
associada ao pior prognostico expresso pela sobrevida dos pacientes investigados, de forma
independente de outros parametros clinico-patologicos, classicos marcadores de
prognoésticos, tais como localizagdo, tamanho, estadiamento clinico e a gradagdo

histolégica de malignidade.

3.4. Independentemente do tipo tumoral estudado, acreditamos encontrar uma
correlagdo positiva entre os indices de marcagdo de VEGF, PDEGF e os marcadores

vasculares CD34 e CD105.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

OBJETIVO

34



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

35

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL: Estudar a angiogénese tumoral e sua associagao com

potencial metastatico de neoplasias epiteliais primarias de glandula salivar.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

4.2.1. Caracterizar os aspectos socio-demograficos, clinico-patolégicos e de
comportamento bioldgico da amostra de tumores de glandula salivar selecionada.

4.2.2. Caracterizar qualitativamente na amostra selecionada, a expressao
imuno-histoquimica de antigenos associados a angiogénese, a saber: CD34, CD105, Fator
Endotelial de Crescimento Vascular (VEGF), Fator de Crescimento Endotelial Derivado de
Plaquetas (PDEGF).

4.2.3. Avaliar a densidade microvascular da amostra de tumores selecionada
por meio de andlise quantitativa da expressao imuno-histoquimica de antigenos marcadores
vasculares CD34 e CD105.

4.2.4. Avaliar, por meio de andlise semi-quantitativa, a expressao tumoral
dos antigenos VEGF e PDEGF na amostra selecionada.

4.2.5. Investigar a existéncia de diferencas de indices de expressdo dos
antigenos mencionadas no item 4.2.2 entre os grupos de tumores benignos ¢ malignos, e
entre os tumores malignos primarios metastatizantes e ndo metastatizantes como grupo ¢ a
partir dos diferentes subtipos histolégicos.

4.2.6. Investigar a existéncia de associagdes entre os indices de expressao
imuno-histoquimica dos antigenos descritos no item 4.2.2 e o potencial metastatizante dos

tumores malignos amostrados.
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4.2.7. Verificar a associagdo entre a expressao imuno-histoquimica dos
antigenos descritos no item 4.2.2 e o prognostico das lesdes traduzido pela sobrevida dos
pacientes, procurando validd-los como fatores prognoésticos independentes de outros
classicamente conhecidos (localizagdo, estadiamento tumoral, dimensao).

4.2.8. Investigar a existéncia de correlagdo entre os indices de expressao

antigénica tumoral descritos nos itens 4.2.3. ¢ 4.2.4.
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5. MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foram recuperados 732 casos de tumores epiteliais de glandulas
salivares diagnosticados e tratados no Instituto Nacional do Cancer do Ministério da
Saude, localizado na cidade do Rio de Janeiro (RJ) (INCA)', no periodo de 1998 a 2003
(KALLUF, 2006). Esta selecao foi realizada a partir da pesquisa ativa de prontuarios de
pacientes portadores de tumores epiteliais de glandulas salivares, baseada nos dados
registrados nos arquivos da Divisao de Patologia e do Departamento de Cirurgia de Cabeca
e Pescogo daquela Institui¢ao. Para o levantamento inicial foram considerados os seguintes
parametros: 1- a relagdo dos diferentes tipos histologicos dos tumores descritos pela
Organizagao Mundial de Sauade (OMS) (SEIFERT & SOBIN, 1991; BARNES et al.,
2005); 2- termos descritores dos tipos de glandulas salivares maiores (pardtidas,
submandibulares, sublinguais); e 3- termos descritores de topografias das glandulas
salivares menores (ldbio, mucosa de bochecha, mucosa de sulco vestibular, trigono
retromolar, palato, palato mole, assoalho bucal, lingua). Esta pesquisa ainda foi
complementada pela utilizacao dos codigos identificadores de doengas descritos no Codigo
Internacional de Doengas para Oncologia — CID ONCO 10 (FRITZ et al., 2000).

Todos os casos levantados foram reavaliados quanto ao diagnostico
histopatologico, tendo como base os critérios estabelecidos pela OMS (BARNES et al.,

2005) (TABELA 1).

! Esta cooperagio foi desenvolvida por intermédio dos Drs. Fernando Dias ¢ Roberto Aratjo Lima (Departamento de
Cirurgia de Cabega e Pescogo, INCA-MS, Rio de Janeiro, RJ) e das Drs. Ana Lucia Eisenberg Amaral e Marilena
Figueira do Nascimento (Divisdo de Patologia do INCA-MS, Rio de Janeiro, RJ).
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TABELA 1 - Tipos tumorais epiteliais de glindulas salivares reconhecidos pela Classificacdo dos
Tumores de Glandulas Salivares de origem epitelial da OMS (BARNES et al., 2005).

Neoplasias Benignas

Neoplasias Malignas

Adenoma Pleomorfico
Tumor de Warthin
Adenoma de células basais
Mioepitelioma
Oncocitoma
Adenoma canalicular
Adenoma sebaceo
Linfadenoma

Sebaceo

Nao Sebaceo
Papiloma ductal

Papiloma ductal invertido

Papiloma intra-ductal

Sialadenoma papilifero
Cistoadenoma

Carcinoma Adenodide Cistico
Carcinoma Mucoepidermoide
Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau
Carcinoma de Células Acinares
Adenocarcinoma de Células Basais
Carcinoma epitelial Mioepitelial
Carcinoma mioepitelial

Carcinoma de Células Claras
Adenocarcinoma SOE

Carcinoma epidermoide

Carcinoma de ductos salivares
Carcinoma ex Adenoma Pleomorfico
Carcinossarcoma

Carcinoma de células pequenas
Carcinoma linfoepitelial

Carcinoma oncocitico

Adenoma pleomorfico metastatizante
Adenocarcinoma mucinoso
Cistoadenocarcinoma
Linfadenocarcinoma sebaceo
Sialoblastoma

Cistadenocarcinoma cribriforme de baixo grau

A partir deste levantamento (KALLUF, 2006), foram selecionados todos os casos

identificados como Adenoma Pleomorfico (AP), Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo
Grau de Malignidade (APBG), Carcinoma Adendide Cistico (CAC) e Carcinoma
Mucoepiderméide (CME) de glandulas salivares, independentemente de sua localizagdo.
Estes tipos tumorais foram selecionados em funcdo de sua maior freqiiéncia, e de seu
comportamento bioldgico, que favoreceram o estabelecimento de grupos definidos como 1.
Tumores Benignos representados pelos APs; 2. Tumores malignos de baixo grau, com
baixos indices metastaticos constituidos por APBGs; e 3. Tumores malignos de alto grau,
classicamente conhecidos por apresentarem maiores indices de metastases, a saber: CACs
e CMEs (SPEIGHT & BARRET, 2002; BARNES et al., 2005).

A partir desta amostra, foram registrados os seguintes dados: sécio-demograficos
dos pacientes, dados clinico-patoldgicos dos tumores (localizagcdo, dimensdo do tumor,

tempo de evolugdo, sinais e sintomas, tipo histolégico e estadiamento clinico), tipo de



10

11

12

40

tratamento, tempo de seguimento dos pacientes e dados de intercorréncia na evolugdo pos-
operatoria (presenga de recorréncias, metastases regionais e distantes).

Para a sele¢do da amostra utilizada no desenvolvimento do presente trabalho, os
seguintes critérios foram adotados: 1. tumores primarios que ndo receberam nenhum tipo
de tratamento; 2. comprovagdo de metastases regionais ou distantes a partir de exames de
imagem obtidos por radiografia (RX), tomografia computadorizada (TC), e ressonancia
magnética (RM), e/ou exame cito e histopatoldgico revelador do comprometimento
linfonodal e/ou de outros 6rgdos; 3. presenca de material em quantidade suficiente para a
realizacdo das analises pretendidas; 4. presenca de todos os dados sécio-demograficos e
clinico-patologicos mencionados anteriormente. O detalhamento dos fatores relacionados a
exclusdo de casos na composi¢do da presente amostra e a relagcdo dos casos excluidos deste
estudo estdo descritos no ANEXO 1 e 2. A TABELA 2 mostra a distribui¢do da amostra

incluida no presente estudo.

TABELA 2 - Distribuicdo dos casos selecionados classificadas segundo o tipo histolégico e a presenca
ou nio de metistases apdés reavaliacido histopatologica e preenchimento dos critérios de inclusao,
provenientes do Instituto Nacional do Cancer no periodo de 1998 a 2003.

Neoplasia Primarios nio metastatizantes Primarios metalstatizantes Total de casos’
(PNM) (PM)
AP 30 - 30
APBG 17 2 19
CME 37 3 40
CAC 39 11 50
TOTAL 123 16 139

'~ Considerou-se primarios metastatizantes (PM) os tumores dos quais as metastases originaram.

2~ 0 numero total de casos compreende as lesdes primarias benignas e malignas nio metastatizantes (PNM),
e malignas metastatizantes (PM).

AP - adenoma pleomorfico, APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepidermoéide; CAC — carcinoma adendide cistico
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Apos a selecao da amostra, realizamos a imunomarcagao de VEGF, PDEGF, CD34
e CD105. Para isto utilizamos o método estreptavidina-biotina-peroxidase descrito por Hsu
e et al., 1981, adaptando a técnica as nossas condi¢des laboratoriais de trabalho: incubagao
com anticorpo primario por 19 horas em temperatura ambiente e resgate antigénico em
microondas com 1mM EDTA — NaOH, pH 8.0 (Nuclear, Diadema-SP, Brasil) (SOUZA et

al., 2003).

Todos os espécimes foram fixados em formol a 4% e incluidos em parafina. Cortes
histologicos de 3um foram obtidos e montados em laminas de vidro previamente
recobertas com organosilano (3-aminopropyltriethoxy-silano, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Inicialmente, os cortes histologicos foram desparafinados por meio de
duas passagens de 20 minutos em xilol novo a temperatura ambiente, e hidratados em
concentragdes decrescentes de etanol (100%, 90% e 70%) por 5 minutos cada. Em seguida,
os cortes histologicos foram submetidos a lavagem em agua corrente por 10 minutos e
subseqilientemente em agua destilada por cinco minutos.

Para a recuperag@o dos epitopos antigénicos, os cortes foram submersos em 500 ml
de tampao EDTA ImM, pH 8.0, e submetidos a trés ciclos de aquecimento por 5 minutos
cada em microondas em poténcia maxima. A cada ciclo, o volume evaporado foi restituido
com 4gua bidestilada e tampao de forma alternada. Em seguida, a cuba foi colocada em
local fresco e arejado, a temperatura ambiente, para o devido resfriamento por 20 minutos.

Alcancado o equilibrio térmico, os cortes foram lavados em 4agua corrente por cinco
minutos e em seguida colocados em cubas de Couklin, onde receberam quatro banhos de
cinco minutos cada de agua oxigenada (10 V), para bloqueio da atividade da peroxidase
endogena. Logo apds, as laminas novamente foram lavadas em dgua corrente e colocadas
em Tampdo fosfato salina (PBS, do inglés, phosphate buffer saline, traduzido como

tampao fosfato salino) 0,1M pH 7.4, por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

42

com solucdo bloqueadora de biotina endogena (DAKO, Co Carpenteria, CA, USA),
seguido da incubagdo com a solugdo de avidina, por um periodo de 20 minutos e lavados
com trés banhos de PBS por 3 minutos cada. Logo apos foi realizada a incubagdo dos
cortes histologicos com solugdo de biotina, por 20 minutos. Imediatamente, apds os trés
banhos de trés minutos cada em PBS, as laminas foram incubadas com anticorpos
primarios, os quais foram mantidos em camara escura por 19 h a temperatura ambiente.
Para bloquear a coloracdo de fundo devido a interagdes hidrofobicas entre tecidos e
proteinas reagentes, acrescentou-se a solucdo PBS (utilizada como diluente do anticorpo
primario), 1% de soro albumina bovina (Sigma Chemical Co, USA) com 0,1% de azida
sodica (Sigma Chemical Co, USA).

Subseqiientemente a incubagdo com os anticorpos primarios, os cortes histologicos
foram lavados em PBS (trés banhos de trés minutos), re-incubados com o anticorpo
secundario biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) por 30 minutos, a
37°C. Em seguida, procedeu-se a lavagem em trés banhos de trés minutos cada em PBS e
os cortes foram incubados com complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (DAKO, Co
Carpenteria, CA, USA).

A revelagdo da reacdo foi feita utilizando 0,08g do cromogeno DAB (3°, 3’
Diaminobenzidine Tetrahydrocloride). Os fragmentos teciduais foram contra-corados com
a solugdo de hematoxilina de Harris. Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo
primario por solu¢dao de BSA a 1%, diluida em tampao PBS, pH 7,4. Os controles positivos
para as reagdes com diferentes anticorpos foram obtidos seguindo-se as orientagdes dos
fabricantes, a saber: CD34, tumor do estroma gastrointestinal; CD105, linfoma e amigdala;
PDEGF, amigdala; ¢ VEGF, carcinoma ductal de mama. Vérios casos apresentavam

fragmentos teciduais de glandulas salivares onde se observavam parénquima e estroma
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com aspectos usuais de normalidade, cujos componentes também foram observados quanto
a expressao ou nao dos antigenos pesquisados.
Na TABELA 3 estdo distribuidos os dados referentes as procedéncias e condi¢des

de trabalho que foram utilizadas nas reagoes.

TABELA 3 — Anticorpos primarios e condi¢des de trabalho utilizadas na técnica imuno-histoquimica.

Reagentes Clone Procedéncia Titulagdo de Fonte
Ac Primario
CD105 SN6h DAKO' 1:100 Camundongo
CD34 QBend10 DAKO' 1:300 Camundongo
PDEGF P-GF. 44c Novocastra® 1:400 Camundongo
VEGF VC-1 Santa Cruz’ 1:50 Coelho

1 — Dako Cyto Co, Carpenteria, CA, USA.
2 — Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle, UK.
3 — Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA.

5.1. ANALISE QUALITATIVA DA EXPRESSAO ANTIGENICA
TUMORAL
A andlise qualitativa foi desenvolvida a partir da observagdo e descricdo do padrao
de expressao dos diferentes antigenos pesquisados considerando o parénquima e o estroma
tumoral, a saber:
1. Parénquima tumoral: Este padrdo de descri¢cao foi adotado para os antigenos
PDEGF e VEGF. As marcagdes foram consideradas segundo a
compartimentalizacdo  celular  (citoplasma, nucleo e membrana
citoplasmadtica), os tipos celulares marcados (células luminais, ndo luminais,
epidermoides, intermedidrias, mucosas, claras), e a localizagdo das
marcagdes nos diversos padrdes arquiteturais dos tumores investigados.
2. Estroma tumoral: Esta topografia foi considerada particularmente para
avaliacdo de CD34 e CD105 nos vasos sanguineos. Ai foram consideradas

as localizag¢des dos vasos marcados assim caracterizadas: proximas aos
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l6bulos tumorais, seja na periferia ou no seu interior do l6bulo (estroma
englobado pelo parénquima tumoral); distantes do tumor, considerando as
areas do estroma mais afastadas do parénquima tumoral, seja no interior ou

na periferia do crescimento neoplasico.

5.2. AVALIACAO DA EXPRESSAO ANTIGENICA TUMORAL:
Para a avaliacdo dos padrdes de expressdo antigénica estudados, foram utilizadas

duas analises: quantitativa e semi-quantitativa.

Avaliacao Quantitativa:

A analise quantitativa dos antigenos CD34 e CDI105 para quantificacido
microvascular tumoral foi realizada a partir da construcdo de indices de expressao
antigénica ou indices de marcagdo imuno-histoquimica (IM) do antigeno. O método de
quantificacdo microvascular utilizado foi o de Weidner et al, (1991), recentemente
modificado conforme Consenso Internacional para Avaliacdo da Angiogénese em Tumores
Sélidos Humanos (VERMEULEN, 2002). Inicialmente, a sec¢@o histoldgica foi observada
sob média ampliagdo (ampliagdo original de 200 X, area do campo 0,82 mm?) utilizando-se
um microscopio de luz visivel (NIKON Eclipse E-400, Nikon Inc., Japdao) a fim de
identificar areas com maior densidade vascular, designadas como hot spots (“areas
quentes”), traduzidas pela maior densidade de coloracdo de tonalidade marrom. Nessas
areas, foi realizada a contagem de 10 diferentes campos com ampliagao original de 400x
(area do campo 0,2 mm?). Para a facilitagdo dos trabalhos, foram capturados, nestas areas,
10 campos seqiienciais por meio de camara fotografica digital acesséria ao microscopio
(Coolpix 4300, Nikon Inc., Japdo). As imagens foram transferidas e salvas como arquivos

com extensdo “JPG” no software Adobe Photoshop” CS2, versdo 9.0 (Adobe Systems Inc.,
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USA, 2005), sendo a contagem realizada a partir destes arquivos. As contagens médias
para cada caso foram entdo registradas como densidade microvascular (DMV). Nao foram
incluidos na contagem os vasos marcados em areas proximos a inflamagao, necrose e
fibrose (WEIDNER et al., 1991; UZZAN et al., 2004; SHARMA et al., 2005).

Além disso, para realizar-se analise de associagdo ¢ sobrevida foi utilizada a
mediana de marca¢do dos AP para determinar o valor de cut-off no CD34 e CD105. Para
CD34 valores acima de 8,3 foram considerados positivos, e para CD105, valores acima de
0,1 foram considerados positivos.

Vale ressaltar que todas as avaliagdes foram realizadas por quatro observadores,
Kelen Christine do Nascimento Souza, Prof. Dr. Adriano Mota Loyola (Orientador, Doutor
e Professor em Patologia da Universidade Federal em Uberlandia), Paulo Rogério de Faria
(Doutor e Professor em Patologia) e Sérgio Vitorino Cardoso (Pds-doutor e Professor em

Patologia da Universidade Federal em Uberlandia).

Avaliacdo Semi-Quantitativa:

Para os antigenos PDEGF e VEGF a andlise semi-quantitativa foi empregado um
indice obtido, considerando dois padrdes: o padrio de intensidade de expressao
predominante, ¢ o percentual de marcagdo antigénica tumoral, independente do padrio de
intensidade predominante (LIM et al, 2003; ZHANG et al, 2005). O desenvolvimento desta
metodologia obedeceu a seguinte dindmica: inicialmente, em aumento original de 400X,
foram avaliadas as intensidades que predominavam nos tumores, classificando-as em trés
categorias: 1 — fraca; 2 — moderada; e 3 - forte. Em seguida, utilizando-se objetiva de
200X, estimou-se o percentual de células marcadas nos tumores, categorizando-o nos
seguintes intervalos: 0 a 19% (0), 20 a 39% (1), 40 a 59% (2), e 60-100% (3). Dai, os

valores obtidos foram somados, resultando em indices de marcacdo traduzindo trés
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categorias semi-quantitativas de expressao antigénica: 1-2: expressao fraca; 3-4: expressao
moderada, e 5-6: expressao forte.

Todas as avaliagdes e analises foram realizadas por trés observadores. Os casos
discordantes foram reavaliados e discutidos para o estabelecimento de um padrdo comum

de interpretacao.

5.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram descritos segundo os principios da estatistica descritiva
utilizando-se médias, desvio-padrao e percentuais de observagdes. Previamente as analises
estatisticas pertinentes, os dados foram testados quanto a normalidade de sua distribuigao
pelo teste de KOLMOGOROV-SMIRNOV (SIEGEL, 1975).

Os resultados desta analise determinaram a utilizagdo de testes ndo paramétricos
para CD105, VEGF e PDEGF, e paramétricos para CD34 nas diferentes analises propostas
e explicitadas a seguir (SIEGEL, 1975)

1. Com o objetivo de verificar a existéncia ou ndo de diferengas nos resultados
obtidos da quantificagdo de CD34 e CD105, os testes t de Sudent (CD34) e U de
Mann-Whitney (CD105) foram aplicados nas seguintes situagoes:

a. Comparar AP (tumores benignos) ¢ o conjunto dos tumores primarios
malignos (Pmalig, representados pelo conjunto de todos os tumores
metastatizantes e ndo metastatizantes);

b. Comparar o conjunto dos tumores primarios metastatizantes (PM) e nao
metastatizantes (PNM)

c. Comparar os tumores primarios metastatizantes (pm) ¢ nao metastatizantes

(pnm) para cada subtipo histologico (APBG, CME, CAC),
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2. A investigacdo de diferencas de angiogénese entre os diferentes subtipos

histologicos (APBG, CME e CAC), a partir da expressao de CD34 ¢ CD105 foi
analisada utilizando-se o teste ANOVA com pos-teste de Tuckey, para CD34 ¢

Kruskall-Wallis, com corre¢do de Dunn para os valores de CD105.

. A analise dos resultados de VEGF e PDEGF foi realizada utilizando os testes Qui-

Quadrado e Exato de Fisher, para verificagdo de associagdo da intensidade de
expressdao (FRACA, soma final dos escores intensidade e freqiiéncia igual a 1 ou 2;
e FORTE, escores finais entre 3 ¢ 6) com:
a. A natureza das lesdes (AP e Pmalig);
b. Com a presenca de metastases ou ndo considerando o conjunto das
neoplasias malignas (PM ¢ PNM);
c. Com os subtipos histologicos (APBG, CME e CAC) isoladamente, e

também considerando a presenga de metastases (pm) ou nao (pnm);,

. A investigacdo da presenca de associacdo entre as expressoes de CD34 ¢ CD105

com a presen¢a ou nao de metastases foi realizada utilizando-se o teste do Qui-

quadrado e o teste Exato de Fisher.

. A analise de associagdo entre sobrevida e os diferentes marcadores avaliados foram

realizados pelo teste de Breslow e Log-Rank a partir de cut-offs previamente
estabelecidos, como mencionado nos itens referentes a avaliacdo quantitativas e

semi-quantitativas das avaliacdes.

. Foram analisadas a presenca de correlagdo entre a expressdo de CD34, VEGF e

PDEGEF, e CD105, VEGF e PDEGF pelo Teste de correlagdo de rank de Spearman.

Todas as analises foram realizadas com nivel de confianga de 95%,considerando-se

significativos os valores de p < 0,05. A maioria das analises foram realizadas utilizando-se

o software Bioestat 4.0 (AYRES, 2004). A analise de sobrevida foi realizada utilizando-se
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os programas KMSurv e CoxSurv para andlise uni e multivariada, respectivamente

(CAMPOS-FILHO & FRANCO, 1990).
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6. RESULTADOS

Os dados relativos a idade, ao sexo ¢ a localizacdo dos tumores, bem como os
relativos a classificacdo histologica sdo mostrados na TABELA 4 e TABELA 5,

respectivamente.

Os tumores malignos primdrios ndo metastatizantes tiveram um periodo de

acompanhamento que variou de zero a noventa meses.

Na amostra de AP (30 casos) todos os casos foram tratados com enucleacdao
cirargica (100%), ndo foi observada recorréncia e todos os casos estavam vivos sem
doenca (VSD) (100%) (TABELAS 4 ¢ 5). O tempo de acompanhamento foi em média de
10 meses.

Nos APBG (19 casos), a recorréncia foi observada em 5,2% dos casos. Metastases
ocorreram em 10,5% dos casos (dois casos): um caso apresentou metéastase regional e a
distancia (5,2%) e outro desenvolveu metdstases a distdncia para pulmido (5,2%). O
tratamento cirurgico exclusivo foi & modalidade terapéutica empregada em cinco casos
(26,3%); para 13 casos (68,4%) foram tratados com cirurgia e radioterapia adjuvante; em
um caso (5,2%) apds bidpsia incisional realizou apenas radioterapia. No periodo de
acompanhamento, 14 pacientes estavam vivos sem doenca (VSD) (73,6%), trés pacientes
foram a obito relacionado ao cancer (ORC) (15,7%), um vivo com doenga primdria
(VCDp) (5,2%), e um vivo com doenca recorrente (VCDr) (5,2%) (TABELAS 4 ¢ 5). O
tempo de acompanhamento foi em média de 41,5 meses.

Em relagdo ao CME (40 casos), metéstases foram detectadas em 7,5% dos casos
(trés casos). Em dois casos as metéstases foram para linfonodo (5,0%); em um acometeu
linfonodo e pulmao (2,5%). Nenhuma recorréncia foi observada. Vinte e um casos (52,5%)

foram tratados exclusivamente por cirurgia, 18 tratados por cirurgia associada a
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radioterapia (45,0%) e um, por ter sido considerado fora de possibilidade de tratamento
realizou apenas radioterapia paliativa apos a biopsia incisional (2,5%). No periodo de
acompanhamento considerado, 36 pacientes estavam VSD (90,0%) e quatro pacientes
foram a ORC (10,0%) (TABELAS 4 ¢ 5). O tempo de acompanhamento foi em média de
48,5 meses.

Dos 50 casos de CAC incluidos no estudo, onze pacientes tinham metéstases
(22,0%), desses cinco apresentaram metastases a distancia (10,0%), dois cervicais (4,00%)
e trés cervicais e a distancia (8,00%). Seis pacientes apresentaram recidivas (12,0%).
Trinta e cinco casos (70,0%) foram tratados por cirurgia e radioterapia, 11 tratados
exclusivamente por cirurgia (22,0%), dois apds bidpsia incisional, apenas radioterapia
(4,0%) e dois realizaram apenas biopsia incisional (4,0%). Quanto aos dados do
acompanhamento dos pacientes, 31 estavam VSD (62,0%), nove pacientes foram a ORC
(18,0%), trés estavam vivos com doenga metastatica (VCDm) (6,0%), cinco VCDr
(10,0%), um VCDp (2,0%) e um o6bito ndo relacionado ao cancer (ORnC) (2,0%)

(TABELAS 4 ¢ 5). O tempo de acompanhamento foi em média de 46,5 meses.
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TABELA 4- Distribuiciio dos tumores epiteliais de glandulas salivares da amostra estudada, provenientes do INCA, diagnosticadas e tratadas
no periodo de 1997 a 2003, de acordo com sua natureza histolégica e principais dados sécio-demograficos e clinico.

B .
s . Cor (%) Dimensio @  Tempo de queixa ¥ Sinais e sintomas Estadiamento
Neoplasias® N° Idade @ M:F
B P N (Cm) (meses) Prevalentes 1 I I0I v
Tumoragdo
AP 30 48,13 £16,2  40,0% 14,3%  46,7% 0,5:1 32+1,7 43,2 +£36,5 ] ) NA NA NA NA
assintomatica

APBG 19 60,50 £ 9.4 58,0% 21,0%  21,0% 09:1 42422 41,5+20,0 Tumoragao e dor 3 5 8 3

CME 40 39,8 £ 18,7 37,5% 40,0%  22,5% 0,5:1 35+1,8 48,5+ 232 Tumoragdo e dor 9 19 6 6
CAC 50 51,4+16,9 48,0% 40,0% 12,0% 0,5:1 37£23 46,3 + 24,1 Tumoragao e dor 8 21 8 13

3 - AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma mucoepidermoéide; CAC — carcinoma adendide cistico;
# N - nimero da amostra; a - valores calculados por média e desvio padréo; f - B - branco; P - pardo; N - negro; NA - ndo se aplica;



TABELA 5- Distribuicéio das neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares de origem epitelial selecionadas para compor a amostra, registradas no

INCA/MS-RJ, no periodo de 1998 a 2003, segundo: tipos histologicos, localiza¢io, procedimento realizado, recorréncia, metastases, e estado atual.
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Neoplasia N Tipos Histolégicos Localizacio Intervencio realizada Recorréncia Metastases Estado atual
Parétida (17)
Submandibular (7)
AP 30 NA Palato (5) 30 EC ) ) 30 VSD
Bochecha (1)
Palato (11) SEC ié\t/\g)Dr
APBGprm 17 NA BP‘;Cr}gficd};a((ls)) 12 EC +RT 1 . 1VCDp
1 ORC
Base da lingua (1) 1 EC+RT 1 MD
APBGpm 2 NA Labio inferior (1) 1 BX+RT 1 MC + MD 2 ORC
Parotida (14)
Palato (11)
Base da lingua (3)
Alto grau (11) Assoalho (2) 21 EC
CMEpnm 37 Moderado (9) Trigono retromolar (2) 15EC+RT ) 3348;{8(]:)
Baixo grau (17) Mucosa bochecha (2) 1 BX+RT
Submandibular (2)
Labio superior (1)
Parotida (1)
Alto grau (2) 2MC 2 VSD
CMEpm 3 Baixo grau (1) _ Assoalho (1) 3EC+RT - 1 MC + MD 1 ORC
Trigono retromolar (1)
Palato (11)
Parétida (8)
. 33 VSD
Tubular (13) Base de l}ngua 5) 27 EC+RT 3 VCDr
CACpnm 39 o Submandibular (4) 9 EC -
Cribriforme (22) 6 2 ORC
1 Bochecha (4) 2BX +RT
Soélido (4) . 10nRC
Sublingual (3) 1 BX IVCD
Labio Superior (2) P
Submandibular (6)
CACom " Tubular (1) Tr‘gog‘gsz‘?f}‘l’ﬁ"ll)ar 2) 8 EC + RT ] 2 MC 5 ORC
P Cribriforme (4) Base do lingua. (1) 2EC 3 MC + MD 3 VCDm
Sélido (6) © g 1 BX 6 MD 3VSD
Pardtida (1)

AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma mucoepiderméide; CAC — carcinoma adenoide cistico, pnm — primario ndo metastatizantes,
pm — primario metastatizante, EC- enucleagdo cirurgica, VSD — vivo sem doenca, ORC — 6bito relacionado ao cancer, VCDr- vivo com doenga recidivada, VCDp- vivo com doenga primaria,

VCDm- vivo com doenga metastases, BX- biopsia incisional, RXT- radioterapia, MD- metéstases a distdncia, MC- metastases cervical, NA - ndo se aplica, VSD — vivo sem doenga; ORC —
obito relacionado ao cancer; VCDr- vivo com doenga recidivada; VCDp- vivo com doenga primaria; VCDm- vivo com doenga metastases.
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6.1. ANALISE QUALITATIVA DO PADRAO DE EXPRESSAO
ANTIGENICA

Fator Endotelial de Crescimento Vascular - VE G F

¢ Glandula Normal
Em geral, os ductos intercalares e interlobulares ndo marcaram ou apresentaram uma
expressao antigénica fraca. Os ductos excretores apresentaram uma marca¢ao mais forte. Em
todos os casos avaliados, os 4&cinos mucosos ndo apresentaram imuno-reatividade ao VEGF.
Nos acinos serosos, observou-se positividade no citoplasma e sobreposta a um segmento da
membrana, sugerindo marcacao de célula mioepitelial. As estruturas vasculares presentes nas
glandulas apresentaram expressao imuno-histoquimica variando de fraca a forte (FIGURA

1A).

e Epitélio de Revestimento Normal e outros Tecidos

A marcagdo do tecido epitelial de superficie ocorreu no citoplasma das células da camada
basal, parabasal e intermediaria, variando de fraca a forte. Alguns segmentos epiteliais nao
mostraram imunomarca¢ao. As camadas mais superficiais foram homogeneamente negativas.
Na lamina prépria papilar e reticular a marcagdo mostrou-se forte nos vasos sanguineos. O
musculo estriado presente em varios cortes apresentou marcagdo citoplasmatica de fraca a
moderada (FIGURA 1B). Os adipdcitos apresentaram marcacdo na membrana citoplasmatica

de fraca a moderada.
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FIGURA 1- Expressio de VEGF em glindula salivar normal. A) Presenca de parénquima salivar
apresentando unidades secretoras e seguimentos de ductos salivares intralobulares. Observar a presenca
de marcacdo intensa nos tubulos e auséncia de marcacdo nas células acinares. Expressdo antigénica
também é observada em pequenos vasos no intersticio glandular; B) Estroma de regido periglandular,
onde se observam feixes musculares esqueléticos com positividade moderada e pequenos vasos
intensamente marcados. (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).
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e AP

Quando observadas, as marcagdes variaram de fraca a moderada, localizadas em
estruturas ductais, tanto em células luminais quanto em células ndo luminais. A maior
intensidade de marcagdo prevaleceu nas células luminais. As areas condrdides e mixodides
ndo apresentaram marcagdo. A marcagdo vascular também variou de fraca a moderada

(FIGURA 2). Todavia, alguns vasos ndo expressaram reatividade.
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FIGURA 2-Expressido de VEGF em AP. Area predominada pela presenca de estruturas
discreta expressio em células ductais luminais (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).
ductais onde prevalece

e APBG

A marcagdo variou de fraca a moderada intensidade, sendo observada no citoplasma
tanto das células luminais quanto das ndo-luminais, prevalecendo maior intensidade nas
primeiras. Nas dreas solidas, cribriformes e cistico-papilares ndo foi possivel observar um
padrdo particular e repetitivo de expressdo. Nestas areas, notou-se uma expressdo em
mosaico (heterogeneidade de intensidade) (FIGURA 3). Nas células margeando areas de

necrose foram observadas marcagdes mais intensas.
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FIGURA 3- Expressio de VEGF em APBG. A) Observam-se pequenos vasos expressos no estroma
tumoral permeando areas sélidas da lesdio. Nesta regido, as células neoplasicas sdo negativas; B)
Presenca de crescimento papilar, mostrando a marcacdo de células cubdides, em intensidade
moderada; C) Area do tumor predominada pela presenca de dreas ductais e solidas justapostas. Aqui,
nota-se intensa expressio antigénica citoplasmaticas em todas as células tumorais. (Streptavidina-
biotina-peroxidase, 400x)

e CME
Neste tumor a marcacdo ocorreu tanto nas areas cisticas quanto nas areas sélidas,
mas foi menos intensa na primeira. A imuno-reatividade, também num padrao em mosaico,
foi mais evidente no citoplasma das células intermediarias, epidermoéides e luminais
(FIGURA 4). C¢lulas superficiais das estruturas cisticas, células colunares, caliciformes e
mucosas foram negativas para essa proteina. Os vasos apresentaram marcacdo de
moderada a forte. Células neoplasicas margeando areas de necrose mostraram maior

intensidade de expressdo antigénica.
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FIGURA 4- Expressdo de VEGF em CME. Em A, nota expressao antigénica predominantemente fraca
associada as células intermediarias e epidermdéides, incluindo aquelas situadas no revestimento do
espaco cistico. Auséncia de marcaciio nas células mucosas; B) Areas cistico-papilares mostrando
células colunares intermediarias com marcacio de moderada intensidade; C) Nédulos com padrio de
crescimento s6lido, com presenca de estruturas ductais. Todas as células, com aspecto de células
intermedidrias e epidermoides com intensa marcacio para VEGF (Streptavidina-biotina-peroxidase,
400X).
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e CAC

Neste tumor, a marcagdo variou de fraca a moderada intensidade, com areas
desprovidas de marcagdo. Localizavam-se preferencialmente no citoplasma das células
luminais e ndo-luminais e também num padrdo em mosaico (FIGURA 5). Nas formagdes
solidas, as marcagdes foram mais fortes. Nas areas ductais das formacoes cribriformes e
tubulares, as expressdes mais intensas foram observadas nas células luminais. Diferentes
intensidades de imunomarcagdo foram observadas nos vasos sanguineos do estroma
tumoral. Células neoplasicas margeando 4reas de necrose mostraram maior intensidade de
expressdo antigénica. Para todos os tumores analisados, ndo foi possivel verificar uma
preferéncia de imunomarcagdo vascular vinculada a topografia dos vasos no estroma

tumoral.

FIGURA 5- Expressio de VEGF em CAC. A) Area da lesio com padrio cribriforme de crescimento. A
marcacio fraca é observada em células ductais luminais e, aparentemente, em células nio luminais; B)
area do tumor com padrdo tubular apresentando marcacio moderada em células luminais das
estruturas ductais. Alguns vasos sido positivos no mesmo padrio de intensidade de marcagdo, com
expressio antigénica também presente em hemacias; C) Area com padrio tubular de crescimento com
marcante expressao em células ductais luminais. (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X)

Fator endotelial de crescimento endotelial derivado de plaquetas - PDEGF

e Glandula normal e tecido epitelial
No geral, o tecido epitelial e 4cinos mucosos e serosos foram negativos; alguns
casos, contudo, marcagao nos acinos foi observada, com a intensidade variando de fraca a
forte; quando negativas, a marcacdo era visivel apenas nos ductos intralobulares e
interlobulares (intensidade forte), apesar de que ductos ndo marcados também foram
observados; em poucos casos era possivel notar marcagdo em tecido epitelial de superficie

ora restringindo-se as camadas mais profundas ora as mais superficiais.
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o AP
No geral, a imunoreatividade foi negativa, mas focos de marcagdo fraca a moderada
foi observada em algumas estruturas ductais. Nestes casos, a marcacdo se restringia a
células luminais. Areas condréides e condromixoides foram sempre negativas. Células
mioepiteliais foram usualmente negativas, mas em alguns casos uma fraca marcacao pode

ser verificada (FIGURA 6).

FIGURA 6- Expressio de PDEGF em AP. A) Areas com predominio de estruturas ductais,
apresentando fraca expressio de PDEGF em células luminais; B) Outra drea com estruturas epiteliais-
mioepiteliais, onde os ductos mostram uma expressio antigénica mais acentuada (Streptavidina-
biotina-peroxidase, 400X).

e APBG
Uma variagdo intratumoral e intertumoral foi observada: em alguns tumores, a
imunoreatividade era difusa, mas, em outros, focal; a marcagdo era predominantemente
citoplasmatica, mas células isoladas apresentavam também uma discreta marcagao nuclear;
naqueles de marcagdo difusa, a mesma era observada nas areas soélidas, tubulares,
glomerulares. Em um caso em particular, a imunoreatividade se restringia as estruturas

tubulares e glandulares, de intensidade moderada a forte, e citoplasmatica (FIGURA 7).
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FIGURA 7- Expressio de PDEGF em APBG. A) Area do tumor predominada por estruturas sélidas e
tubulares em que a expressdo aparece fraca. B) Outra area caracteristicamente tubular em que as
células luminais apresentam expressio antigénica intensa (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).

e CME

Nos tumores cuja marcagdo foi predominantemente de intensidade fraca, uma
variagdo intralesional foi observada, ou seja, areas de marcagdo de intensidade um pouco
mais forte eram notadas nas regides mais solidas do tumor (FIGURA 8); regides
constituidas pelas células mucosas e intermediarias eram negativas.

Nos tumores de marcagdo forte a imunoreatividade era difusa e, no geral,
homogénea; contudo areas de intensidade mais forte foram observadas dentro do mesmo
tumor, principalmente nas areas mais epidermoéides. Células mucosas eram negativas, mas
c¢lulas intermedidrias mostravam marca¢do predominantemente citoplasmatica e de
intensidade moderada a forte em alguns casos. Nas areas microcisticas e ductais, a
marcagdo era variavel, sendo mais intensa quando as células apresentavam diferenciacao
escamosa.

No geral, a marcagdo era predominantemente citoplasmatica, mas marcagao nuclear

também foi notada, principalmente em éareas de intensidade mais forte.
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FIGURA 8- Diferentes dreas do CME expressando PDEGF. A) Area constituida por estrutura cistica e
presenca de células mucosas. Células intermediarias e epiderméides apresentando fraca expressio. B)
Expressao variando de fraca a moderada nas células intermedidrias e epidermdides em area sélida do
CME; C) Padriao de crescimento tumoral semelhante ao visto em B, apresentando marcacdes fortes em
células intermediarias e epidermoides (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).

e CAC
A imunoreatividade, no geral, em praticamente todos os tumores foi fraca; quando
presente ela apresentava um padrao difuso e citoplasmadtico, inclusive em células ductais.
Células revestindo as estruturas microcisticas também foram negativas; nos tumores
solidos, histologicamente mais agressivos, a imunoreatividade era a mesma quando

comparado aos demais tipos histologicos, ou seja, ou era ausente ou fraca (FIGURA 9).

FIGURA 9- Expressao de PDEGF em CAC. A. Marcacio de intensidade fraca (A) e moderada (B),
observada principalmente em células luminais de estruturas cribriformes e tubulares
(Streptavidina-biotina-peroxidase, 400X).
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CD34
¢ Glandula Normal
Foi observada marcagdo nos vasos presentes no estroma de todos os tipos de
glandulas salivares maiores e menores. Nas areas de inflamacdo foi observada maior
densidade vascular reconhecida pela expressdao do CD34.
o AP
Presenga de marcagdo nos vasos que margeiam o tumor em areas bem
celularizadas. Auséncia de marcagdo nas areas condrdides, ¢ menos freqiiente nas areas
mixoides. Eventualmente, as areas proximas a capsula fibrosa apresentavam maior
vascularizagdo (FIGURA 10A).
e APBG
A marcagdo ocorreu nos vasos que margeavam o tumor e também nos vasos
localizados no estroma que separa as ilhas tumorais. Eventualmente, foi observada maior
densidade de expressdo (vascularizacdo) em areas de invasdo tumoral (FIGURA 10B).
e CME
Foi observada marcag¢dao nos vasos que margeam o tumor ¢ no tecido conjuntivo
que da sustentacdo as ilhotas, sendo observada maior densidade de marcacao
(vascularizag¢do) nas areas mais celularizadas que nas areas cisticas (FIGURA 10C). Nas
areas proximas as ilhotas de células mucosas, foram observadas menor quantidade de
vasos. A densidade tumoral proxima a necrose e inflamagdo nao foi aparentemente
semelhante aquelas observadas proximas ao tumor.
e CAC
Os vasos apresentaram marcacao nas areas do estroma que envolve a lesdo e
margeando as ilhotas tumorais (FIGURA 10D). Eventualmente foi observada maior

vascularizagdo nas areas de invasdo de tecido adiposo, epitélio de revestimento (em
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neoplasias de glandulas menores) e masculo. Em algumas areas de inflamagao foi

observada maior densidade de vasos.

Em todas as lesdes malignas, muitos l6bulos aparentemente solidos dispunham-se
em torno de vasos, dando a impressao que o crescimento tumoral apresenta uma tendéncia

de crescimento angiocéntrico.
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FIGURA 10- Expressao de CD34 nos tumores de glindulas salivares. A) Presenca de vasos
marcados em areas hialinizadas de uma area celular mioepitelial do AP (seta); B) Vasos marcados
em estroma permeando areas sélidas do APBG (seta); C) Marcacao vascular em delicados septos
CME (seta) e D) CAC com nodulos solidos e estruturas tubulares mostrando estroma permeado
por discretos vasos positivos (seta) (Streptavidina-biotina-peroxidase, 400).
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CD105
¢ Glandula Normal
Auséncia de marcacao dos vasos presentes no estroma, independente do tipo

glandular analisado.

e AP
Foi observada marcagdo vascular de intensidade fraca em apenas trés casos. Esses
vasos estavam margeando as ilhotas tumorais, na periferia da lesdo em areas de estroma
hialino (FIGURA 11A).
e APBG
A intensidade de marcacdo e a densidade vascular foram aparentemente reduzidas
comparativamente aquela observada para CD34. Estes vasos estavam localizados
preferencialmente no estroma marginal as ilhotas tumorais (FIGURA 11B).
Eventualmente, observou-se maior densidade de marcacdo (vascularizacdo) na periferia
dos fragmentos ensaiados.
e CME
As marcacdes observadas variaram em intensidade, de fraca a forte. Pode-se
perceber uma aparente densidade vascular que superava aquela observada nos outros
tumores analisados (FIGURA 11C). As expressdes observadas mostraram localiza¢des
margeando as ilhotas tumorais de areas mais celularizadas.
e CAC
Foram observadas marcag@o dos vasos em apenas cinco casos: dois correspondendo
a lesOes metastaticas, e trés primarios metastatizantes. A quantidade de vasos marcados foi
aparentemente menor que para CD34, e esses estavam localizados tanto no centro quanto

na periferia dos cortes (FIGURA 11D).
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Foi marcante a diferen¢a em intensidade de marcacao observada entre os tumores.
Enquanto no CME predominou marcacao mais forte, nas outras lesdes observaram-se

marcagoes variando de fracas a moderadas.

Na Figura 7 estdo ilustrados os aspectos mais significativos da expressdo antigénica

do CD105 nos diferentes tumores estudados.

FIGURA 11- Expressao de CD105 nos tumores de glandulas salivares. A) Regido de AP com estroma
parcialmente hialinizado, apresentando pequenos vasos com uma intensidade fraca de marcacio
(setas). Alguns destes vasos ndo mostram positividade de expressio; B) Regido periférica ao
crescimento do APBG mostrando pequenos vasos positivos para CD105 (setas); C) Pequenos vasos
com marcac¢io de moderada intensidade em estroma intra-tumoral (setas); D) Regido estroma do CAC
mostrando vasos com moderada intensidade de expressio antigénica (Streptavidina-biotina-
peroxidase, 400X).
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5.2. AVALIACAO QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE CD34 E CD105
NAS NEOPLASIAS BENIGNAS E MALIGNAS DE GLANDULAS
SALIVARES:

Nas Tabelas 6 e 7 podemos observar a distribuicdo dos diferentes grupos de
tumores avaliados e suas respectivas médias percentuais de marcagdo para CD34 e CD105,
respectivamente.

A densidade microvascular (DMV) obtida pela imunomarca¢ao de CD34 foi maior
no grupo de tumores malignos (Pmalig) sendo 14,4 vasos que no grupo de tumores
benignos (AP), 9,9 vasos. Além disso, a DMV do grupo de tumores ndo metastatizantes
(PNM) foi de 12,7 vasos, sendo menor que no grupo de tumores metastatizantes (PM), que
foi de 14,2 vasos. Para cada subtipo histologico, notou-se maior DMV nos casos primarios
ndo-metastatizantes (pnm) que nos primarios metastatizantes (pm), sendo que as maiores

DMYV foram observadas no CMEpnm (17,0 vasos) e no CMEpm (14,2 vasos).

TABELA 6- Distribuicio dos casos de neoplasias de glandulas salivares ensaiados para
identificacio de CD34 segundo a média e a variacdo percentual de células marcadas.

Neoplasia' N? CD34
Média % (variacio)

AP 30 9,9 (2,1-39,2)
Pmalig 109 14,4 (3,9 - 35,9)
PNM 93 12,7 (5,2-33,4)
PM 16 14,2 (3,9 - 35,9)
APBGpnm 17 11,3 (6,0 - 20,5)
APBGpm 2 9,3 (7,30-11,30)
CMEpnm 37 17,0 (5,3 - 35,8)
CMEpm 3 14,2 (10,4-16,9)
CACpnm 39 12,9 (3,9 - 33,9)
CACpm 11 13,3 (5,2-33,4)

1 - AP - adenoma pleomérfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepidermoide; CAC — carcinoma adendide cistico, pnm — primario ndo metastatizantes, pm —
primario metastatizante, Pmalig — primarios malignos.

2 - namero
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Nas marcacdes obtidas pelo CD105, foi verificada menos DMV que no CD34.
Novamente, foi observada maior DMV no grupo Pmalig (2,2 vasos) que no AP (0,1 vaso).
Além disso, a DMV do grupo de PNM (2,2 vasos) foi maior que do grupo de PM (1,6
vasos). Para cada subtipo histoldgico, as maiores DMV foram observadas no CMEpm (5,0
vasos) € no CMEpnm (4,8 vasos). No APBGpm e CACpnm nao foram observados vasos

com expressao de CD105.

TABELA 7- Distribuicio dos casos de neoplasias de glindulas salivares ensaiados para identificacio de
CD105 segundo a média e a variacio percentual de células marcadas.

Neoplasia' N? CD105
Média% (variacio)
AP 30 0,1 (0-3,6)
Pmalig 109 2,2 (0-26,2)
PNM 93 2,2 (0-26,2)
PM 16 1,6 (0-38,6)
APBGpnm 17 1,6 (0 —6,6)
APBGpm 2 0(0)
CMEpnm 37 4,8 (0—26,2)
CMEpm 3 5,0 (4,8-8,6)
CACpnm 39 0(0)
CACpm 11 0,6 (0-3.4)

1 - AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepidermoide; CAC — carcinoma adendide cistico, pnm — primario ndo metastatizantes, pm — primario
metastatizante, Pmalig — primarios malignos.

2 — numero.

5.3. AVALIACAO SEMI-QUANTITATIVA DA EXPRESSAO DE VEGF E
PDEGF NAS NEOPLASIAS BENIGNAS E MALIGNAS DE GLANDULAS
SALIVARES:

Nas Tabelas 8 e 9, os tumores de glandulas salivares estdo distribuidos segundo os
padrdes semi-quantitativos de marcacdo para VEGF e PDEGF, respectivamente.

A marcacdo de VEGF no grupo de lesdes benignas (AP) foi mais FRACA (70,0%)

que MODERADA (30,0%), ndo sendo observado nenhum caso FORTE. No grupo de
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tumores malignos (Pmalig) a maioria dos casos tiveram marcacdo MODERADA (38,5%) e
FORTE (40,4%). No grupo de tumores PNM a maioria dos tumores foi FORTE (43,0%) e
MODERADO (35,5%), ja no grupo de tumores PM a maioria foi MODERADO (56,2%) e
FORTE (25,0%). Para cada subtipo histoldgico, o APBGpnm teve a maior quantidade de
MODERADO (53,0%) e o APBGpm 50,0% foram MODERADO ¢ 50,0% FORTE. Nos
CMEpnm e CMEpm a maioria foi MODERADO (40,5% e 66,7%, respectivamente). Para
o CACpnm foi observada a maior expressdo de FORTE (56,4%) e no CACpm uma maioria

de MODERADA (54,4%).

TABELA 8 - Distribuicio dos casos de neoplasias de glindulas salivares, benignas e malignas
(primarios nio metastatizantes e primarios metastatizantes), ensaiadas segundo a presenca de
reatividade para VEGF.

VEGF
Neoplasias' N FRACA MODERADA FORTE
(N/%) (N/%) (N/%)

AP 30 21(70,0) 9.(30,0) 0(0)
Pmalig 109 23 21,1) 42 (38.,5) 44 (40.4)
PNM 93 20 (21,5) 33 (35,9) 40 (43,0)
PM 16 3(18,8) 9.(56,2) 4(25,0)
APBGpnm 17 3(17,6) 9 (53,0) 5 (29.4)
APBGpm 2 0 (0) 1 (50,0) 1 (50,0)
CMEpnm 37 9.(24,3) 15 (40,5) 13 (35.2)
CMEpm 3 0(0,0) 2 (66,7) 1(33.3)
CACpnm 39 8 (20,5) 9.(23,0) 22 (56.4)
CACpm 1 3(27.3) 6 (54,5) 2(18,2)

1 - AP — adenoma pleomoérfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepidermoéide; CAC — carcinoma adendide cistico, pnm — primario ndo metastatizantes, pm — primario
metastatizante, Pmalig — primarios malignos, n- nlimero e %-porcentagem.

2 — nimero

A expressao de PDEGF no grupo de lesdes benignas (AP) foi sempre FRACA
(100,0%). No grupo Pmalig a maioria dos casos tiveram marcacdo FRACA (74,3%). No
grupo de tumores PNM a maioria dos tumores também foi FRACA (72,0%), sendo
observados maior numero de FORTE (16,2%) que no grupo de tumores PM

(FORTE,12,5%), nesses a maioria foi FRACA (87,5%). Para cada subtipo histoldgico, o
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APBGpnm teve a maior quantidade de FRACA (82,3%) e o APBGpm todos foram
FRACA (100,0%). Nos CMEpnm a maioria foi FRACA (46,0%) e MODERADA (16,2%),
ja no CMEpm a maioria foi FORTE (66,7%). Para o CACpnm foi observada a maior
expressdo de FRACA (92,3%) e no CACpm todos os casos foram FRACA (100,0%).
TABELA 9 - Distribui¢fo dos casos de neoplasias de glindulas salivares, benignas e malignas

(primarios ndo metastatizantes, primarios metastatizantes), ensaiadas segundo a presenca de
reatividade para PDEGF.

PDEGF
Neoplasias’ N?
FRACA MODERADA FORTE
(N/%) (N/%) (N/%)
AP 30 30 (100,0) 0(0) 0(0)
Pmalig 109 81 (74,3) 11 (10,0) 17 (15,7)
PNM 93 67 (72,0) 11(11,8) 15 (16,2)
PM 16 14 (87,5) 0(0) 2 (12,5)
APBGpnm 17 14 (82,3) 3(17,7) 0(0)
APBGpm 2 2 (100,0) 0(0) 0(0)
CMEpnm 37 17 (46,0) 6(16,2) 4 (10,8)
CMEpm 3 1(33,3) 0(0) 2 (66,7)
CACpnm 39 36 (92,3) 2(5,2) 1(2,5)
CACpm 11 11 (100,0) 0 0

1 - AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepidermoide; CAC — carcinoma adendide cistico, pnm — primario ndo metastatizantes, pm — primario
metastatizante, Pmalig — primarios malignos, n- nimero e %-porcentagem.

2 — nimero

5.4. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS
CD34

Observou-se que o indice médio de marcagdao de CD34 foi maior no grupo Pmalig
que em AP, conforme mostrado na FIGURA 12, e que essa diferenga se mostrou
estatisticamente significativa (p = 0,003). Por outro lado, a DMV foi significativamente
maior nos CME do que em APBG ou em CAC (p < 0,0001), mas ndo entre esses dois
ultimos grupos de lesdes primarias, como apresentado na FIGURA 13.

Por meio da quantificagdo de CD34 pode-se também observar que a DMV das

lesdes malignas PNM foi um pouco superior que a das neoplasias malignas PM; entretanto,
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essa diferenca ndo foi significativa. Ainda, quando analisadas por subtipos histologicos
isoladamente (CME, APBG ¢ CAC), ndo se verificou diferenga na expressao de CD34

entre os grupos de comportamento metastaticos diferentes (pnm ou pm).
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FIGURA 12 - Comparacio da expressio de CD34 entre o grupo de tumores benignos (AP) e os
tumores Pmalig (APBG, CME e CAC).

1-  Teste ¢ de Student, p = 0,003

2-  AP- Adenoma Pleomérfico, Pmalig- grupo de tumores primarios malignos
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FIGURA 13- Comparacao da expressio de CD34 entre os tipos histologicos das neoplasias malignas
primarias entre si (APBG, CME e CAC).
1-  #*Teste ANOVA, com pos-teste de Tuckey, p < 0,0001
2- APBG- Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade, CME- Carcinoma
Mucoepidermoéide, CAC- Carcinoma Adenoéide Cistico.

CD105

O indice médio de marcagdo para CD105 foi maior no grupo Pmalig que em AP,
conforme mostrado na FIGURA 14, e que essa diferenca se mostrou estatisticamente
significativa (p = 0,003). Por outro lado, a DMV foi significativamente maior nos CME do
que em APBG ou em CAC (p < 0,0001), mas nao entre esses dois tltimos grupos de lesdes
primarias, como apresentado na FIGURA 15.

Segundo a identificagdo da expressdo de CD105, a DMV das lesdoes PNM foi um
pouco maior que a das neoplasias PM; entretanto, essa diferenca ndo foi significativa,
estatisticamente. Ainda, quando analisadas isoladamente, ndo se verificou diferenga na
expressdo de CD105 entre os grupos de comportamento metastatico diferente (PNM ou

PM) para cada tipo histologico das lesdes malignas (APBG, CME, CAC).
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FIGURA 14- Comparacio da expressio de CD10S entre o grupo de tumor benigno (AP) e os tumores
Pmalig (APBG, CME e CAC).

1-

* Teste U de Mann-Whitney, p = 0,003

2-  AP- Adenoma Pleomérfico, Pmalig-grupo de neoplasicas primarias malignas

dio de vasos)

DMV
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FIGURA 15- Comparacio da expressdo de CD10S entre os tipos histolégicos das neoplasias malignas

primarias entre si (APBG, CME e CAC).

1-
2-

*Teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn, p < 0,0001

APBG- Adenocarcinoma Polimorfo

de

Baixo Grau de

Mucoepidermoide, CAC- Carcinoma Adenoide Cistico.

Malignidade,

CME- Carcinoma
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VEGF

A andlise estatistica para verificagdo de associacdo entre a expressao de VEGF e
metastases foi realizada com base na estratificagdo das amostras em duas categorias: um
grupo com as freqiiéncias de marcacdo FRACA (soma final dos escores intensidade e
freqliéncia igual a 1 ou 2), e outro com freqiiéncias correspondentes a marcagdo FORTE
(escore final entre 3 e 6) entre os diversos grupos de interesse.

Assim, observou-se significativa associacdo de FORTE marcag¢do com o grupo dos
tumores Pmalig (Teste do Qui-quadrado, p < 0,0001) (TABELA 10). Por outro lado, nao
se identificou nenhuma associagdo significativa entre o subtipo histologico das lesdes
malignas primarias com a marca¢do do VEGF.

Da mesma forma, ndo foi identificada nenhuma associacdo significativa entre a
presenca de metastases e a marcacdo de VEGF para as lesdes malignas metastatizantes,
quer seja como grupo (PM) ou como quando analisadas isoladamente (pm) a partir dos

subtipos histologicos (APBG, CAC ¢ CME).

TABELA 10 — Associacio da expressio de VEGF nos AP e no grupo de neoplasias Pmalig'.

FRACA FORTE
Neoplasias
(n/%) (n/%)
AP 21 (70,0) 9 (30,0)
Pmalig 23 (21,1) 86 (78,9)

1. Pmalig- Neoplasias malignas primarias, AP- Adenoma Pleomorfico, n- niimero e %-porcentagem.
2. Teste de Qui-quadrado (p < 0,0001)

PDEGF

Houve diferenga significativa entre os grupos de AP e Pmalig, com uma associagao
significativa de marcagdo FORTE com as neoplasias primarias malignas (Teste exato de

Fisher, p = 0,0006) (TABELA 11). Por outro lado, a ocorréncia de marcagao de FORTE
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intensidade foi significativamente maior nos CME do que em APBG ou em CAC (p <
0,01), ndo havendo diferenga significativa para essas duas ultimas lesdoes (TABELA 12).
Da mesma forma, ndo foi identificada nenhuma associacdo significativa entre a
ocorréncia (PM) ou ndo (PNM) de metastase e a freqiiéncia de marcagdo do PDEGEF.
Ainda, quando analisadas isoladamente, ndo se verificou associagdo na freqiiéncia de
marcagdo FRACA ou FORTE de PDEGF entre os grupos de comportamento metastatico

diferente (pnm e pm) para cada tipo histoldgico das lesdes malignas (APBG, CME, CAC).

TABELA 11 — Associacdo da expressio de PDEGF nos AP e no grupo de neoplasias Pmalig'.

. FRACA FORTE
Neoplasias (/%) (/%)
AP 30 (100,0) 0(0)

2

Pmalig 81 (74,3) 28 (25,7)

1. Pmalig- Neoplasias malignas primarias, AP- Adenoma Pleomorfico, n- niimero e %-porcentagem.
2. Teste exato de Fisher, p=0,0006

TABELA 12 — Associacio da expressio de PDEGF entre APBG, CME e CAC'.

Neoplasias FRACA FORTE
(n/%) (n/%)

APBG 16 (84,2) 3(15,8)

CME 18 (45,0) 22 (55,0)
CAC 47 (94,0) 3(6,0)

1. APBG- Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade, CME- Carcinoma Mucoepidermoide,
CAC- Carcinoma Adendide Cistico, n- nimero e %-porcentagem.
2- Teste Exato de Fisher (p <0,01)

Na analise de sobrevida, a mediana de marcagao para CD34 ¢ CD105 dos AP foi
estabelecida como cut-off, sendo negativo abaixo desse valor e positivo acima. A mediana
de marcagao do AP para CD 34 foi de §,25; e para CD105, 0,1. A distribui¢ao dos casos
positivos e negativos para imunomarcac¢ao de CD34 e CD105, utilizando o cut-off esta na
TABELA 13. Os dados correlacionados com a sobrevida estdo nas TABELAS 14a 16 ¢

nas FIGURAS 16 a 21.
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1 TABELA 13 - Distribuicio dos casos de neoplasias de glindulas salivares, benignas e malignas
2 (primarios nio metastatizantes, primarios metastatizantes e lesio metastatica), ensaiadas segundo a
3 presenca de reatividade para CD34 e CD105. (cut-off foi a mediana de marcagio no AP, md= 8,25 para
4  CD34 e md=0,1 para CD105).
. CD34 CD105
Neobl 1 2
coprasias () Positivo (n/%) Positivo (n/%)
AP 30 15 (50,0) 2 (6,6)
Pmalig 109 91 (83,5) 42 (38,5)
PNM 93 79 (85,0) 36 (38,7)
PM 16 12 (75,0) 6 (37.5)
APBGpnm 17 14 (82,3) 8 (47,0)
APBGpm 2 1 (50,0) 0(0)
CMEpnm 37 32 (86.5) 28 (75,7)
CMEpm 3 3(100,0) 3 (100,0)
CACpnm 39 31 (79.5) 0(0)
CACpm 11 8 (72,8) 3(27,2)
5 1 - AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
6  mucoepidermébide; CAC — carcinoma adenoide cistico, prm — primario ndo metastatizantes, pm — primario
7  metastatizante.
8 2 -numero
9
10

11 TABELA 14 — Avaliacao do impacto prognoéstico de caracteristicas clinico-patologicas de neoplasias
12 _malignas de glindulas salivares.

VARIAVEL CATEGORIAS RDE* P
1+2 0,000
TNM
3 0,004
(estadiamento clinico) 4 0.010 0,000+
até 2cm 0,000
TAMANHO > 2cm, até 4cm 0,000 0,000+
>4cm 0,010
APBG 0,003
DIAGNOSTICO CME 0,001 0,40
CAC 0,003
PNM 0,001
COMPORTAMENTO PM 0.011 0,000
NAO 0.002
RECIDIVA SIM 0.005 0,41
i Glandulas maiores 0,003
SITIO Glandulas menores 0,002 0,89
TUBULAR 0,001
CAC GRAU CRIBRIFORME 0,003 0.01%
HISTOLOGICO , ’
SOLIDO 0,009
BAIXO 0,001
CME GRAU INTERMEDIARIO 0,000 0.63
HISTOLOGICO ’
ALTO 0,002
13 1. * Teste de Breslow ou Log-Rank p<0,05.

14 2. md- mediana, PM- primarios metastatizantes, PNM- primarios ndo metastatizantes.
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TABELA 15 — Avaliacao do impacto prognéstico de marcadores angiogénicos neoplasias malignas de

glandulas salivares.

VEGF

PDEGF

PDEGF-N

CD105

CD34

1 0,002
243 0,002

1 0,002

243 0,002

0 (< 10%) 0,002

1 (> 10%) 0,001
<ou=AP (0.1) 0,003
> AP 0,002
<ou=AP (8,3) 0,006
> AP 0,001

0,85

0,79

0,54

0,48

0,02

1- * Teste de Breslow ou Log-Rank p<0,05.
2- md- mediana, PM- primarios metastatizantes, PNM- primarios ndo metastatizantes.

TABELA 16 — Avaliaciao do impacto prognéstico de marcadores angiogénicos nos subtipos histologicos

das neoplasias malignas de glindulas salivares.

APBG CD34

APBG CD105

APBG PDEGF

APBG VEGF

CME CD34

CME CD105

CME PDEGF

CME VEGF

CAC CD34

CAC CD105

CAC PDEGF

CAC VEGF

<ou=md AP (8,3) 0,006
>md AP 0,003
<OU= md AP (0.1) 0,005
>md AP 0,003

1 0,002

243 0,008

1 0,000

243 0,004
<ou=md AP (8,3) 0,005
>md AP 0,001
<ou=md AP (0.1) 0,002
>md AP 0,001

1 0,002

243 0,000

1 0,002

243 0,001
<ou=md AP (8,3) 0,007
>md AP 0,002
<ou=md AP (0.1) 0,003
>md AP 0,009

1 0,003

243 0,007

1 0,004

243 0,003

0,52

0,53

0,29

0,31

0,14

0,65

0,44

0,71

0,05

0,32

0,40

0,73

1- = Teste de Breslow ou Log-Rank p<0,05.

2-  APBG- Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau, CME- Carcinoma Mucoepidermoide, CAC-

Carcinoma Adendide Cistico.
3- md- mediana, PM- primarios metastatizantes, PNM- primarios ndo metastatizantes.
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FIGURA 16 - Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo estadiamento
clinico pelo sistema TNM (p < 0,0001).
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FIGURA 17 - Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo o tamanho da
lesdio (p < 0,0001).
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FIGURA 18- Curva Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo a presenca
(PM) ou auséncia (PNM) de metastases (p < 0,0001).
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FIGURA 19- Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo a imunomarcacio
de CD34 (p =0,02).
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FIGURA 20- Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes estudados, segundo o grau histologico
(tubular, cribriforme e sélido) (p =0,01).
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FIGURA 21- Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) dos pacientes com CAC, segundo a imunomarcacio
de CD34 (p =0,05).
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Tendo em vista que os parametros “estadiamento clinico”, tamanho, ocorréncia de
metastases e imunomarcagdo do antigeno CD34 foram capazes de diferenciar os casos na
analise univariada, os mesmos foram entdo avaliados quanto a sua utilidade em um modelo
multivariado. Apds a realizacdo da rotina estatistica de razdo proporcional (modelo de
Cox), utilizando-se do programa CoxSurv, obteve-se um modelo em que as varidveis
tamanho e ocorréncia de metastases mostraram valor independente na previsdo da
sobrevida (p < 0,001), enquanto que o estadiamento clinico ¢ a expressdo de CD34 nao se
mostraram uteis.

Os resultados obtidos na analise de correlagao utilizando o teste de Correlagdo de
Rank de Spearman, entre a expressdo de CD34, CD105, VEGF e PDEGF, estdo expressos
na TABELA 15. Foi encontrada uma correlacdo positiva da expressao de VEGF e CD34
apenas para o CACpm. Uma correlagdo positiva também foi verificada entre PDEGF e
CD34 no grupo de PNM; e entre PDEGF ¢ CD105 nos grupos PNM ¢ PM, e para o
CMEpnm e CMEpm Além disso, uma correlacdo positiva também foi observada entre

CD34 e CD105 para o CMEpnm.
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TABELA 17- Correlagao entre a expressio de CD34, CD105, VEGF e PDEGF nos diferentes grupos

de neoplasias.

VEGF VEGF VEGF PDEGF PDEGF CD34
Neoplasias X X X X X X
PDEGF CD34 CD105 CD34 CD105 CD105
p =024 p=0,15 »=0,10
AP NA rs =022 rs =0.26 NA NA rs =0.30
Pmalig p =0,59 p =031 p =044 p =061 p =0,29 p =0,07
rs =0,05 rs =0,09 rs =-0,07 rs =-0,04 rs =0,10 rs =0,17
PN » =0,56 p =027 » =036 p=004%  p=0,002%  p=0,06
rs =-0,05 rs =0,11 rs =-0,09 rs =0,20 rs =0,30 rs =0,19
PM p =0,34 p =0,06 p =0,46 p =0,76 p =0,01= p =0,82
rs =0,25 rs =0,47 rs =-0,19 rs =0,08 rs =0,61 rs =0,05
p =0,59 p =0,28 p =0,63 p =0,54 p =0,35 p =0,38
APBGpnm rs =0,13 rs =0,27 rs=0,12  rs=-0,15 rs =0,23 rs =0,22
APBGpm NA NA NA NA NA NA
p =098 p =023 p =0,17 p =093 p =0,03= p =0,007=*
CMEpnm rs =0,00 rs =020 ;=022 rs=0,01  rs=033  rs=043
p =0,66 p =033 p =033 p=033  p=0000+ p=0,66
CMEpm rs =0.50 rs =-0.86 rs=-086  rs=086  rs=0,000  rs=050
p =0,50 p =0,84 p =0,40 p =0,75 p =0,77 p =0,82
CACpnm rs =0,08 rs =0,03 rs =0,13 rs =-0.05  rs=-0,04  rs=-0,03
p 20903* P 20906 P 20,31
CACpm NA rs =0,64 rs =-0,58 NA NA rs =033

1- * teste de Correlagdo de Rank de Spearman, p< 0,05
2- AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepidermoide; CAC — carcinoma adendide cistico, Pmalig- grupo de tumores malignos; PM- grupo
de tumores primario metastatizante; PNM- grupo de tumores primario ndo metastatizantes; pnm —

primario ndo metastatizantes, pm — primario metastatizante.
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7- DISCUSSAO

No presente trabalho, procurou-se avaliar a expressao de VEGF ¢ PDEGF e dos
marcadores endoteliais vasculares CD34 e CD105 em neoplasias malignas epiteliais de
glandulas salivares, considerando sua aplicabilidade na predi¢ao do potencial metastatico
das lesdes malignas glandulares. A partir dos nossos resultados, foi possivel observar uma
associacdo entre a natureza do tumor e a maior expressao dos fatores angiogénicos
estudados, ocorrendo maior expressao nas lesdes malignas, comparativamente as benignas.
Todavia, ndo conseguimos observar uma associagao entre o aumento dos fatores de
angiogénicos e a agressividade dos tumores malignos, representada pelo seu maior
potencial metastatico, desde que nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre a
expressao destes fatores entre os grupos PM e PNM. Por outro lado, foi possivel evidenciar
que na analise univariada, a angiogénese, dada pela expressao de CD34 (mas nao de
CD105, VEGF e PDEGF), mostrou-se associado com pior prognoéstico. Este fato ndo se
repetiu em uma analise multivariada. Desta forma, nossos achados ndo evidenciaram
associacao entre angiogénese tumoral e metastases ou prognostico das lesoes.

Cabe, entdo, fazer a apreciacdo de alguns tdpicos relacionados ao desenho e
aspectos metodologicos do estudo que, a nosso ver, poderdo auxiliar na visibilidade e na
interpretacao dos resultados.

Para este trabalho, foi selecionada uma amostra constituida por tumores benignos e
malignos. No primeiro grupo, escolheu-se o Adenoma Pleomorfico (AP), que ¢ a lesdo
benigna de glandula salivar mais comum (BARNES et al., 2005). No segundo grupo,
foram selecionados trés tipos de lesdes malignas em que a metdstase aparece como um
evento provavel. Deste fizeram parte o Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de

Malignidade (APBG), o Carcinoma Mucoepiderméide (CME) e o Carcinoma Adendide
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Cistico (CAC) (EVANS & LUNA, 2000; BRADLEY, 2001; BARNES et al., 2005;
POGODZINSKY et al., 2006). A partir dai, foram obtidas amostras de tumores primarios
nao metastatizantes (pnm) e primarios metastatizantes (pm).

Com este desenho, procuramos atender a possibilidade de avaliar tumores para os
quais o evento de metastases ¢ conceitualmente ausente, ou pelo menos improvavel, os
quais foram representados pelo AP. Por outro lado, para compor o grupo de lesdes
malignas, em que as metdstases surgem como eventos possiveis e provaveis, escolhemos o
APBG, onde o evento tem sido descrito com menor freqiiéncia. E, para aquelas lesdes onde
as metastases sdo mais freqiientes, selecionamos o CAC e o CME, especialmente porque se
constituem nas neoplasias malignas mais comuns desta localizagdo. Aqui, vale ressaltar
que ha lesdes mais agressivas em glandulas salivares tais como o carcinoma do ducto
salivar, carcinossarcoma, carcinoma ex-adenoma pleomorfico e adenocarcinoma NOS, por
exemplo. Nao obstante, ndo foi possivel recuperar um nimero suficiente de tumores
representativo para o trabalho. Especialmente ao que tange a nao inclusdo dos
adenocarcinomas NOS no estudo, entendemos que se trata de um grupo heterogéneo e mal
definido do ponto de vista morfoldgico que também ndo apresenta ainda um padrio de
comportamento conhecido.

As neoplasias de glandulas salivares correspondem a aproximadamente 3% das
neoplasias que acometem a regido de cabeca e pescogo (ELLIS et al., 1991; BARNES et
al., 2005). Por serem tumores incomuns, foram observadas dificuldades na selecdo e
aproveitamento de casos para a composicdo de uma amostra numericamente
representativa. Além disto, consideramos necessario, especialmente para os casos de
neoplasias malignas, ndo considerar para o estudo tumores recidivantes e que tenham

recebido terapia prévia, incluindo radio e/ou quimioterapia. Assim, todos os tumores foram
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primarios, o que favoreceu uma reducao significativa dos casos disponiveis para estudo, o
que pode ser revisto no ANEXO 1.

Para os Adenomas Pleomorficos (AP), observou-se uma idade média de 48 anos,
com predilegdo pelo sexo feminino (EVESON & CAWSON, 1985; ITO et al., 2005;
KALLUF, 2006). A parétida foi o sitio de acometimento mais freqiiente, assim como
observados por outros autores (AUCLAIR & ELLIS, 1991; LOYOLA et al., 1995;
BARNES et al.,, 2005). Todos os casos foram tratados com enucleacdo cirurgica
(MERCANTE et al., 2002; ITO et al.; 2005). Nenhum caso de recorréncia foi identificado,
e todos os pacientes estavam vivos sem doenca dentro do periodo de seguimento
registrado. O tempo de acompanhamento foi em média de 10 meses, com um tempo
maximo de 62 meses. O periodo de acompanhamento para o AP, apesar de curto, esta
dentro daquele considerado no protocolo de condutas do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) que orienta um seguimento de 12 meses para os pacientes com neoplasias
benignas. Apoés este periodo, estando os pacientes bem, recebem alta.

Em relagdo ao APBG, a idade média foi de 60,5 anos, prevalecendo o sexo
feminino (VINCENT et al, 1994; KALLUF, 2006). A maioria dos casos nao
metastatizantes ocorreram no palato, conforme descrito na literatura (EVANS &
BATSAKIS, 1984; KELCH et al., 1997; BARNES et al., 2005), os dois casos primarios
metastatizantes ocorreram no labio inferior e base de lingua. Dezoito casos foram tratados
por excisdo cirurgica, ¢ nesses, 13 receberam radioterapia posterior. Em um caso foi
realizada apenas bidpsia incisional seguida por radioterapia paliativa devido a extensdo do
tumor no momento do diagnéstico. A taxa de recorréncia foi de 5%, ¢ um caso
desenvolveu metastases regionais e a distancia (5,0%) e outro apenas metastases a
distancia (5,0%). Estas freqiiéncias de recidiva e metastases encontram-se dentro daquelas

encontradas na literatura, cujos valores situam-se entre 0,1% e 57,5% (EVANS & LUNA,
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2000; POGODZINSKY et al., 2006). Esses casos metastaticos evoluiram para Obito
relacionado ao cancer.

Para o grupo dos CME, observou-se uma idade média de 39,8 anos, mais comum
no sexo feminino (BARNES et al., 2005). A parétida foi o sitio de acometimento mais
freqliente, assim como observados por outros autores (AUCLAIR & ELLIS, 1991;
LOYOLA et al.,, 1995; BRANDWEIN et al., 2001). O tratamento de escolha foi a
ressec¢do cirirgica ampla, e para alguns casos, seguida do esvaziamento cervical e
radioterapia pds-operatoria (ELLIS & AUCLAIR, 1996; BRANDWEIN et al., 2001). Os
resultados mostraram que, a semelhanca dos achados da literatura (NASCIMENTO et al.,
1986a; BRANDWEIN et al., 2001; GUZZO et al., 2002; BARNES et al., 2005), a maioria
dos tumores primarios nao metastatizantes foi classificada como de baixo grau de
malignidade. Em contrapartida, a maioria dos CMEpm foram classificados como de alto
grau de malignidade. Nao foi observada recidiva local. A ocorréncia de metastases foi
observada em dois casos para linfonodo (5,0%); ¢ em um acometeu linfonodo e pulmao
(2,5%) (NASCIMENTO et al., 1986a; BRADWEIN et al., 2001 e PIRES et al., 2002).

A predilecdo para o sexo também foi encontrada para o grupo dos CAC. A média
de idade dos pacientes foi de 51,4 anos, dados esses semelhantes aos descritos por Spiro &
Huvos (1992) e Ellis & Auclair (1996). Os locais mais acometidos foram glandulas
submandibulares e palato (NASCIMENTO et al., 1986b; SPIRO & HUVOS, 1992; ELLIS
& AUCLAIR, 1996). O tratamento de escolha foi ressec¢do local ampla e, em alguns
casos, seguida de esvaziamento cervical e radioterapia pos-operatdria. A recidiva local foi
observada em 41,7% dos CACpm e em 14,3% dos CAC primarios ndo metastatizantes;
dados semelhantes aos observados por Witten et al. (1990) e Spiro & Huvos (1992). A
ocorréncia de metastases regionais, a distancia e ambas foi de 4,0%, 6,0% e 12,0% dos

casos, respectivamente (SPIRO & HUVOS,1992; HAUNG et al., 1997).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

85

Desta forma, foi possivel observar que a amostra resultante apresentou
caracteristicas socio-demograficas e clinico-patoldgicas semelhantes aquelas ja descritas na
literatura.

Viarios fatores prognésticos tumorais ja tém sido identificados para as neoplasias
malignas, independentemente de sua histogénese, a saber: subtipo histologico, tamanho e
extensdo topografica do tumor, e status do linfonodo no tempo do diagndstico e a presenga
de metéstases a distancia.

Entre estes, a ocorréncia de metastases tem sido relatada como principal causa de
morte em pacientes com tumores malignos (ELLIS & FIDLER, 1996). Assim, tem sido
considerado na literatura como altamente desejavel a identificagdo de marcadores
especificos previamente ao tratamento, genéticos ou ndo, preditivos de agressividade
tumoral, neste caso, de metéstases. Esta identificacdo favoreceria precocemente a
percepgao deste comportamento e, consequentemente, maior pertinéncia na formulagao do
tratamento e do prognostico.

Neste sentido, muita atencao tem sido dada a compreensdo do processo metastatico
para, a partir dai, analisar os diferentes fatores potencialmente envolvidos no processo que
sejam também identificaveis e aplicaveis na predi¢do de comportamento tumoral.

E classicamente conhecido que o processo de metastases consiste em um processo
multiplo, complexo, interativo e interdependente. Para tanto, as células tumorais destacam-
se uma das outras devido a reducdo da sua adesividade; a seguir as células apresentam
potencial de invadir tanto a matriz extracelular quanto a circulagdo. Apds a invasio
vascular as células precisam sobreviver ao sistema de defesa imune e novamente atravessar
o endotélio e assim atingir o parénquima de algum 6rgdo, e neste responder a fatores de

crescimento e induzir proliferacdo e angiogénese (RUBBIN, 2007).
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Desta forma, os antigenos envolvidos direta ou indiretamente no processo de
angiogénese tumoral, constituem-se em um grupo alvo para estudo.

Dentre estes marcadores encontram-se as proteinas VEGF e PDEGF e os
marcadores endoteliais vasculares CD34 e CDI105. Sua relagdo com a angiogénese e
progressao tumoral nos tumores s6lidos foram revistos na introdugdo deste trabalho.

Foi assim construida uma hipdtese a qual considerou que maior angiogénese
tumoral quantificada pela expressao de CD34 ¢ CD105, e maior expressao dos fatores de
crescimento endoteliais tumorais (VEGF ¢ PDEGF), estaria associada a ocorréncia de
metastases e, portanto, ao pior progndstico, de forma independente de outros fatores
clinico-patologicos ja descritos anteriormente. Também foi proposto que esta investigagao
seria realizada a partir da expressdo imuno-histoquimica dos antigenos mencionados. Esta
abordagem foi escolhida tendo em vista que se constitui uma ferramenta amplamente
utilizada nos laboratorio de patologia para diagndstico, em especial na identificagdo da
histogénese tumoral. Ademais, seu emprego tem sido rotineiro na identificagdo de
marcadores de agressividade e na melhoria da formulacdo de prognosticos do cancer de
mama, por exemplo. Para estes casos, o protocolo de formulagdo do diagndstico ja prevé a
inclusdo e quantificagdo da expressdo de marcadores hormonais e de proliferagao celular.

A imunomarcag¢do de VEGF foi observada no citoplasma das neoplasias epiteliais
de glandulas salivares, no endotélio vascular, musculo estriado, membrana citoplasmatica
dos adipdcitos, ductos das glandulas mucosas e serosas normais; € macrofagos (LIM et al.,
2003; ZHANG et al., 2005; MAHARAI et al., 2006).

Dados da literatura mostram que a expressio de VEGF nos CAC ¢
predominantemente forte, com um nUmero menor, mas aproximado, de casos com
expressao moderada (LIM et al., 2003; ZHANG et al., 2005). Para a expressao de VEGF

em CME, a literatura tem mostrado resultados contraditérios. Em um (LIM et al., 2003)
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predominou fraca expressdo; em outro (DOI et al., 1999) foram observados
aproximadamente 70% dos casos com expressdo distribuida entre moderada e forte. Este
padrao de expressdao também se repetiu para os APBG. Assim, nossos resultados estdo
mais proximos dos de DOI et al. (1999), ja que observamos mais de 70 % das lesdes
malignas expressando VEGF em moderada e forte intensidade. Este padrao de expressao
nas neoplasias malignas ¢ o inverso daquela observada para as benignas. Embora
heterogénea, a expressdo de VEGF no AP foi predominantemente FRACA (70,0%).
Todavia, quando observadas, as marcag¢des estavam localizadas em estruturas ductais,
tanto em células luminais quanto em células ndo luminais, com maior intensidade de
marcagdo nas luminais. As areas condroides e mixdides ndo apresentaram marcacao,
achados estes que foram semelhantes aos descritos por SWELAN et al. (2005). Este
quadro pode estar consoante a fun¢do de VEGF na manutengao e diferenciacdo ductal.

Quando analisamos a expressdo de CD34 e CD105, pudemos perceber que a
angiogénese foi significativamente maior nas lesdes malignas de todos os tipos
histologicos, comparativamente as lesdes benignas. Estes achados acompanham a
expressdo diferenciada de VEGF nas mesmas lesdes, embora ndo pudéssemos observar
uma correlagdo positiva apenas nos CAC primarios metastatizantes. Um achado curioso foi
que a angiogénese foi mais acentuada no CME (CD34 e CD105) que no CAC (DOI et al.,
1999) e no APBG. Todavia, nenhuma diferenca foi observada entre os dois tltimos.

A expressdo distinta entre tumores malignos e benignos parece sugerir que VEGF
teria um papel diferenciado na progressiao das neoplasias malignas, favorecendo,
provavelmente, por um lado, aumento da sobrevida celular. A proposito, um aumento
gradativo na expressao de VEGF tem sido relacionado com a progressao da displasia para
carcinoma epidermoéide invasivo (TAE et al., 2000; JOHNSTONE & LOGAN, 2007).

Neste sentido, nossos achados sdo similares, apontando na mesma dire¢do, desde que a
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expressao nas neoplasias malignas foi maior que nas benignas. Vale salientar que embora
este dado ndo seja objetivamente comprovador da associacdo de VEGF com a proliferagao
celular, ha evidéncias de que VEGF esta diretamente envolvido na indugdo de bcl-2, cuja
atividade ¢ anti-apoptdtica (FERRARA et al., 2003), o que poderia favorecer a entrada da
célula em atividade proliferativa. Nesta linha, hd inimeras evidéncias mostrando maiores
fragoes de proliferagdo celular nos tumores de glandula salivar malignos comparativamente
aos benignos (SOINI et al., 1992; SOUZA et al., 2003).

Outro aspecto favorecedor da progressdo neoplasica ¢ a relagdo da expressdo de
VEGF com a angiogénese. Neste sentido, o aumento da expressio de VEGF tem sido
correlacionado com aumento da densidade vascular intratumoral (DMV), influenciando
metastases e prognéstico em carcinoma gastrico (MAEDA et al., 1996, 1999), colon
(TAKAHASHI et al., 1997), pulmao nao de pequenas células (FONTANINI et al., 1998),
cancer de mama linfonodo negativo (LINDERHOLM et al, 1998) e carcinoma
epidermoide oral (MAEDA et al., 1998). Contudo, poucos estudos tém sido publicados
mostrando a relagdo da expressdo de VEGF e pior prognostico em carcinomas de glandulas
salivares (DOI et al., 1999; LIM et al., 2003; YU et al., 2003; ZHANG et al., 2005).

Correlagdo entre expressao de VEGF e DMV tem sido notada em diferentes tipos
de neoplasias, inclusive de glandulas salivares (ZHANG et al., 2005; SHI et al., 2007).
Este fato é relevante, tendo em vista que indica maior angiogénese ¢ maior permeagao
tumoral pelos vasos sanguineos. Com isto, teoricamente, haveria maior chance de ocorrer
permeacdo vascular metastatica. Assim, nossa expectativa era de que encontrassemos nao
s0 a associagdo de VEGF com DMV, mas também com a presencga de metastases. Todavia,
no presente estudo a expressdo de VEGF ndo possibilitou a discriminagdo dos tumores
primarios ndo metastatizantes (pnm) dos tumores primarios metastatizantes (pm), tanto

para o grupo de tumores malignos (APBG, CAC e CME), quanto na comparagao entre pnm
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e pm para cada tipo histologico. Resultados semelhantes também foram descritos por DOI
et al. (1999) e YU et al. (2003). Este fato também se repetiu na avaliagio da DMV (DOI et
al., 1999).

Além disso, também ndo observamos correlagdo entre a expressio de VEGF e
DMV com sobrevida, nem para os tumores malignos como grupo (Pmalig, PNM e PM),
nem para cada subtipo histolégico (APBG, CME, CAC). Estes resultados discordam do
que foi relatado por Yu et al. (2003) e Shi et al. (2007) que encontraram uma associagao
entre DMV e progndstico. Nesta linha, Li et al. (2001) e Zhang et al. (2005) encontraram
associacdo entre VEGF ¢ DMV e entre estes marcadores e o prognoéstico, ¢ Lim et al.
(2003) que encontraram associacdo entre VEGF e prognodstico. Esta auséncia de
homogeneidade nos resultados presentes na literatura € em nosso trabalho ndo parece ter
uma explicacdo simples. Embora possamos discutir questdes relativas a modulagdo da
expressdo de VEGF, nossos resultados e os estudos descritos ndo apresentam metodologia
que permita esta apreciacdo. Talvez uma avaliagdo do tempo de evolugdo do tumor, a
presenga de fatores intercorrentes ndo identificados ou relatados pelos autores e mesmo a
utilizagdo de casos recidivantes possam eventualmente ser considerados em uma futura
investigagcdo para melhor elucidagdo destas diferencas. A proposito, Shi et al. (2007) e Doi
et al. (1999) relatam que utilizaram casos recidivantes na sua amostra, mas nao fizeram
qualquer comentario sobre a expressio de VEGF ou de DMV nestes casos. Seria
importante avaliar se estas diferengas de expressdo poderiam refletir ambientes tumorais
distintos entre lesdes primarias estabelecidas e lesdes recidivantes.

Ainda outra questdo que merece reflexdo, diz respeito a metodologia utilizada tanto
para a avaliacdo de VEGF quanto da DMV. Diretrizes estabelecidas pelo 2° Consenso
Internacional sobre Metodologia ¢ Critérios de Avaliagdio da Quantificagdo de

Angiogénese em Tumores S6lidos Humanos orientam que as mensuracdes de DMV devem
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excluir as areas de necrose e esclerose (VERMEULEN et al., 2002). Nenhum dos trabalhos
referidos anteriormente cita explicitamente que utilizaram estas orientacdes em suas
avaliagdes. Embora descrevam a utilizagdo da metodologia preconizada por Weidner et al.,
(1991) também considerada referéncia pelo VERMEULEN et al. (2002), ndo consideram a
exclusdo das areas de necrose e esclerose.

Muito embora tenhamos seguido as orientagdes do “Consenso”, julgamos que uma
outra avalia¢do deveria ser considerada. Isto porque, a priori, embora nio esteja ainda bem
definida se a permeacdo vascular seja um processo passivo ou ativo (BOCKHORN et al,
2007), acreditamos que uma maior exposi¢do vascular ao tumor poderia favorecer maior
chance de escape celular pelos vasos sanguineos. Assim, vale considerar que nas areas de
necrose, rompimentos vasculares poderiam favorecer maior exposi¢do a drenagem de
células neoplésicas. Além disto, a presenca de fatores de crescimento induziveis por
hipdxia nestas regides, poderia favorecer o aumento da vasculariza¢do pelo aumento de
VEGF que, consequentemente, teria o0 mesmo efeito por aumentar a DMV (RUDDON,
2007).

A expressdo de VEGF tem sido determinada por métodos semi-quantitativos, mas
a auséncia de padronizagdo justifica em parte a variedade de resultados encontrados na
literatura. Alguns estudos obtiveram a expressao de VEGF pela freqliéncia de marcagao,
positiva se mais de 10% das células estiverem marcadas (TSUJITANI et al., 2004), ou
mais de 20% (DOI et al., 1999), ou se mais de 80% do tumor apresentar marca¢ao (SHIH
et al., 2000). Outros estudos se basearam na intensidade, classificando subjetivamente a
marcagdo em fraca, moderada e forte; outros agrupam em duas categorias: moderada e
forte (SAUTER et al., 1999). Soma-se a esses os que classificam a intensidade baseada no
parametro de marcagdo de VEGF no vaso: marcacdo igual a do vaso era considerada

moderada, abaixo ¢ fraca e acima forte (MORYAMA et al., 1997). Finalmente, outros
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estudos associam a freqiiéncia e a intensidade de marcagdo, somando-as ou multiplicando-
as ¢ obtendo-se dai, um escore que determinava se a expressdo era fraca, moderada ou
forte (LIM et al., 2003; RYU et al., 2003; ZHANG et al., 2005; SHI et al., 2007). Nosso
estudo seguiu aqueles principios estabelecidos por Lim et al. (2003), Weidner et al.,
(1991), Zhang et al., (2005) e Shi et al., 2007 utilizando escores compostos. Todavia, como
j& mencionado, nossos resultados foram diversos, como ja discutido acima.

Vale ressaltar, que selecdo e o tamanho da amostra, a fixagdo e o processamento
dos tumores, a utilizagdo de anticorpos policlonais para VEGF, CD34 ¢ CD105, diferentes
técnicas de recuperacdo antigé€nica, a subjetividade de interpretagdo dos observadores tem
também influenciado a divergéncia dos achados para marcagdo de VEGF, CD34 ¢ CD105
em um mesmo tipo de tumor. Neste sentido, mais estudos devem ser desenvolvidos,
considerando a possibilidade de melhor adequagdo metodoldgica, direcionando-a no
sentido de se obter uma padronizagdo que evite as variacdes comentadas.

Ainda outra questdo levantada pelos autores que trabalham com estimativa de
angiogénese tumoral diz respeito a utilizagdo de um ou vdarios fragmentos na sua
mensuracgdo. Neste ponto, as opinides sdo contraditérias (DE JONG et al., 1995; PAGE &

JENSEN, 1995; VERMELEUM et al., 1995, MARTIN et al., 1997).

Os estudos que descreveram a expressdo imuno-histoquimica de PDEGF tem
descrito marcagdes citoplasmaticas e/ou nucleares (FOX et al., 1995; TAKEBAYASHI et
al., 1996, KOUKOURAKIS et al., 1998; TOKUNAGA et al., 2002; RYU et al., 2003), o
que também foi verificado no presente trabalho. Nossos resultados ndo puderam identificar
nenhuma associagdo de sua expressao com a angiogénese, metastases ou prognostico, dado
pela reducao de sobrevida nos pacientes quer seja pela expressao citoplasmatica ou nuclear
do PDEGF. Essa compartimentalizacdo da expressdao de PDEGF foi discutida por Fox et

al. (1995) sugerindo que no nucleo PDEGF pode indicar a sua atuagao como reguladora da
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replicagdo celular, e no citoplasma, a regulacao e interagcdo com enzimas localizadas nesse
compartimento celular. Todavia, ndo foram observadas outras investigacdes que possa

elucidar mais claramente esse assunto.

O unico estudo realizado em glandulas salivares foi o de Fox et al. (1995) que
encontrou expressdo do PDEGF em glandulas salivares normais evidenciada nos acinos
serosos, epitélio ductal, e endotélio vascular (FOX et al., 1995). No presente estudo, foi

evidenciado esse mesmo padrao de marcagdo nas glandulas normais.

A expressao do PDEGF nos tumores solido tem sido encontrada mais alta que em
tecidos normais adjacentes (MOGHADDAM et al., 1995; TAKEBAYASHI, 1996;
AKIYAMA et al., 2004). Nossos achados também mostraram esta relacdo. Acredita-se que
esta expressdo tenha uma relagdo com o papel do PDEGF na resisténcia a apoptose
induzida pela hipdxia, permitindo um crescimento celular neoplésico in vivo, sem aumento

da DMV.

Uma correlagdo positiva entre PDEGF e DMV ¢ reportada em outros tumores
solidos (TOI et al.,, 1995; UEDA et al., 1999). Nossos resultados mostraram uma
correlagdo positiva entre PDEGF e CD34 no grupo de lesdes PNM; e entre PDEGF e
CD105 nos grupos PNM ¢ PM, e para o CMEpm ¢ CMEpnm. Estes dados também nao nos
permitem uma visdo homogénea do papel do PDEGF na angiogénese destas lesdes. Talvez,
aqui também, tenhamos evidéncia de que o processo de angiogénese nio seja
significativamente diferente entre as lesdes glandulares. Contudo, chama a atengdo o fato
de, novamente, o CME apresentar uma marcacao diferenciada o que, mais uma vez pode
sugerir que sua progressao esteja mais vinculada com a angiogénese e, desta forma, possa
influenciar nas associagdes identificadas quando se considerou para a analise todo o grupo

de lesoes malignas.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

93

A expressao de PDEGF tem sido relacionada com invasdo e aparecimento de
metastases de alguns tumores so6lidos (MOGHADDAM et al., 1995; TAKEBAYASHI et
al., 1996, GRIFFITHS & STRATFORD 1998; BROWN et al., 2000; JONES et al., 2002).
Além disso, o valor prognostico de PDEGF ¢ reconhecido no cancer de mama (FOX et al.,
1995) e cancer de utero (RYU et al.,, 2003), traduzido pela associacdo entre maior
expressdo ¢ menor sobrevida dos pacientes. No presente trabalho a expressdo de PDEGF
conseguiu diferenciar o grupo de neoplasias benignas (AP) do grupo de neoplasias
malignas (Pmalig) e mostrou uma maior expressdo nos CME quando comparados com
CAC ¢ APBG. A priori, ndo conseguimos obter na literatura nenhuma explicagdo
convincente para este dado. De forma semelhante ao VEGF, o PDEGF pode também
favorecer a resisténcia a apoptose (TOI et al., 2005) e com isto favorecer o crescimento dos
tumores que apresentam maior fracdo de proliferacao celular. Uma explicacdo alternativa,
que careceria de confirmacao, ¢ o fato de que subtipos histologicos de tumores de glandula
salivar, como por ex. o CME, podem ter sua progressao menos dependente da angiogénese
do que outros tipos como o CAC e APBG, cuja morfologia ¢ semelhante, mas o
comportamento bioldgico ¢ completamente distinto. Nao foi também possivel distinguir as
neoplasias pnm das pm, analisadas como grupos ou entre os diferentes tipos histologicos
separadamente. Logo, o PDEGF ndo mostrou ser um bom marcador de potencial
metastatico e de prognostico para os tumores de glandulas salivares. Como foi mencionado
anteriormente, este é o primeiro trabalho estudando o significado da expressdo de PDEGF
no comportamento bioldégico dos tumores de glandulas salivares. Portanto, ndo hd como
discutir os seus resultados para tumores desta topografia. Em carcinomas gastricos e de
mama também tem sido relatado auséncia de correlagao da expressao de PDEGF e DVM, e

PDEGF e prognostico. (YAMAMOTO et al., 1998; MORINAGA et al., 2003).
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Como era de se esperar, o CD105 s6 foi demonstrado no endotélio de vasos
tumorais (KUMAR et al., 1999). Foi observada uma menor densidade microvascular que a
marcada por CD34. Além disso, varios tumores nao apresentaram vasos corados pelo
CD105 como no CAC, onde apenas 5,4% dos casos foram positivos. Nos tecidos normais
ndo foram observadas marcagdes no endotélio vascular, ¢ nos AP apenas trés casos
apresentaram reduzida quantidade de vasos marcados. Uma alta expressao do CD105 tem
sido relatada na literatura em tumores solidos, onde este marcador esta intensamente
expresso apenas em vasos neoformados, ndo sendo expresso em vasos pré-existentes e
tecido normal (BODEY et al., 1998; KUMAR et al., 1999; MINHAJAT et al., 2006).

Os achados mostraram maior expressao de CD105 nos CME em relagdo ao AP,
APBG e CAC (p<0,0001). Também nao foi possivel encontrar valores de expressdo que
pudessem discriminar o comportamento bioldgico dos tumores primarios metastatizantes
dos primarios metastatizantes. Da mesma forma, ndo foi possivel associd-lo ao pior
prognostico. Grudzinski et al. (2007) estudando a expressdo de CD105 em cancer de
mama, também encontraram 52,8% dos casos negativos. Os autores concluiram que a
expressao de CD105 nao apresentou significancia estatistica como fator progndstico (p=
0,145).

Embora estes resultados possam refletir aspectos ainda nao esclarecidos da funcao
biologica destas proteinas, ¢ importante salientar a influéncia da metodologia utilizada
nestas avaliacdes, tanto nos resultados como na sua interpretagdo. Diferentes fatores tém
sido implicados, em maior ou menor grau, nos resultados finais das reagdes imuno-
histoquimicas; entre eles, os aspectos do processamento prévio a reacdo, que podem
interferir na conservagdo dos antigenos. E possivel citar a fixa¢do tecidual (natureza do

fixador empregado, tempo de fixacdo, tempo transcorrido entre a retirada do material e o
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inicio da fixacdo); o processo de inclusdo em parafina (temperatura) e a diafanizagdo das
seccoes teciduais (LOYOLA, 1996).

Vale ressaltar também que a expressdo de CD105 parece ser especifica para vasos
neoformados. Como considerado anteriormente, o processo de metastases ¢ diretamente
associado a participacdo vascular, ja que o transporte de células para sitios distantes ¢
preferencialmente realizado a partir de sua entrada nos vasos. Nao obstante, ndo se sabe
ainda se este escape vascular se da de forma passiva ou ativa. Alguns autores defendem a
idéia de que este fenomeno estd desvinculado de qualquer participagdo ativa das células,
sendo as metastases dependentes apenas da aproximagdo da célula neoplésica do vaso e
sua entrada facilitada ou por um dano estrutural ou por uma deficiéncia estrutural,
representada pela imaturidade presente nos vasos neoformados. Ja outros, consideram que
ha uma migragdo celular ativa para os vasos ¢ uma penetracao nestes facilitada pela acao
de enzimas e, provavelmente de receptores especificos para estas células. Se os dois
mecanismos ocorrem ou um mecanismo prevalece ndo € possivel afirmar com certeza
dentro do que se conhece atualmente (BOCKHORN et al., 2007). A definicdo desta
situacdo pode explicar, talvez, estas diferengas de significado da expressao de CD105 e
também de CD34 nos tumores avaliados. Vasos preexistentes e neoformados nio teriam
diferengas significativas no processo caso a migragao ativa prevalecesse. De outra forma,
vasos neoformados, imaturos, seriam extremamente importantes na definicdo da
potencialidade metastatica se a migragao passiva fosse mais importante.

Assim, nossos resultados mostram que a angiogénese ¢ os fatores de crescimento
VEGF e PDEGF a ela associada puderam discriminar apenas os grupos tumorais com
naturezas diferentes: lesdes malignas e benignas. Contudo, ndo houve uma homogeneidade
de expressdo que pudesse ser caracteristica para cada grupo de neoplasia maligna, seus

correspondentes metastaticos, definindo, pelos resultados, que a expressdo destes fatores
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ndo deve, a priori, aplicavel para predicdo de potencial metastitico e mesmo de
prognostico. Nao obstante, outros estudos devem ser realizados para verificar a influéncia
das diferentes areas tumorais no padrao geral de expressdo antigénica, a inclusdo de areas
necroticas na avaliacdo da angiogénese, a avaliacdo de indices compostos de mensuracao
vascular que incluam valores de CD105 e CD34 ¢ a inclusdo de casos recidivantes que

também produziram metéstases.
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8- CONCLUSAO

Dos resultados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que:

. Nao houve diferenca na expressao de VEGF, PDEGF, CD34 ¢ CD105 para cada

tipo tumoral individualmente, a partir do parametro morfo-histogenético.

. As expressoes de VEGF, PDEGF, CD34 ¢ CD105, possibilitaram a discriminacao

do grupo de tumores benignos dos malignos de glandulas salivares.

. As expressdes de PDEGF, CD34 e CD105, possibilitaram a discriminagao de CME

e APBG, e CME e CAC. Enquanto, as expressoes de VEGF nao possibilitaram a

discriminacao dos tipos histologicos dos tumores malignos entre si.

. As expressoes de VEGF, PDEGF, CD34 e CDI105 ndo possibilitaram a

discriminacao do comportamento bioldgico das neoplasias malignas de glandulas

salivares em nao metastatizantes e metastatizantes.

. VEGF, PDEGF, CD34 ¢ CD105 ndo s3o bons marcadores de prognostico e

preditores de metastases para as neoplasias epiteliais de glandulas salivares.
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9- RESUMO

A angiogénese tumoral ¢ um potencial marcador biolégico de prognéstico e um fator
preditivo de metastases em tumores soOlidos humanos. Para avaliar a distribui¢do e
quantificagdo da angiogénese, tem-se utilizado marcadores de endotélio e fatores de
crescimento vascular, dentre esses selecionamos o Fator Vascular de Crescimento
Endotelial (VEGF), o fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas (PDEGF) ¢ os
marcadores de endotélio vascular CD34 ¢ CD105. O objetivo deste trabalho foi avaliar,
morfo-histogenética, quantitativa e semi-quantitativamente, a expressdo imuno-
histoquimica das proteinas VEGF e PDEGF, e dos marcadores de endotélio vascular CD34
e CDI105, e suas associacdes com a existéncia (pm) ou ndo de metastases (pnm) em
tumores epiteliais de glandulas salivares. Para tanto, foram selecionados 139 casos de
neoplasias epiteliais de glandulas salivares do salivares diagnosticados e tratados no
Instituto Nacional do Céancer do Ministério da Saude, localizado na cidade do Rio de
Janeiro (RJ) (INCA), no periodo de 1997 a 2003, sendo 30 casos de Adenomas
Pleomorfico (AP), 19 Adenocarcinomas Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade
(APBG), 50 Carcinomas Adendide Cistico (CAC) e 40 Carcinomas Mucoepidermdide
(CME). Uma diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) foi encontrada entre: 1)AP e
o grupo de lesdes primarias malignas (Pmalig) para VEGF (p < 0,0001), PDEGF (p =
0,006), CD34 (p = 0,003) e CD105 (p = 0,003); 2) APBG, CAC e CME para PDEGF (p <
0,01), CD34 (p < 0,0001), e CD105 (p < 0,0001), onde a diferenca ocorreu entre CME e
APBG, e CME e CAC. A andlise entre pnm e pm para cada tipo histologico e para o grupo
de malignos nao foram significativas. Os marcadores VEGF, PDEGF, CD34 ¢ CD105 nao
refletiram o potencial metastatico das neoplasias de glandulas salivares e nao foram
marcadores independentes de progndstico.

Palavras chaves: angiogénese, VEGF, PDEGF, CD34, CD105, neoplasias de glandulas

salivares.
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10- ABSTRACT

Tumoral angiogenesis represents a potential bimolecular marker for prognosis and
predictive factor for metastasis in human solid tumors. Recently, endothelial markers and
growth vascular factors such as the vascular endothelial growth factor (VEGF) and the
platelet derived endothelial growth factor (PDEGF), as well as the vascular endothelial
markers CD34 and CD105 have been employed to evaluate the distribution and to quantify
of angiogenesis. The objective of this study was to perform morpho-histogenetic,
quantitative and semi-quantitative analysis of the immunohistochemical expression of
VEGF, PDEGF, CD34, and CD105 in primary epithelial salivary gland tumors, as well as
compare this expression with the biological behavior of those neoplasms as determined by
the existence (pm) or absence (pnm) of metastasis. In this sense, it was selected 139 cases
of epithelial salivary gland tumors diagnosed and treated in the Brazilian National Cancer
Institute (INCA), placed in Rio de Janeiro City (RJ), from 1997 to 2003, consisting in 30
pleomorphic adenomas (PA), 19 polymorphic low grade adenocarcinoma (PLGA), 50
adenoid cystic carcinoma (ACC) and 40 of mucoepidermoid carcinoma (MEC). Statistic
significant difference (p < 0.05) was found between: 1) PA and the group of primary
malignant lesions (Pmalig) for VEGF (p < 0.0001), PDEGF (p = 0.006), CD34 (p = 0.003)
and CD105 (p = 0.003); 2) PLGA, ACC and MEC for PDEGF (p < 0.0001), CD34 (p <
0.0001) and CD105 (p < 0.0001), where the difference occurred between MEC and PLGA,
and MEC and ACC. The comparison between pm and pnm for each histological type and
for each malignant group did not reveal significant differences. In conclusion, the present
results suggest that VEGF, PDEGF, CD34 and CD105 do not represent good predictors for
metastasis and prognosis in epithelial salivary gland tumors, albeit they may reflect some

pathogenetic differences among specific groups of these neoplasms.

Key words: Angiogenesis, VEGF, PDEGF, CD34, CD105, salivary gland tumors.
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ANEXO 1

Tabela 1 - Distribui¢ao dos casos excluidos do presente estudo, segundo os tipos histolégicos e os
diferentes motivos alegados para sua exclusio.

FATORES DE EXCLUSAO CASOS EXCLUIDOS (N)'
CME CAC APBGM
Casos recidivantes 24 25 3
Auséncia de dados no prontuario 1 1 -
Auséncia de tumor no bloco 2 - 2
Revisdo de lamina 4 4 3
Casos tratados fora do INCA - 1 3
Auséncia de blocos 4 6 -
Casos anteriores a 1998 13 13 2
Alteragdo no diagnostico histopatologico 8* 10° 104
Tratamento radioterapico exclusivo 2 5 -
Recusou tratamento no INCA 1 2 -
Material autolisado - 1 1
Total de casos excluidos (N)' 59 68 24

1 — Numero de casos;

2- Mudanga de diagnoéstico para: Adenocarcinoma (3 casos), Carcinoma de ductos salivares (2 casos),
Carcinoma Ex-Adenoma Pleomorfico (2 casos), e Carcinoma epidermdide (1 caso);

3- Mudanga de diagnoéstico para: Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (5 casos), Carcinoma de ductos
salivares (3 casos), Adenocarcinoma de células basais (1 caso), Carcinoma Ex —Adenoma pleomorfico (1
caso);

4- Mudanga de diagnostico para: 4 Carcinoma adendide cistico, 4 Adenocarcinoma, 2 Carcinoma de Ductos
salivares
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ANEXO 2

TABELA 2 - Distribuicio de todos casos de neoplasias de glindulas salivares classificadas segundo o
tipo histologico e a presenca ou nio de metastases pelo Instituto Nacional do Céncer encontrados no
periodo de 1998 a 2003.

Neoplasia rﬁgg;i;i?zsalllftlgs me::ll;itl:t?:l(;lstesl Total de casos’
AP 308 - 308
APBG 30 5 33
CME 89 10 ”
CAC 83 29 12
TOTAL 509 44 >34

'~ Consideram-se metastatizantes primarios as lesdes das quais as metastases se originaram.

*~ 0 niimero total de casos compreende as lesdes primarias e metastatizantes.

AP — adenoma pleomorfico; APBG — Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau; CME — carcinoma
mucoepiderméide; CAC — carcinoma adendide cistico
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ANEXO 3

. Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo

Mineiro.

. Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional do Cancer, Rio

de Janeiro/RJ.



