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RESUMO

As neoplasias de glandula salivar (NGS) sado tumores raros que
despertam interesse por sua diversidade histopatolégica e comportamento
clinico. A compreensdo da patobiologia assim como, dos mecanismos
envolvidos no comportamento invasivo destas lesdes € necessaria para melhor
entender a biologia das NGS e posteriormente delinear novas estratégias
terapéuticas. A presente tese foi dividida em dois artigos. O objetivo do primeiro
estudo foi descrever os dados demogréaficos, clinicopatolégicos e de
prognéstico das NGS diagnosticados em um centro de atencdo terciario. Para
tal, foi realizada uma andlise retrospectiva utilizando os dados de arquivos e de
prontuérios. Foram identificados 109 casos de NGS cuja média de idade dos
pacientes foi de 46.47 anos e a relacdo homens:mulheres foi de 0.94:1. As
glandulas salivares maiores foram mais acometidas (75.2%) e o0s tumores
benignos os mais prevalentes (75.2%) sendo o adenoma pleomorfico o tumor
benigno mais comum e o carcinoma adenodide cistico o principal maligno. O
objetivo do segundo estudo foi analizar o padrdao de expressdo da via de
sinalizacdo do HGF/c-Me/PI13K em NGS e correlacionar com o perfi proliferativo
e desfechos clinicos das lesGes. Foram construidos microarranjos de tecido
(TMAs) de 93 casos de NGs e as laminas foram submetidas a analise
imunoistoquimica para HGF, p-Met, p-Akt e Ki67. Foi observada maior
expressdo de HGF nos tumores benignos (p=0.04), enquanto que as protinas
p-Met (p=0.03), p-Akt (p=0.00) e Ki-67 (p=0.00) foram mais expressas nos
tumores malignos. Nas neoplasias malignas houve maior ativacédo da via HGF
observada pela maior expresséo do seu receptor fosforilado (p-Met) bem como,
maior ativacdo da via do PI3k pela fosforilacdo de Akt (p-Akt) resultando em
um maior perfil proliferativo. Pode-se concluir que a via de sinalizacdo do
HGF/c-Met/PI3k parece estar ativa nas NGS regulando a proliferacao

especialmente nas neoplasias malignas.

Palavras-chave: neoplasias de glandulas salivares, fator de crescimento de

hepatocito, c-Met, Akt,proliferacao



ABSTRACT

Salivary gland tumors (SGT) are rare yet interesting neoplasms due to
their histopatological diversity and clinical behavior. Understanding the
pathobiology as well as the mechanisms involved in the invasive behavior of
these lesions is needed to better comprehend the biology of SGT and further
delineate new therapeutic strategies. This thesis was divided in two papers. The
aim of the first study was to describe the demographic, clincopathological and
prognostic data of SGT diagnosed in a tertiary care center. For this purpose, a
retrospective analysis using data from the archives and records was performed.
One hundred and nine cases of SGT were identified. The patients mean age
was 46.47 years and the male:female ratio was 0.91:1. The major salivary
glands were the most affected (75.2%) and the benign SGT were more
prevalent (78%) being pleomorphic adenoma the most common benign tumor
and adenoid cystic carcinoma the most common malignant tumor. The objective
of the second study was to analyze the expression pattern of HGF/c-Met/PI3K
signaling pathway in SGT and correlate the findings with the proliferative profile
and clinical outcomes of cases. Tissue microarrays (TMASs) of 93 cases of SGT
were constructed; the slides were submitted to immunohistochemical analysis
for HGF, p-Met, p-Akt and Ki-67. Increased expression of HGF was observed in
benign tumors (p = 0.04), while p-Met (P = 0.03), p-Akt (p = 0:00) and Ki-67 (p =
0:00) were most expressed in malignant tumors. In salivary glands carcinomas
there was a higher activation of the HGF pathway observed by the higher
expression of its phosporylated receptor (p-Met) as well as the higher activation
of PI3k pathway through Akt (p-Akt) phosphorilation, resulting in a higher
proliferative profile. It can be concluded that HGF/c-Met/PI3K signaling pathway
appears to be active in SGT regulating the proliferation specially in malignant

tumors.

Keywords: salivary gland, neoplasias, hepatocyte growth factor, c-Met, Akt,

proliferation
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1 INTRODUCAO

As neoplasias de glandulas salivares (NGS) representam um amplo
grupo de lesdes incomuns que perfazem cerca de 3% a 5% das neoplasias de
cabeca e pescoco. A incidéncia mundial estd em torno de 3 casos/100.000
pessoas. O diagndéstico dessas lesGes é desafiador, tendo em vista a ampla
variedade de padrbes morfologicos e o distinto comportamento biol6gico
(SAGHRAVANIAN et al., 2013).

Recentes avangos no campo da biologia celular e molecular tém
permitido uma analise mais abrangente das NGS, especialmente em relacéo a
heterogeneidade dessas lesdes. Neste sentido, estudos destinados a ampliar a
compreensao das alteracbes clinicas, histopatologicas e imunoistoquimicas
das NGS, bem como alteracdes genéticas envolvidas no seu desenvolvimento
e agressividade, vém sendo realizados, com o intuido de estabelecer
prognostico e de desenvolver novas estratégias terapéuticas (VARGAS et al,
2008a; VARGAS et al, 2008b; LUJAN et al, 2010; GOMES et al, 2012a;
GOMES et al, 2012b; BELL e EL-NAGGAR, 2013; NESKEY et al, 2013;
ZHANG et al, 2013).

A carcinogénese € um processo que se faz em varias etapas, tanto a
nivel genético quanto fenotipico. Mdltiplos genes e suas proteinas
correspondentes estéo relacionados em uma ou mais vias com a promoc¢ao ou
supressdo tumoral (COTRAN et al, 2000). Atualmente, existe uma vasta
literatura relatando o papel dos fatores de crescimento e seus receptores na
ativacdo das vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas na regulacdo da
diferenciacdo, sobrevivéncia, metabolismo, mobilidade e crescimento celular

nos diferentes tipos de cancer. Isto, porque a desregulacdo dos fatores de



crescimento, de seus receptores e das diversas vias de sinalizagcdo séo
responsaveis pela aquisicdo do fendtipo maligno, da capacidade de invasao e
metastase destas lesdes (LESKO e MAJKA, 2008; COHEN et al, 2011;
SNIETURA et al, 2012; ALYASIRI et al, 2012). Estes estudos sao fundamentais
para compreender a patogénese do cancer, identificagdo de marcadores
biol6gicos de progressado tumoral e para o desenvolvimento de terapias alvo
especificas que atuem na regulacdo dessas vias.

O HGF (do inglés hepatocyte growth factor), também conhecido como
fator de dispersdo, € um dos principais fatores envolvidos no crescimento
invasivo de neoplasias (TRUSOLINO e COMOGLIO, 2002). Isto, porque o HGF
pode integrar as respostas bioldgicas aparentemente independentes que
constituem o modo de crescimento invasivo, tais como dissociacdo de células,
transicdo epitélio-mesénquima (TEM), invasdo da matriz extracelular (MEC),
motilidade e sobrevivéncia, ativando um conjunto especifico de vias de
sinalizacdo quando se liga ao seu receptor c-Met (DE HERDT e
BAATENBURG DE JONG, 2008). A producdo de HGF é limitada a células de
origem mesenquimal e atua predominantemente sob células epiteliais e
endoteliais que expressam o0 seu receptor tirosina-quinase (c-MET)
(BIRCHMEIER et al, 2003).

Os efeitos biolégicos do HGF sdo mediados apds a sua interacdo com
seus receptores c-MET, que sédo heterodimeros de 190 KDa, formados por
duas unidades dissulfidicas ligadas: uma cadeia alfa extracelular de 50KDa e
uma cadeia beta transmembrana de 145 KDa, mostrando atividade tirosina
guinase (COOPER, 1992). A ligacdo HGF/c-MET causa uma multimerizagéo,

fosforilacdo e ativacdo catalitica que recruta proteinas adaptadoras, como a



GAB-1,SHC e c-Chl. A formacdo desses complexos estimula vias de
sinalizagcdo diferentes, tais como: RAS/MAPK, PI3K/Akt, FAK(quinase de
adesao focal), STAT 3/5, RAC/RHO, PLC-g(fosfolipase Cg), c-src, SHP2 e
CRKL, que séo essenciais para a regulacdo do crescimento, sobrevivéncia,
motilidade, invasdo e modificacdes no citoesqueleto das células neoplasicas
(epitelial,mioepitelial e acinares) (FURGE et al, 2000).

A expressdo aumentada de HGF/c-Met tem sido observada em uma
gama de neoplasias, como a de tirebide (RUGGERI et al, 2010; RUGGERI et
al, 2012; KOO et al, 2014), colorretal (MOORE et al, 2009; MATSUI et al,
2010), estbmago (AMEMIYA et al, 2010; GRAZIANO et al, 2011; TOIYAMA et
al, 2012; AMEMIYA et al, 2013), prostata), mama (KANG et al, 2003;
LINDEMANN et al, 2007; LOCATELLI et al, 2012), pulmé&o (NAVAB et al, 2009;
TRETIAKOVA et al, 2011; SCAGLIOTTI et al, 2013; OZASA et al, 2014) e de
cabeca e pescoco (MARSHALL e KORNBERG, 1998; CHEN et al, 2004; BELLO
et al, 2010; BRUSEVOLD et al, 2010; KIM et al,2010; LIM et al, 2012). A
elevacdo da imunomarcacdo de HGF/c-MET tem sido associada com pior
prognostico de neoplasias, radioresisténcia, diminuicdo de sobrevida,
resisténcia a apoptose e aumento de metastases (LESKO e MAJKA, 2008).
Tendo em vista que a ligacdo HGF/c-MET desempenha papel importante na
formacédo, progresséo, e disseminacao de varios tipos de neoplasias malignas
epiteliais, estas proteinas tém sido um alvo terapéutico promissor para essas
doencas. Além disso, estudos prévios sugerem que HGF/c-MET podem ser
biomarcadores para neoplasias epiteliais malignas e ter um papel importante
na carcinogenese humana. Entretanto, poucos trabalhos foram encontrados

avaliando a expressao destes biomarcadores no carcinoma espinocelular



(CEC) de cabeca e pescoco (CHEN et al, 2004; VARGAS et al, 2008a;
VARGAS et al, 2008b; BELLO et al, 2010; BRUSEVOLD et al, 2010; KIM et al,
2010; LIM et al, 2012) e em NGS (KLOSEK et al., 2005; HARA et al, 2006; DE
HERDT et al, 2008; HARA et al., 2008; ACH et al, 2013; SUZUKI et al, 2003),
justificando, portanto, os esforcos em pesquisas que busquem elucidar a

presenca e o papel destes marcadores nesse grupo de neoplasias.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NEOPLASIAS DE GLANDULAS SALIVARES

Dentre os diferentes tipos de neoplasias que acometem as glandulas
salivares maiores e menores, as benignas, especialmente o adenoma
pleomorfico, e o mais comuns (LAWAL et al, 2013). As neoplasias malignas
sédo lesdes raras e mostram uma incidéncia anual de 2.2-3.0 casos a cada
100.000 pessoas nos Estados Unidos (ADAMS et al., 2013). Dentre estas, o
carcinoma mucoepidermoide, carcinoma adendide cistico e carcinoma de
células acinares tém sido as mais relatadas, variando o percentual de
incidéncia de acordo com o sitio anatdmico acometido (VARGAS et al, 2002;

ITO et al, 2005; FONSECA et al, 2012).

As NGS representam um amplo grupo de lesbes incomuns que
perfazem cerca de 3% a 5% das neoplasias de cabeca e pescoco. A incidéncia
mundial esta em torno de 3 casos/100.000 pessoas (de OLIVEIRA et al, 2009;
ITO et al, 2005). Em virtude da sua complexidade de padrdes histoldgicos,

ainda representa uma desafio no seu diagndstico.

2.1.1 Adenoma Pleomorfico

O Adenoma Pleomorfico (AP) é a neoplasia mais comum das glandulas
salivares, correspondendo a cerca de 60% dos casos (EVESON et al, 1985).
Trata-se de uma neoplasia benigna de origem epitelial composta por células
gue demonstram diferenciacdo epitelial e mesenquimal. Antigamente, era

chamado de tumor misto, por apresentar componente epitelial e



mesenquimatoso. Entretanto, h4 alguns anos passou a ser chamado de AP
devido a variablididade de arranjos morfologicos (AUCLAIR et al, 1996).

A patogénese do AP ainda néo esta bem definida, assim como quais o0s
fatores que estédo relacionados com o risco de malignizagédo. Alguns estudos
tém demonstrado alteracdes citogenéticas em cerca de 70% dos casos de AP.
O gene PLAG1, localizado no cromossomo 8gl2, € o gene mais observado em
alteracBes citogenéticas nos APs. Em 25% dos casos, tém sido descrito
translocagcées no PLAG1 e o CTNNB1 nas regides t(3;8) (p21;,912). Foram
descritos 3 padrdes de rearranjos, sendo observado alteragbes no cromossomo
8912 em 39% dos casos de AP, no cromossomo 12g13-15 em 8% dos casos e
alteracoes denominadas de esporadicas que ndo incluem as anteriormente
descritas em cerca de 23% dos casos (DECLERQ et al, 2008; SONG et al,
2011).

O AP pode afetar individuos de qualquer idade, porém é mais frequente
em pacientes na quinta e sexta décadas de vida (AUCLAIR et al, 1996;
RIVERA-BASTIDAS et al,1996; ALVES et al, 2002; TOIDA et al, 2005;
FONSECA et al, 2012). Geralmente, as mulheres sédo mais acometidas do que
os homens (AUCLAIR et al, 1996; ALVES et al, 2002; TOIDA et al, 2005; ITO et
al, 2005; PIRES et al, 2007; MENDENHALL et al, 2008; FONSECA et al, 2012).

Clinicamente, apresenta-se como nodulo assintomatico, de consisténcia
firme, crescimento lento e que pode atingir grandes dimesfes quando nao
tratado (AUCLAIR et al, 1996; TAKAHAMA et al, 2008). A parétida é o local de
maior predilecdo de desenvolvimento deste tumor e geralmente acomete a
regido inferior do I6bulo superficial, causando abaulamento sobre o angulo da

mandibula. Na cavidade bucal, o principal sitio é o palato, seguido pela mucosa



jugal, labio superior e regido retromolar (TOIDA et al, 2005). Raramente s&o
ulcerados, exceto quando sdo traumatizados secundariamente.

A histogénese desta neoplasia esta relacionada com a transformacao
neoplasica da unidade ducto-acinar completa, ao invés do componente ductal
(epitelial) em particular, como € visto em outras NGS (DARDICK, 1990; WEBB
et al, 2001). Histologicamente, o AP se caracteriza pela proliferacdo neopléasica
benigna de células epiteliais e mioepiteliais das glandulas salivares. Estas se
arranjam em ninhos, corddes, espacos pseudo-cisticos (tubulos), lencois
celulares e estruturas ductiformes com duas camadas celulares, uma mais
internamente do tipo epitelial, e outra, externamente, do tipo mioepitelial. Essa
organizacado celular resulta em diferentes padrdes, propiciando uma ampla
variedade citolégica e arquitetural (DARDICK 1990; EVESON et al, 1985;
AUCLAIR et al, 1996; ITO et al, 2009). As células mioepiteliais podem se
apresentar com aspecto fusiforme, arredondadas ou plasmocitoide. O
componente mesenquimal varia de mixodide, hialinio, condréide, ostedide ou
uma associacdo destas variagcbes, sendo as células mioepiteliais as
responsaveis por estas modificacdes. No mesénquima, ainda, podem ser
encontrados corpos psamomatosos (AUCLAIR et al, 1996; ITO et al, 2009). O
componente epitelial do AP pode mostrar células com aspecto cuboidal,
basaloide, escamoso, fusiforme, plasmocitdide e, algumas vezes, com
citoplasma claro. Diferenciacdo sebacea e de células mucosas sao vistos
raramente (EVESON et al, 1985). As células mioepiteliais perdem sua forma
estrelada com prolongamentos longos e delicados, assumindo morfologia
angular, fusiforme, redonda, com nucleo excéntrico e citoplasma eosinofilo

hialinizado, lembrando células plasmocitdides (CHAU et al, 1989; ITO et al,



2009). Estas células tém sido indicadas como as responsaveis pela producdo
de matriz extracelular no AP (SKALOVA et al, 1992; ITO et al, 2009).

Aproximadamente 1/3 destes tumores mostram uma proporgdo quase
igual entre os componentes epitelial e mesenquimal (VEGARI et al, 2012).
Entretanto, Seifert et al. (1976) classificaram os AP em 4 tipos, baseado na
diferenciacao das células epiteliais, quantidade e natureza do estroma. O tipo |,
conhecido como classico, apresenta propor¢do equilibrada entre as células
epiteliais e o componente estromal (30-50% de estroma). No tipo I, chamado
de mixoide (rico em estroma), 80% do tumor é composto pelo estroma. O tipo
[l € denominado de celular (rico em células). O Tipo IV possui propor¢ao
semelhante ao tipo Ill, porém exibe diferenciagdo monomorfica do componente
epitelial.

O AP é tipicamente uma neoplasia encapsulada, bem circunscrita. No
entanto, esta capsula pode ser incompleta ou mostrar-se infiltrada por células
neoplasicas. A capsula incompleta € comumente encontrada nos tumores de
glandulas salivares menores (WEBB et al, 2001).

O tratamento do AP consiste nha sua completa remocéo cirdrgica. Nos
casos que afetam as glandulas menores, o tratamento consiste na remocao
cirargica com pequena margem de seguranca (AUCLAIR et al, 1996). Na casos
de AP situados no I6bulo superficial da parétida, pode ser realizado
parotidectomia superficial com pequena margem de tecido normal e
preservacdo do nervo facial, com resultados no indice de controle local em
torno de 95% (MENDENHALL et al, 2008). Nos casos em gue a neoplasia esta
localizada no I6bulo profundo da parétida, uma parotidectomia total €

recomendada (FORESTA et al, 2014). Quando afetam as glandulas



submandibulares, o tratamento deve ser a remogado da lesdo e da glandula

envolvida (ALVES et al, 2002).

O risco de transformacdo maligna do AP é pequeno, mas pode ocorrer
em cerca de 5% dos casos (AUCLAIR et al, 1996; WORLEY et al, 1997). O
risco tem sido relacionado com longo tempo de evolugéo, casos submetidos a
véarios procedimentos cirdrgicos, bem como histérico de diversas recorréncias
(TARAKJI et al, 2013). Microscopicamente, alguns aspectos tém sido
descritos como indicativos de maior risco de transformag&o maligna, tais como:
Atipia celular, aumento no numero de mitoses, hipercelularidade, invasdo da
capsula por células neoplasicas, hialinizacdo estromal intensa, calcificacbes
focais e necrose (TARAKJI et al, 2013). Entretanto, AUCLAIR (1996) apenas
consideram o estroma hialinizado e calcificacdes focais como preditores de
transformacao maligna. Biomarcadores da transformacdo maligna vem sendo
estudados e de acordo com Freitas et al. (2005) tanto p53 como c-erbB-2
parecem estar envolvidos nos estagios iniciais de transformacdo maligna do

AP.

Embora considerada uma neoplasia benigna, trés subtipos de tumor
misto maligno sdo descritos: (1) Adenoma Pleomorfico Metastatizante, no qual
tanto o tumor primario quanto a metastase apresentam caracteristicas
histolégicas de um tumor benigno; (2) Carcinoma Ex-Adenoma Pleomorfico
(CXAP), caracterizado pela transformacdo maligna do componente epitelial do
AP; e (3) Adenoma Pleomdérfico Maligno Verdadeiro, ou também chamado de
Carcinossarcoma, na qual tanto o tumor primario como as metastases
consistem de tumor de origem epitelial e mesenquimal (OLSEN et al, 2001). O

mais comum dentre esses é o CXAP, que representa cerca de 3,6% de todos



0s tumores de glandulas salivares e 11,7% dentre os malignos (OLSEN et al,

2001; ANTONY et al, 2012).

2.1.2 Carcinoma mucoepidermoide

O carcinoma mucoepidermoéide (CME) € uma neoplasia maligna epitelial
que representa cerca de 2,8 a 15,5% das NGS. Em alguns estudos, é
considerada a neoplasia maligna de glandulas salivares mais prevalentes,
correspondendo a cerca de 14,4% a 32,5% dessas lesdes (BARNES et al,
2005; BELLO et al, 2012; LUKSIC et al, 2011; FONSECA et al, 2012; WANG et
al, 2012; BJORNDAL et al, 2012). Aproximadamente 50% se originam em
glandula salivar maior, sendo a parotida o local mais acometido e o palato o
principal sitio intra-bucal (BARNES et al, 2005).

O CME pode acometer ampla faixa etaria, com pico de prevaléncia entre
a quarta e quinta décadas de vida (PIRES et al, 2004; OTOH et al, 2005;
RAPIDIS et al, 2007; FONSECA et al, 2012) e com discreta predilecdo pelo
género feminino (BRANDWEIN et al, 2001, BARNES et al, 2005; FONSECA et
al, 2012). Aproximadamente 60% dos pacientes afetados tém idade acima de
40 anos, com média de 45 anos no momento do diagnéstico (BARNES et al,
2005; FONSECA et al, 2012). Embora seja raramente observado nas primeiras
décadas de vida, é o tumor de glandula salivar mais comum em criancas e
adolescentes (HICKS et al, 2000; TRIANTAFILLIDOU et al, 2006; VEDRINE et
al, 2006; FONSECA et al, 2012).

Clinicamente, se apresenta como nddulo firme, de crescimento lento,
indolor, embora eventualmente possa estar associado a dor, paralisia e

ulceracéo superficial. CME localizados mais superficialmente podem exibir uma



coloragdo azulada-arroxeada e mimetizar lesbes de retengdo de saliva
(mucocele) ou lesdes vasculares. Aquelas lesbes que se desenvolvem proximo
ao tecido 6sseo podem causar eroséo superficial (BARNES et al, 2005).

A origem dos CME é incerta (CHAUDHRY et al, 1989; HASSANIN et al,
1989; LUNA, 2006), entretanto, dentre as diferentes teorias especulativas
guanto a histogénese das NGS, acredita-se que o CME seja derivado das
células de reserva dos ductos excretores (EVERSOLE, 1971; BATSAKIS,
1980; DARDICK et al, 1984; LOYOLA et al, 1998; ADAMS et al, 2013). Esta
hip6tese se baseia na teoria de que as células progenitoras do ducto excretor
seriam responsaveis pela formacdo de células escamosas, mucosas e
colunares, enquanto que as do ducto intercalado, pelas células acinares, do
ducto intercalado e estriado, e provavelmente também das células mioepiteliais
(EVERSOLE, 1971).

Histologicamente, os CME apresentam proporcdo variada de células
mucosas, ceélulas epidermdides, intermediarias, colunares e claras. A
guantidade de cada tipo celular e o arranjo arquitetural (cistico e sélido) varia
dentro de uma mesma neoplasia e influencia o grau de malignidade e o
comportamento biolégico da lesdo. Essa neoplasia € usualmente multicistica,
com areas de arranjo solido. Em alguns casos, porém, o componente sélido
pode ser o predominante (GOODE et al, 1998; SOBRAL et al, 2001; BARNES
et al, 2005; LUNA, 2006; NANCE et al, 2008). Os espacos cisticos séo
revestidos por células mucosas, células intermediarias cuboidais e basaldides
dispersas e, em menor quantidade, podem ser observadas células
epidermoéides poligonais que raramente formam pérolas de queratina. As

células mucosas sdao PAS e mucicarmin positivas e apresentam citoplasma



amplo, palido e nucleo deslocado para a periferia. Populacbes de células
claras, colunares e/ou oncociticas podem estar presentes e, ocasionalmente,
sdo proeminentes (JAHAN-PARWAR et al, 1999; BARNES et al, 2005;
KRISHNANAND et al, 2007). Invasao perineural, necrose, aumento do niumero
de mitoses e anaplasia celular sdo incomuns e, quando presente, indicam alto
grau de malignidade (AUCLAIR et al, 1992; GOODE et al, 1998; BARNES et
al, 2005). Ocasionalmente, pode ser vista capsula definida e, usualmente, o
tumor infiltra o parénquima da glandula adjacente.

Diversos sistemas e critérios de classificacdo (gradacéo) para os CME
foram descritos na literatura, sem existir um consenso. As classificacbes mais
utilizadas (AUCLAIR et al, 1992; GOODE et al, 1998) subdividem os CME em
trés graus de malignidade (baixo, intermediario e alto), baseado na proporcao
relativa dos principais tipos celulares, grau de invaséo, padrdo de invasao,
guantidade de mitoses, proporcao relativa de espacos cisticos em relacdo com
o grau de formacao solida, e invasado neural e vascular (LUNA, 2006). A
Organizacao Mundial da Saude (OMS) (BARNES et al, 2005), em sua ultima
publicacdo dos tumores de cabeca e pescoco, adota a gradacao histolégica do
CME acima descrita e que esta representada na Tabela 1. Esta subdivisdo tem
se mostrado util no estabelecimento da terapéutica e na avaliacdo do

prognostico desta neoplasia (SOBRAL et al, 2001).



Tabela 1. Caracteristicas morfologicas e gradacdo histopatolégica do

carcinoma mucoepidermdide (Barnes et al, 2005).

Caracteristicas Pontos
Componente intracistico <20% 2
Invasao neural 2
Necrose 3
Mitoses (4 ou mais/ 10 HPF) 3
Anaplasia 4

Grau de malignidade Pontos
Baixo 0-4
Intermediario 5-6
Alto 7 ou mais

HPF (High Power Fields)- Campo de maior aumento

Outro sistema de gradacdo comumente utilizado foi proposto por
BRANDWEIN et al (2001), semelhante ao sistema anteriormente descrito, e
pode ser observado na Tabela 2. Este sistema leva em consideracédo, além do
componente intracistico, invasdo neural, necrose e numero de mitoses,
também a invasao linfatica, vascular ou Ossea, padrdo de invasao e atipia
nuclear, o que pode conferir maior acuracia a gradacdo. Todavia, esses
critérios ndo podem ser aplicaveis em casos de bidpsias incisionais ou que
envolvam pequena quantidade de material, e atipia nuclear € uma
caracteristica incomum deste tipo de lesdo, independentemente do grau de

malignidade que possa apresentar.



Tabela 2. Sistema de Gradacgao proposto por Brandwein et al (2001) com

descricdo das caracterisitcas e pontos avaliados nos CME de glandulas

salivares.

Caracteristicas Pontos
Componente intracistico <25% 2
Padrao de Invasdo em pequenos ninhos e ilhas 2
Atipia nuclear pronunciada 2
Invaséo linfatica e ou vascular 3
Invaséo 0ssea 3
Acima de 4 mitoses/10HPF* 3
Extenséo perineural 3
Necrose 3

Classificacao Pontos
Grau | 0
Grau Il 2-3
Grau Il 4 ou mais

HPF*- High Power Fields (campos de maior aumento)

O CME pode exibir variavel agressividade biolégica correlacionada,
principalmente com o estadiamento clinico e grau histolégico de malignidade,
descrito anteriormente. Esses dois critérios tém sido tradicionalmente usados
na determinacdo do tratamento e avaliacdo do prognéstico dessa leséo
(NASCIMENTO et al, 1986; BRANDWEIN et al, 2001). O estadiamento clinico
do CME de glandulas salivares maiores baseia-se em dados como tamanho da

lesdo, envolvimento linfonodal e metastase (AUCLAIR, 1996) e estdo descritos



na Tabela 3. Este sistema foi criado para a avaliacdo de neoplasias malignas
em glandulas salivares maiores. Nos casos de neoplasias de glandulas
salivares menores, 0s principais critérios a serem considerados sao o tamanho
da lesé@o e localizagéo, pois o envolvimento linfonodal e metastase sdo menos

frequentes (TRIANTAFILLIDOU et al, 2006).

Tabela 3. Estadiamento proposto pela American Joint Committee on Cancer*

para neoplasias malignas de glandulas salivares.

Estadio Tumor Primario Doenca Doenca
Linfonodal Metastatica

Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio IlI T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Estadio IV Qualquer T N2 MO
Qualquer T N2 MO

Qualquer

categoria com T4
Qualquer

categoria com M1

*Dados modificados de Beahrs et al. (1988).



O tratamento de escolha para o CME €, até o momento, a ressec¢ao
cirdrgica, sendo a radioterapia uma importante associa¢do nos tumores de alto
grau. Cerca de 55% dos CME de alto grau provenientes de glandula salivar
maior e 80% nos originados em glandula salivar menor desenvolvem
metastases. Ja os tumores de baixo grau mostram metastases em 17% dos
casos e tem recorréncia em 9% destes. Desta forma, a radioterapia, apds uma
ampla excisdo cirargica do tumor, tem sido recomendada para CME de alto
grau de malignidade. Linfadenectomia e radioterapia adjuvante s&o indicadas
guando ha comprometidmento nodal cervical (AGULNIK et al, 2004; NANCE et
al, 2008).

Apesar do estadiamento clinico se mostrar importante, as caracteristicas
histopatolégicas tém sido mais relevantes na determinagdo do comportamento
do CME. A maioria dos pacientes tem bom progndstico; apenas 8% dos
pacientes morrem da doenca. O prognostico esta diretamente relacionado ao
estadiamento e ao grau histopatoldgico do tumor (GOODE et al,1998). A
variante tumoral de baixo grau geralmente apresenta bom progndstico, com
taxa de sobrevida em 5 anos de 76-95%. Por outro lado, CME de alto grau séao
agressivos, mostram comprometimento linfonodal e a taxa de sobrevida em 5
anos cai para 30-50% (GOODE et al, 1998; NANCE et al, 2008). Alguns CME
podem sofrer disseminacao que tipicamente ocorre para linfonodos e tecidos
moles adjacentes. Metastases a distancia sdo raras e, quando ocorrem, afetam
mais comumente pulméao, ossos e figado (ARAKAWA et al, 2008; LUNA, 2006).
Trabalhos recentes sugerem que a localizacdo do tumor, também, deve ser
considerada um fator prognéstico, jA& que tumores originados em regido

submandibular, mesmo de baixo grau, apresentam um curso mais agressivo,



demandando uma terapéutica mais radical (BARNES et al, 2005).
Interessantemente, quando criancas e adolescentes sao acometidos, o CME
exibe um comportamento clinico mais favoravel (da CRUZ PEREZ et al, 2004;
HICKS et al, 2000; GONCALVES et al, 2011).

Alguns trabalhos que tentaram estabelecer marcadores prognosticos
para o CME os relacionaram a gradacdo histolégica dos tumores. Os
resultados destes estudos revelaram expressao aumentada das proteinas Ki-
67, p53 e antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) associados aos CME
de alto grau de malignidade (NGUYEN et al, 2003; PIRES et al, 2004,
TRIANTAFILLIDOU et al, 2006; VACCHI-SUZZI et al, 2010). Inversamente,
altos indices de antigeno carcinoembrionario (CEA) e bcl-2 foram relacionados
a neoplasias de baixo grau de malignidade (PIRES et al, 2004; JANJUA et al,

2013).

2.1.3 Carcinoma adenoide cistico

O carcinoma adendide cistico (CAC) é definido pela OMS como uma
neoplasia basal6ide que se caracteriza pela presenca de células epiteliais e
mioepiteliais com varios arranjos morfoldgicos, incluindo o padrao tubular,
cribriforme e solido. O CAC corresponde a cerca de 10% de todas as
neoplasias malignas de glandulas salivares (BARNES et al, 2005). 55% desses
tumores sdo encontrados nas glandulas maiores (principalmente na parétida e
glandula submandibular) e 45% nas glandulas salivares menores (AUCLAIR,
1996).

Representa cerca de 30% das neoplasias epiteliais de glandulas

salivares, sendo observado, preferencialmente, em palato, seguido pela lingua,
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mucosa jugal, mucosa labial e assoalho bucal (da CRUZ PEREZ et al, 2004,
ITO et al, 2005; da CRUZ PEREZ et al, 2006a; PIRES et al, 2007; FONSECA
et al, 2012).

ITO et al. (2005) realizaram um levantamento das neoplasias que
afetavam as  glandulas salivares maiores e menores numa amostra
proveniente de uma populacéo brasileira. Do total de 496 casos, o CAC foi a 42
neoplasia mais frequente, correspondendo a 7,9% do total. Dentre as malignas,
foi a 22 mais comum, correspondendo a 24,2% dos casos diagnosticados. Em
outro estudo, FONSECA et al. (2012) avaliaram 493 neoplasias de glandulas
salivares. Deste total, 22 casos foram diagnosticados como CAC,
representando 4.4% de todas as neoplasias e 17.7% dentre as malignas.

Com relacdo a idade dos pacientes acometidos pelo CAC, a maior
incidéncia foi verificada na quinta década de vida, sendo incomum em jovens
(AUCLAIR et al, 1996; RAPIDIS et al, 2005; LOYOLA et al, 1995; da CRUZ
PEREZ et al, 2004; MOUKARBEL et al, 2008; FONSECA et al, 2012). Ja com
relacdo a distribuicdo desta neoplasia por género, a literatura ndo apresenta
um consenso (NASCIMENTO et al, 1986; VAN DER WAL et al, 2002;
RAPIDIS et al, 2005; MOUKARBEL et al, 2008; FONSECA et al 2012).

Clinicamente, estas neoplasias se apresentam como lesdes nodulares,
de crescimento lento e persistente, podendo apresentar infiltracdo tecidual e
dor (NASCIMENTO et al,1986; RAPIDIS et al, 2005; da CRUZ PEREZ et al,
2006 YURUT-CALOGLU et al, 2007). Alguns casos de CAC em parotida podem
apresentar paralisia facial, sendo este um indicativo de pior prognostico (da
CRUZ PEREZ et al, 2006a; da CRUZ PEREZ et al, 2006b). Invaséo perineural,

metastases a distancia (principalmente envolvendo pulmao, ossos, figado e



cérebro) e recorréncias multiplas ja foram relatadas para essa neoplasia
(KOKEMUELLER et al., 2004; RAPIDIS et al, 2005; da CRUZ PEREZ et al,
2006a).

Os aspectos histopatolégicos do CAC demonstram a participacdo de
dois tipos celulares principais: as células epiteliais ductais (luminais); e as
células mioepiteliais (ndo luminais), com predominancia destas Ultimas
(RAPIDIS et al, 2005). As células podem se arranjar em diferentes padrbes
morfologicos, sendo classificados em padrao cribriforme, tubular e sélido.
Usualmente, existe uma combinacdo destes padrdes e a neoplasia é, entdo,
classificada com base no padrao predominante (RAPIDIS et al, 2005).

O padréo cribriforme é a variante mais comum e se caracteriza por ilhas
de células neoplasicas pequenas e cuboidais de aspecto basal6ide, mostrando
um nucleo angulado, pequeno, escuro, com citoplasma escasso, delimitando
espacos cisticos cilindromatosos. Estes espacos cisticos contém material
mucoide e/ou hialinizado. O tipo tubular € composto por células neoplasicas
formando multiplos ductos de pequeno calibre ou tubulos envoltos por estroma
hialino. O padréo sélido € o menos comum e se caracteriza por ilhas epiteliais
solidas uniformemente basaloides, com areas de necrose central. As células
sdo pequenas, basofilicas e hipercromaticas, com nucleo densamente granular
e raras figuras mitoticas. Esta variante apresenta o pior progndstico clinico
(CLEVELAND et al, 1990; BHAYANI et al, 2012; FUJITA et al, 2012). O
estroma geralmente € hialino e as invasbes neurais e 0sseas Sao
relativamente comuns (AUCLAIR et al, 1996; BARNES et al, 2005).

O CAC néo é encapsulado e apresenta tendéncia de recorréncia local e

metastase, mesmo apos o tratamento. Dentre os pacientes diagnosticados com



CAC, cerca de 80%-90% morrem num periodo de 10-15 anos apds esse
diagnéstico, em fungdo do alto indice de recidiva e metastase (MARCINOW et
al, 2013). MATSUBA et al. (1986) reportaram taxa de recorréncia de 18% em
uma série de 71 pacientes seguidos por um periodo de 15 anos. SPIRO et al.
(1997) mostrou uma taxa de insucesso no tratamento de 62%, sendo que 38%
desses ocorreram devido as metéstases.

As caracteristicas histopatolégicas do CAC tém sido correlacionadas a
sua evolucdo. O padrdo tubular apresenta o melhor prognéstico, seguindo
para o padrdo cribriforme. O padrdo sélido apresenta o pior prognéstico.
Além do padrao histopatoldgico, outros fatores progndsticos incluem tamanho
(T), localizacdo anatdbmica, presenca ou auséncia de metastases (M) no
momento do diagnostico, invasdo do nervo facial, e condicdo da margem
cirargica (BATSAKIS et al, 1990; QING et al, 2006; KO et al, 2007; AGARWAL
et al, 2008; BIANCHI et al, 2008; MARCINOW et al, 2013).

O tratamento do CAC evolve a reseccdo cirugica com margem de
seguranca seguido, em alguns casos, de radioterapia. Nos casos de recidivas,
as opcoes de tratamento sdo limitadas, tanto pela morbidade, como baixa
resposta a novas intervencdes cirurgicas e radioterapia. A resposta desse
tumor frente a quimioterapia tem sido baixa (BARNES et al, 2005; LEIVO et al,

2005; ADELSTEIN et al, 2012; BELL et al, 2012).

2.1.4 Carcinoma de células acinares
O carcinoma de células acinares (CCA) é uma neoplasia maligna
epitelial rara cujas células exibem diferenciacdo acinar serosa ou mucosa.

Corresponde a uma faixa de 7 a 17% das neoplasias malignas de glandula



salivar. A parétida € o local mais acometido (90% dos casos), seguido pelas
glandulas salivares menores (principalmente da mucosa jugal e palato). Afeta,
principalmente, adultos na 5% década de vida (abrangéncia geral de 3 a 90
anos), com uma predilecdo mulher/homem de 2:1 (INOUE et al., 1984;
GUIMARAES et al, 1989; HOFFMAN et al,1999; ORVIDAS et al, 2000; AL-
ZAHER et al, 2009; MUNTEANU et al, 2012). Depois do carcinoma
mucoepidermdide, o carcinoma de células acinares é o tumor maligno de
glandula salivar mais frequente em criancas, assim como € o mais frequente a
apresentar bilateralidade (EVESON e CAWSON, 1985; SPIRO, 1986; ELLIS et
al, 1991; NAPIER et al, 1995; JIA et al, 2012; Durand et al, 2013;).
Histologicamente, o CCA € formado por dois tipos basicos de células: as
células serosas acinares e as células intercalares. As células acinares séo
grandes, poligonais, com citoplasma granular basofilico e nucleo excéntrico. O
citoplasma contem granulos de zimogénio (BARNES et al, 2005). Estas células
sdo PAS e mucicarmin positivas (CHAUDHRY et al,1986). As células
intercalares sdo pequenas, cuboidais, eosinofilicas a anfofilicas, com o ndcleo
centralizado e circundado por um espaco luminal de tamanho variavel. Células
vacuolizadas, claras e glandulares ndo especificas também sdo descritas. As
células vacuolizadas contém vacuolos citoplasmaticos que variam de tamanho
e numero; as células claras sdo similares em tamanho e aparéncia com as
células acinares, mas o citoplasma néo € corado; ja as células glandulares néo
especificas sdo redondas a poligonais, anfofilicas a eosinofilicas, com nucleo
redondo e bordas celulares pobremente demarcadas. As figuras de mitose séo

raras (SAITO et al, 1989).



O CCA pode exibir varios padrbes histologicos. Sao eles: sdlido,
microcistico, cistico-papilar e folicular. No padrdo sdlido, as células tumorais
encontram-se arranjadas em ilhas, nédulos ou agregados. No padrédo
microcistico, sdo observados numerosos espagos pequenos, mas de tamanho
variavel. O padrao papilar-cistico é caracterizado por cistos proeminentes e
grandes espacos cisticos que sao parcialmente preenchidos com proliferacdes
papilares. No padrao folicular, multiplos espacos cisticos revestidos por células
epiteliais sdo preenchidos por material proteinaceo eosinofilico, que produz
aparéncia semelhante a um foliculo da tiredide (DRUT e GIMENEZ, 2008).
Embora um dnico tipo celular e um Unico padrdo de crescimento
frequentemente predominem, em alguns casos pode ser observada uma
combinacdo de tipos celulares e dos padroes de crescimento. Os padroes
soélido/lobular e microcistico sdo os mais frequentes, seguidos dos padrdes
papila-cistico e folicular (ELLIS e CORIO, 1983; LEWIS et al,1991). Entretanto,
os padrdes microscopicos parecem nao influenciar no prognéstico (BARNES et

al, 2005).

O tratamento de escolha do CCA € a ressecc¢ao cirargica com margem
de seguranca, sendo curativo na grande maioria dos casos. Estudos
demonstram recorréncia em 35% dos casos e metastases em 16%. Mdltiplas
recorréncias e metastases em linfonodos indicam pior prognostico. A presenca
de mitoses atipicas, necrose focal, invasdo neural, pleomorfismo, infiltracdo e
hialinizacdo do estroma estdo associados a neoplasias mais agressivas e com
pior prognostico. Usualmente, as neoplasias localizadas na glandula

submandibular sdo mais agressivas em comparacao aquelas que acometem as



glandulas salivares menores (LEWIS et al,1991; BARNES et al, 2005;

TRIANTAFILLIDOU et al, 2010 ).

A marcacdo de Ki-67 tem se mostrado um importante preditor do
comportamento biol6gico nos CCA. Nos casos de CCA com marcacao de Ki-67
abaixo de 5% das células tumorais tem sido associados com auséncia de
recorréncia enquanto que os pacientes com mais de 10% de células marcadas
apresentam  comportamento  desfavoravel (SKALOVA et al,1994;

TRIANTAFILLIDOU et al, 2010)

2.2 HGF/c-MET

Atualmente, existe uma vasta literatura relatando o papel dos fatores de
crescimento e seus receptores na ativagcdo das vias de sinalizacéo
intracelulares envolvidas na regulacdo da diferenciacdo, sobrevivéncia,
metabolismo, mobilidade e crescimento celular nos diferentes tipos de cancer.
Isto, porque a desregulacdo dos fatores de crescimento, de seus receptores e
das diversas vias de sinalizacdo sao responsaveis pela aquisicdo do fenétipo
maligno, da capacidade de invasdo e metastase dos tumores malignos (LESKO
e MAJKA, 2008; COHEN et al, 2011; ALYASIRI et al, 2012; SNIETURA et al,
2012; LAUXEN et al, 2013). Estes estudos sao fundamentais para
compreender a patogénese do cancer, identificacdo de marcadores biolégicos
de progressao tumoral e para o desenvolvimento de terapias alvo especificas

gue atuem na regulacéo dessas vias.

Nos ultimos anos, uma atencao especial tem sido dada aos mecanismos
moleculares envolvidos no crescimento e invasdo dos tumores dependentes da

via de sinalizacao do fator de crescimento de hepatocito (HGF) e seu receptor



c-MET, porém poucos estudos foram encontrados em NGS (TSUKINOKI et al,

2003; HARA et al, 2006; HARA et al, 2008; ACH et al, 2013).

O HGF, também conhecido como fator de disperséo, foi identificado
inicialmente em 1984 como um fator hepatotréfico capaz de estimular a sintese
de DNA e a proliferacdo de cultura primaria de hepatdcitos (NAKAMURA et al,
1984). O HGF é uma molécula heterodimérica composta por uma cadeia a de
99kDa e uma cadeia 3 de 34kDa (MATSUMOTO et al, 2008). Ele é produzido
por células mesenquimais, como fibroblastos, e é secretado numa forma inativa
chamada de pro-HGF. Em condicbes de doenca, o pro-HGF pode ser
convertido, por enzimas especificas como a u-PA, em HGF maduro, que vai ser
entregue aos sitios lesados pela via paracrina e enddcrina (MIZUNO e
NAKAMURA, 2013), atuando predominantemente sob células epiteliais e
endoteliais que expressam 0 seu receptor tirosina-quinase, c-MET

(BIRCHMEIER et al, 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Processo de producdo do HGF. Fonte: MIZUNO e NAKAMURA,

2013.

Nos anos 80, o MET, um oncogene localizado no sétimo cromossomo
(7921-931) em humanos, foi identificado em uma linhagem de células de
sarcoma osteogénico, e o isolamento da sequéncia completa deste proto-
oncogene revelou que ele seria responsavel por codificar um receptor tirosina
quinase conhecido como c-MET (COOPER, 1992, DEAN et al, 1985,
PESCHARD et al, 2007). Apenas em 1991, Bottaro et al, identificaram que o c-
MET poderia representar um receptor para o HGF. Este receptor é
heterodimero de 190 KDa e é formado por duas unidades dissulfidicas ligadas:
uma cadeia alfa extracelular de 50KDa e uma cadeia beta transmembrana de
140 KDa, mostrando atividade tirosina quinase (COOPER, 1992). Esta via
apresenta papel essencial em processos fisioldgicos, sendo responsavel por

codificar proteinas envolvidas na sobrevivéncia, crescimento e migracdo em



diferentes células e tecidos (SCHIMIDT et al, 1995; UEHARA et al, 1995;

BLADT et al, 1995).

Ha uma diversidade notavel de respostas celulares que sucedem a
ativacao do c-MET (Tabela 4). Isto se deve as vias de sinalizacdo distintas que
podem ser ativadas e a sua cooperagdo com outros sistemas de sinalizacao
(GEHARDI et al, 2012). Atualmente, sabe-se que o HGF secretado pelas
células mesenquimais possui um papel importante no crescimento invasivo de
tumores (TRUSOLINO e COMOGLIO, 2002; MIZUNO e NAKAMURA, 2013).
Isto, porque o HGF pode integrar as respostas biolégicas aparentemente
independentes que constituem o programa de crescimento invasivo, tais como
dissociagdo de células, TEM, invasdo da MEC, motilidade e sobrevivéncia,
ativando um conjunto especifico de vias de sinalizagdo (DE HERDT e

BAATENBURG DE JONG, 2008).

A ligacdo HGF/c-MET causa uma multimerizacéo, fosforilacéo e ativacéo
catalitica que recruta proteinas adaptadoras como a GAB-1,SHC e c-Chl. A
formacéo desses complexos estimula vias de sinalizacao diferentes, tais como:
RAS/MAPK, PI3K/Akt, FAK (quinase de adeséao focal), STAT 3/5, RAC/RHO,
PLC-g (fosfolipase Cg), c-src, SHP2 e CRKL, que sdo essenciais para a
regulacdo do crescimento, sobrevivéncia, motilidade, invasdo e modificacbes
no citoesqueleto das células tumorais (FURGE et al, 2000) (Figura 2). Diversos
estudos realizados tanto em animais quanto em humanos tém mostrado que
além da mutacdo do MET, a super-producdo de HGF leva a desfechos
oncogénicos através da ativacdo de vias moleculares ligadas ao c-MET, como

descritas na tabela 4.



Embora outros receptores tirosina-quinases possam sinalizar utilizando
essas mesmas vias (RAS/MAPK, PI3K/Akt, FAK, STAT 3/5, RAC/RHO, PLC-g,
c-src, SHP2 e CRKL) a sinalizagdo c-MET dependente é distinta das demais
devido: (1) a presenca de um unico sitio de ancoragem multi-substrato na
regido C-terminal do receptor; e (2) a sinalizacdo através de uma proteina
adaptadora unica para c-MET, chamado Gab-1, que tem sido demonstrada
como a principal mediadora biolégica da sinalizacdo MET-dependente
(PONZETTO et al, 1994; WEIDNER et al, 1996; SACHS et al, 2000). A
sinalizacdo dependente do tempo e a regulacdo espacial do complexo c-MET é
diferente de outros receptores tirosina-quinases, sendo elementos essenciais
para distinguir a sinalizagéo c-MET e sua funcgéo biolégica em relagdo a outros
receptores. Uma faceta adicional Unica da sinalizacdo da via do c-MET ¢é a
interacdo com os complexos de adesdo FAK e ndo quinases, tais como as
integrinas B4, CD44, e semaforinas, o que torna ainda mais complexa a

regulacéo da funcéo da célula por este receptor.



Figura 2. Via de sinalizacdo HGF/c-MET. Fonte: PIRKER e POPPER, 2007.



Tabela 4. Efeitos biolégicos do HGF nas células intra-tumorais. Adaptado de

MIZUNO e NAKAMURA, 2013.

Células alvo Efeito Mecanismo envolvido Referéncia
Crescimento Ativacédo de B-catenina, Src, RAS Giordano et al, 2000;
Nakaigawa et al, 2000
Lin et al, 2012
Dissociacao Ativacdo de [B-catenina e caderina Miura et al, 2001
endocitose Kimura et al, 2006
Migracéo Ativacdo do cdc42-rac-PAK Royal et al, 2000;
Células
_ Invasdo da MEC Inducéo de MMP Parr et al, 2001
tumorais
Suspensao da apoptose Ativacdo da PI3K-AKT Li et al, 1998;
Via integrina-CD151 Jiang et al, 2001
Zeng et al, 2002; Franco
et al, 2010
Metastase Aumento de CXCR4 Huang et al, 2012; Tu et
Aumenta resposta para SDF1 al, 2009
Células
vasculares
Endotélio Mitogeneses Ativacdo da ERK1/2 Bussolino et al, 1992;
Kuba et al 2000
Adeséao das cels tumorais Envolvimento da Integrina-4 Royal et al, 2000; Parr et
al, 2001
Permeabilidade Regula¢éo da ocludina Jiang et al, 1999
Migracéo Ativacao da PI3K-AKT Nakamura, Minuzo 2010
Pericitos
Células
imunes
Células
dendriticas Efeito tolerogenico Balan¢o de TH1<< TH2 Rutella et al, 2006
Linfécitos T Anti-proliferacéo Reducéo de INF-y Nakamura, Minuzo 2010




A expressdo aumentada de HGF/c-Met tem sido observada em uma
gama de neoplasias, como a de tirebide (RUGGERI et al, 2010; RUGGERI et
al, 2012; KOO et al, 2014), colorretal (MOORE et al, 2009; MATSUI et al, 2010;
SHOJAEI et al, 2012; MATSUMURA et al, 2013; SAMAME PEREZ-VARGAS
et al, 2013), estbtmago (AMEMIYA et al.,, 2010; GRAZIANO et al., 2011;
TOIYAMA et al., 2012; AMEMIYA et al., 2013) préstata, mama (KANG et al,
2003; LOCATELLI et al, 2012; LINDEMANN et al, 2007), pulmdo (NAVAB et al,
2009; TRETIAKOVA et al, 2011; SCAGLIOTTI et al, 2013; OZASA et al, 2014)
e de cabeca e pesco¢co (MARSHALL e KORNBERG, 1998; CHEN et al, 2004;
BELLO et al, 2010; BRUSEVOLD et al, 2010; KIM et al,2010; LIM et al, 2012).
A elevacdo da imunomarcacdo de HGF/c-MET tem sido associada com pior
prognostico de neoplasias, radioresisténcia, diminuicdo de sobrevida,
resisténcia a apoptose e aumento de metastases (LESKO e MAJKA, 2008).
Tendo em vista que a ligacdo HGF/c-MET desempenha papel importante na
formacédo, progressédo, e disseminacao de varios tipos de neoplasias malignas
epiteliais estas proteinas tem sido um alvo terapéutico promissor para essas
doencas. Além disso, estudos prévios sugerem que HGF/c-MET podem ser
biomarcadores para neoplasias epiteliais malignas e ter um papel importante
na carcinogenese humana. Entretanto, poucos trabalhos foram encontrados em
CEC de cabeca e pescoco (CHEN et al, 2004; VARGAS et al, 2008a; VARGAS
et al, 2008b; BELLO et al, 2010; BRUSEVOLD et al, 2010; KIM et al, 2010; LIM
et al, 2012) e em neoplasias de glandulas salivares (SUZUKI et al, 2003;
KLOSEK et al, 2005; HARA et al, 2006; HARA et al, 2008; DE HERDT et al,

2008; BRUSEVOLD et al, 2010; ACH et al, 2013).



Poucos estudos foram conduzidos avaliando o papel da via de
sinalizacdo HGF/c-Met em glandulas salivares normais e NGS. Estudos
realizados em glandulas salivares em desenvolvimento demostraram que o
HGF estd expresso nas células epiteliais luminais, sendo responsavel pela
morfogénese dos ductos (AMANO et al, 1994; IKARI et al, 2003). Em glandulas
salivares de adultos, a expressdo de HGF se mantém nas células luminais,
sendo que h& auséncia de marcacdo nas células acinares e mioepiteliais
(TUSKINOKI et al, 2003). Embora os resultados deste estudo parecam estar de
acordo com os resultados encontrados nos trabalhos prévios com glandulas

salivares em desenvolvimento, € importante ressaltar que a amostra deste

trabalho foi composta por glandulas salivares adjacentes a NGS.

Alguns trabalhos foram realizados em cultura celular de NGS com o
objetivo de avaliar o papel da via HGF/c-Met no desenvolvimento destes
tumores. A expressado do HGF e seu receptor c-Met foram avaliadas em cultura
de carcinoma adenoide cistico através de PCR por Suzuki et al. (2003). Apenas
o0 c-Met foi expresso pelas células estudadas e a estimulacdo com HGF foi
capaz de induzir a invasividade destas células. Hara e colaboradores
conduziram dois estudos (2006; 2008) em cultura de carcinomas de glandulas
salivares, avaliando a expressdo de c-Met relacionada a hipoxia e
posteriormente se a expressdo de c-Met estava relacionada com diferentes
formas fosforiladas da proteina Akt. Ambos os estudos utilizaram western blot
como metodologia para avaliar a expressao protéica. Os autores concluiram
gue a hipoxia é capaz de ativar a via do HGF/c-Met e parece estar envolvida na
invasividade dos tumores estudados. Ainda como conclusdes, propuseram que

este potencial de invasividade estaria relacionado com a ativacao de diferentes



isoformas da proteina Akt. E importante ressaltar que em ambos os trabalhos a
expressdo de HGF nao foi avaliada e nao foi utilizado um anticorpo especifico
para a forma fosforilada do c-Met, prejudicando assim a interpretacdo dos

resultados.

Em relacdo aos trabalhos utilizando imunoistoquimica, Suzuki et al.
(2003) estudaram a expressao de HGF e c-Met em 15 casos de carcinomas
adenoide cistico. Como resultado, mostraram que todos o0s casos
apresentaram expressao luminal para HGF e 10 casos apresentaram
expressao de c-Met nas células mioepiteliais. Tuskinoki et al. (2003) avaliaram
apenas a expressdao de HGF em NGS benignas (n=61) e malignas (n=60)
através de imunoistoquimica e hibridizac&o in situ. A expressdo de HGF foi
maior em tumores benignos quando comparada aos tumores malignos e nao

teve correlacdo com os desfechos clinicos.

Furuse et al. (2010) avaliaram a expressdo imunoistoquimica de
diferentes fatores de crescimento e seus receptores, dentre eles o HGF e c-
Met, em uma amostra de 10 carcinomas ex-adenoma pleomorfico e 4
adenomas pleomoérficos. O HGF apresentou um padrdo de expressao
semelhante nas células epitelais malignas e nas células luminais dos tumores
benignos, enquanto que o c-Met teve maior expressao nas células epiteliais
malignas. Ach et al. (2013) avaliaram a imunomarcacdo de c-Met em 226
pacientes com carcinomas de glandulas salivares, além de realizar hibridizacao
in situ para avaliar aberracdbes no MET, EGFR e PTEN. Os resultados
imunoistoquimicos ndo mostraram nenhuma associacdo da expressdo de c-

Met com os parametros clinicopatolégicos estudados, entretanto ganhos e



perdas gendmicas na atividade do Met tiveram correlacdo com o crescimento

agressivo dos tumores, metastase regional e pior sobrevida dos pacientes.

Todos os trabalhos aqui apresentados que avaliaram o c-Met através de
imunoistoquiminca nao utilizaram o anticorpo que detecta o receptor na sua
forma fosforilada. Além disso, apenas um dos trabalhos comparou amostras
representativas de tumores benignos com malignos, entretanto este estudo
apenas avaliou a expressao de HGF (TUSKINOKI et al, 2013). Outro ponto
importante é que faltam estudos que avaliem a expressdo imunoistoquimica
desta via e que correlacionem os resultados com parametros clinicopatoligicos,

especialmente relacionados ao prognaostico das lesdes.

Embora em NGS o papel desta via ainda ndo esteja completamente
elucidado, em outras neoplasias, como de carcinomas de pulméao e tiredide,
sua significancia e relacdo com diferentes desfechos oncogénicos esta
amplamente esclarecida, fazendo com que houvesse um crescimento no
estudo de novas drogras que possuem esta via como alvo. Estas drogas
podem atuar exclusivamente no HGF ou no seu receptor c-Met, e tém
demonstrado resultados promissores em ensaios clinicos de fase Il em
tumores de pulméo e tiredide, e em ensaios fase Il de tumores de cabeca e
pescoco (SEIWERT et al, 2013) (www.vai.org/metclinicaltrials). Tanto estudos
in vitro quanto ensaios clinicos tém demonstrado que céanceres com
amplificacdo do gene MET s&o mais sensiveis a inibidores de c-Met, entretanto
novas evidéncias sugerem que certas drogas possuem acdo citotdéxica nas
células tumorais, tanto dependentes quanto ndo dependentes da via c-Met

(KATAYAMA et al, 2013).


http://www.vai.org/metclinicaltrials

2.3 AKT

A via do HGF/c-MET ativa, entre outras, a via do PI3K/Akt . A proteina
Akt é uma serina/treonina quinase de 59 kDa e é também conhecida como PKB
(proteina quinase B), produto do oncogene v-akt (NICHOLSON e ANDERSON,
2002; FRESNO VARA et al, 2004). As diferentes isoformas da proteina Akt
(Akt1/2/3) compartiiham mais de 80% da identidade sequencial dos
aminoacidos. As proteinas possuem um dominio PH (do ingles pleckstrin
homology) com cerca de 100 aminoacidos na regido N-terminal, responsavel
pela ancoragem na membrana, seguido por um dominio catalitico, e uma

regiao regulatéria C-terminal (Figura 3) (NICHOLSON e ANDERSON, 2002).
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Figura 3 - Estrutura da variante 1 da proteina Akt. Importantes residuos
contidos dentro dos dominios catalitico (Thr308) e regulatério (Sr473). Fonte:

MARQUES 2007.

Sob ativacdo, o receptor de fator de crescimento ativa a subunidade
cataliica do PI3K (pl10) via recrutamento da subunidade reguladora
correspondente (p85) ou via ativacdo do Ras, o qual ativa diretamente p110. O
p110, por sua vez, fosforila o fosfoinositideo (PI) na posicado D3 do anel inositol,

gerando PIP3. A unido do PIP3 ao dominio PH da proteina Akt representa um



passo essencial e limitante na sua ativagdo, pois esta unido promovera a
translocacdo do Akt para a membrana plasmatica, onde sera fosforilada pelas
proteinas PDK1, no residuo Thr 308, e pela PDK2, no residuo Sr 473 (Figura
3). A fosforilacdo destes sitios é fundamental para completa ativacdo da

proteina Akt (Hay, 2005).

Figura 4 — Mecanismo de ativacdo e principais alvos envolvidos na via de
sinalizacdo da proteina Akt responsaveis pela inibicdo da apoptose e

proliferacédo celular.Fonte: MARQUES 2007.

Uma vez ativada, a proteina Akt pode atuar, por exemplo, sobre alguns
substratos principais, promovendo: (1) ativacdo da proteina IKKa, que inibe a
IkB, provocando a liberacdo de NFkB (DATTA, BRUNET, GRENNBERG, 1999;
JOYCE et al, 1999); (2) ativacao da proteina mTOR (FINGAR et al, 2004); (3)
sobrevivéncia celular, através da inibi¢cao (fosforilagéo) das proteinas Caspase-
9 e Bad, que apresentam atividade pro-apoptética (DATTA, BRUNET,
GREENBERG, 1999; JOYCE et al, 1999); (4) inibicdo da quinase de GSKS,

responsavel, entre outras funcbes, pela estabilizacao da [B-catenina no



citoplasma (LIANG e SLINGERLAND, 2003); (5) inibicdo de fatores de
transcricdo da familia forkhead, levando a diminuicdo de p27, por exemplo
(MEDEMA et al, 2000) e (6) estimulando a produgdo de metaloproteinases
(THANT et al, 2000).

A regulacdo inapropriada da via PI3K/Akt tem sido associada a
tumorigénese em diversas neoplasias (ZHANG et al, 2007; CHANG et al,
2013). Esta associacao é resultado da grande variedade de funcbes exercidas
pela Akt, através da interacdo com diferentes substratos, como ja citado
anteriormente. A superexpressao da proteina Akt esta relacionada com a
hipersensibilidade a niveis normais de fatores de crescimento, insensibilidade a
sinais responsaveis pela parada do crescimento, inibicdo da morte celular
programada, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invaséo
tecidual e metastase (TESTA e BELLACOSA, 2001; MURUGAN et al, 2013).

O papel da ativacdo da via do Akt em carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco esta bem descrito na literatura. Sabe-se que a ativacéo da
proteina Akt € um evento precoce no processo de carcinogénese (MOLINOLO
et al, 2007) e a sua ativacdo persistente contribui para a manutengdo do
fendtipo alterado das células (AMORNPHIMOLTHAN et al, 2004). Em NGS,
pesquisas vém sendo realizadas para elucidar o papel desta via no processo
de tumorigénese, além de buscar correlacionar sua ativacdo com diferentes
desfechos clinicos.

Diversos estudos foram realizados focando o papel desta via
especificamente em carcinomas adenoide cisticos. Trabalhos em cultura
celular demonstraram uma superexpressao da proteina Akt neste tumor (de

LIMA et al, 2009) e que a sua ativacdo esta relacionada com a capacidade de



invasdo (HARA et al, 2008) e evasao dos fen6menos de apoptose (SUN et al,
2010). Além disso, trabalhos que utilizaram imunoistoquimica foram capazes
de identificar que a maior expressdo da forma fosforilada da Akt esta
relacionada com um maior risco de recidiva (VOLKER et al, 2009).

Marques et al. (2008) encontraram uma superexpressao de Akt
fosforilada em adenomas pleomérficos e mioepiteliomas, enquanto que Suzuki
et al. (2012) encontraram que 51% dos casos estudados de carcinomas de
glandulas salivares (24 / 47) apresentavam expressdo de Akt fosforilada.
Nenhuma analise de correlacdo com parametros clinicos foi realizada em
ambos os estudos. Ja o estudo de Ettl et al. (2012) realizou esta correlagcéo
avaliando 272 pacientes com NGS. Os resultados demonstraram que a
marcacgao citoplasmatica da Akt fosforilada esta relacionada com maior grau de
malignidade e pior sobrevida, enquanto que a marcacdo nuclear esta
relacionada com auséncia de metastase regional e, consequentemente, melhor

prognostico.

Os trabalhos realizados com a via de sinalizagdo da Akt em NGS,
apesar de avaliarem em sua grande maioria a proteina na sua forma
fosforilada, o que ja representa uma metodologia mais criteriosa, falham na
comparacdo da expressdo de Akt em neoplasias benignas e malignas,

principalmente na sua correlacdo com parametros clinicos.

2.4 Ki-67
Independente de sua causa primaria, as neoplasias se caracterizam por
apresentar distirbios no controle da proliferacdo celular, o que leva a

instauracdo de massas tumorais (RABENHORST et al, 1994). Métodos de



deteccdo e quantificacdo de células em proliferagcdo constituem parametros
importantes em neoplasias, pois apresentam relacdo com a ocorréncia de
metastases, recorréncia além de servir como importante fator progndstico
(BRENNER et al, 2009).

Entre os métodos capazes de detectar células em proliferacdo, a técnica
imunoistoquimica utilizando o anticorpo monoclonal Ki-67 tem sido amplamente
aceita e utlizada. Isto, porque a proteina Ki-67 é um conhecido marcador
biolégico de proliferagdo celular. Seu nome é uma derivacdo da cidade de
origem (Kiel, Alemanha) e do nimero da placa onde seu clone foi cultivado (672
placa). A Ki-67 foi descoberta por Gerdes et al., em 1983, no nucleo de células
de linfoma de Hodgkin, da linhagem L468. A proteina possui cerca de 395 KDa,
e € produzida por um gene localizado no braco longo do cromossomo 10
(10g25). O anticorpo anti a proteina Ki-67 reage com um antigeno nuclear que
€ expresso durante as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas
nao durante GO (GERDES et al, 1983). O Ki-67 nédo € expresso em células
qguiescentes e durante processos de reparo de DNA, constituindo assim um
antigeno estritamente relacionado ao ciclo celular (SCHLUTER et al, 1993).

O Ki-67 esta localizado predominantemente no cértex nucleolar e nos
componentes fibrilares densos do nucléolo durante a interfase, ao passo que
durante a mitose torna-se associada com a periferia dos cromossomos
condensados (VERHEIJEN et al, 1989b; ISOLA et al, 1990). Tem sido sugerido
que a proteina Ki-67 é associada com a matriz nuclear (VERHEIJEN et al,
1989a), com pré-ribossomos (ISOLA et al, 1990) ou com o DNA das células
durante a interfase, assim como com o cromossomo de células mitdticas

(VERHEIJEN et al, 1989).



Apesar da capacidade do antigeno Ki-67 identificar células nas fases
ativas do ciclo celular estar completamente aceita e de ele ser amplamente
utilizado para avaliar a capacidade proliferativa de neoplasias, sua exata
funcdo celular permanece incerta (STARBORG et al, 1996). Trés possiveis
papéis durante a mitose tém sido sugeridos: envolvimento na condensacao e
descondensacédo de cromossomos; protecéo e estabilizacdo de cromossomos;
ou envolvimento no mecanismo de distribuicdo simétrica de proteinas
nucleolares entre as células-filhas (STARBORG et al, 1996).

Diversos estudos relacionam a expressdo de Ki-67 com o
comportamento clinico das neoplasias, prognostico e com a sobrevida dos
pacientes. Nas neoplasias de cabeca e pescoco, altas expressdes de Ki-67
estao relacionadas a prognoésticos ruins e baixas taxas de sobrevida (SILVA
et al, 2004; RODRIGUEZ-TOJO et al, 2005; VARGAS et al, 2008a, LARSEN
et al, 2012; TADBIR et al, 2012; VELICKOVIC et al, 2013)

Diversos trabalhos foram conduzidos utilizando a marcacao de Ki-67 em
glandulas salivares normais e NGS. No tecido normal foi visto que, apesar da
baixa expressdo de Ki-67, todos os tipos celulares presentes nos ductos
salivares apresentam certo potencial proliferativo (IHRLER et al, 2002). Em
NGS, especialmente em tumores malignos, o Ki-67 aparece como o marcador
prognostico utilizado mais frequentemente, sendo usualmente expresso como o
percentual de células positivas (proliferativas). Os trabalhos conduzidos nesta
area buscam encontrar um ponto de corte que determine a divisdo entre um
comportamento menos agressivo e um comportamento mais agressivo.

Nordgard et al. (1997), em um estudo com 44 carcinomas adenoide

cisticos, encontraram que Ki-67 maior que 4% representava o fator prognostico



mais forte sugerindo entdo este ponto de corte. Seguindo nesta linha e
utilizando 4% como ponto de corte, Lin et al. (2012), encontraram que a
expressédo de Ki-67 em carcinomas de glandulas salivares teve correlagdo com
o tamanho do tumor, estadiamento clinico e sobrevida. Tang et al. (2011)
encontraram que, mesmo em uma analise multivariada, o Ki-67 representou um
fator progndstico independente para sobrevida em pacientes com carcinoma
adenoide cistico. Outra corrente utiliza valores de corte de 5% e 10% baseado
no estudo de Skalova e Leivo (1996) realizado em carcinomas
mucoepidermoide e de células acinares. Neste estudo, foi visto que tumores
com Ki-67 abaixo de 5% nao apresentaram recorréncia, enquanto que casos
com indice acima de 10% estavam associados a piores desfechos. Xin e
Paulino (2002) encontraram, em seu estudo com 18 carcinomas de glandula
salivar, que todos os casos metastaticos apresentaram Ki-67 maior que 10%,
concluindo que esse marcador apresentou uma sensibilidade de 100% em
predizer um pior prognéstico.

Quando comparados 0s tumores benignos com malignos, um maior
percentual de células positivas € usualmente expresso em tumores malignos
(ex. CME e CAC), quando comparados ao AP (TADBIR et al, 2012;
ASHKAVANDI et al, 2013).

Alguns trabalhos da literatura indicam que o CAC (padrdo solido)
apresenta expressao aumentada de Ki-67, quando comparado aos demais
subtipos histologicos, sugerindo que a expressao deste marcador é sensivel a
gradacdo histologica convencional (NORBERG-SPAAK et al, 2000;
SEETHALA et al, 2007; MALHOTRA et al, 2009). Vargas et al. (2008a)

verificaram a expressdo de Ki-67 em diferentes neoplasias de glandulas



salivares: CAC, carcinoma  ex-adenoma pleomorfo, carcinoma
mucoepidermdide, adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, carcinoma de
células acinares e adenoma pleomérfico. As amostras de CAC
apresentaram a maior expressao da proteina, confirmando os resultados

dos estudos anteriores.



OBJETIVOS

ARTIGO 1

Gerais

Avaliar o perfil demografico, os aspectos clinicopatolégicos e progndstico
de neoplasias de glandulas salivares diagnosticados em um centro de atencéo
a saude de nivel terciario.

Especificos

Comparar os dados observados na populacao Brasileira estudada com os

resultados de outros trabalhos realizados em diferentes regiées do mundo.
ARTIGO 2

Gerais

Avaliar a via de sinalizacao HGF/c-MET em neoplasias benignas e
malignas de glandulas salivares e correlacionar com o perfil proliferativo e
comportamento clinico das lesodes.

Especificos

Avaliar a correlacdo da imunomarcacdo das proteinas celulares
envolvidas na via de sinalizacdo HGF/c-MET (HGF, c- MET fosforilado, AKT
fosforilada) entre as neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares.

Verificar se ha correlacdo entre a imunomarcacao das proteinas celulares
envolvidas na via de sinalizacdo HGF/c- HGF/c-MET (HGF, c- MET fosforilado,
AKT fosforilada) com a graduacéao histolégica das lesdes.

Verificar se ha correlacdo entre a imunomarcacao das proteinas celulares
envolvidas na via de sinalizacdo HGF/c-MET (HGF, c- MET fosforilado, AKT

fosforilada) com o comportamento clinico das lesées.



ARTIGO CIENTIFICO 1*

Clinicopathological and prognostic analysis of salivary gland neoplasm in
a single tertiary health center over a 15-year period
Artur Cunha Vasconcelos, Felipe Nér, Luise Meurer, Gabriela Salvadori, Lelia

Batista de Souza, Pablo Agustin Vargas, Manoela Domingues Martins

Abstract

Salivary gland tumors (SGT) are rare lesions that generate considerable
interest because of their histopathological diversity and clinical behavior. The
aim of this study was to investigate demographic, clinicopathological aspects
and prognosis of SGTs of the head and neck region diagnosed at a tertiary
health center and compare with other epidemiological findings in different
geographic locations. Cases with histopathological diagnosis of SGTs from a
single center in the period between 1995 to 2010 were reviewed. Data such as
gender, age, ethnic group, anatomic location of the lesion, histological type and
clinical behavior of the tumor were assessed. Descriptive statistical analysis of
the data was performed using the frequencies of categorical variables. Of 2168
cases of tumors in the head and neck, 243 (11.20%) cases were diagnosed in
salivary glands. Of these, 109 met the inclusion criteria, being 85 (78%) cases
benign and 24 (22%) malignant. The mean age of patients was 46.47 years of
which 56 cases (51.4%) affected women and 53 (48.3%) in men. The major
salivary glands were more affected (75.2%) than smaller ones. The most
frequent benign and malignant SGT were pleomorphic adenoma (81.2%) and

adenoid cystic carcinoma (58.3%), respectively. Among the malignant tumors,
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adenoid cystic carcinoma showed worse clinical behavior with 4 (3.66%) cases
exhibiting recurrence. We conclude that the major salivary glands are most
affected by salivary gland tumors and pleomorphic adenoma and adenoid cystic

carcinoma are among the most frequent benign and malignant lesions.

* Este trabalho serd submetido ao periédico Brazilian Oral Research (Qualis

Capes 2013- B1, ISSN 1079-2104).



Introduction

Salivary glands tumors (SGTs) are uncommon entities that still represent a
challenge in their diagnosis, mainly due to its complex histopathological
features (1). These tumors are also interesting due to variation in their clinical
aspects, and clinical behavior (2-4).

Epidemiologically, SGTs represents around 3-6% of all head and neck
tumors with annual incidence rates in the world varying between 0.05 to 2 new
cases per 100,000 people (5). Several epidemiological data have shown
different frequency and morphologic incidence of SGT in distinct populations,
showing a geographic and ethnic groups variation, making it difficult to establish
a global estimative (1, 6-16). Although these studies have provided valuable
knowledge, some of the data become contradictory. Local record is a useful
strategy to analyze the distribution and particular features of SGT in a specific
population, leading to an appropriate therapy approach. This research aims to
describe demographic, clinicopathological aspects and prognosis of SGTs of
the head and neck region diagnosed at a tertiary health center and compare

with other epidemiological findings in different geographic locations.

Material and Methods

A retrospective analysis was carried out using archival data of Pathology
Laboratory of tertiary health center situated in Southern Brazil (Porto Alegre
Clinical Hospital). The present study was approved by Institutional Ethical
Committee (process n.130152/12). During 15-years period (1995 to 2010), 2168
cases of head and neck tumors were identified. From these, 243 cases were

SGTs, but only 109 cases had all data’s completed from clinic records like age,



gender, location, clinics aspects, treatment, survival and years of evolution.
Hematoxylin-eosin stained slides of all cases were revised by three experienced
pathologists and separate according to WHO Histologic Typing of Salivary
Gland Tumors (17). Continuous variables were expressed as mean (standard
deviation) and categorical variables as percentage of number of cases, in
addition to we included in side of analysis all case with over 70% of the
completed information with legibly letters and that original slides stained by H/E
or block for realization of new blades to be available.

Results

Of all 109 SGTs diagnosed, 81 (74.3%) cases were located in major
salivary gland while 28 (25.7%) cases were found in minor salivary glands. The
most common location of major SGT was the parotid gland (66.9%) followed by
submandibular (7.3%). With respect to minor SGTs, the palatine gland was the
most frequent location (14.6%). The sublingual gland did not present any case
of tumor (Figure 1 and Table I).

Regarding the gender, 53 (48.3%) patients were males and 56 (51.4%)
were females, with a male-to-female ratio of 0.9:1 (benign tumors) and 1:1
(malignant tumors) (Table 1l). The majority of the tumors occurred in patient
between 41 to 60 years old (range 9-81 years). Among all patients, the average
age was 46.47 years (47.6 in benign tumors / 42.3 in malignant tumors) and
complete data is depicted in Table IIl.

According to behavior and histological lineage, 85 (78%) cases were
classified as benign tumors and 24 (22%) as malignant tumors, with a benign-
to-malignant ratio of 3.5:1. This proportion was different regarding to the type of

salivary gland analyzed. Of the 81 cases of major SGT, 67 (82.7%) were benign



and 14 (17.3%) were malignant whereas, of 28 cases that affected minor
salivary glands, 18 (64.3%) were benign and 10 (35.7%) were malignant (Table
.

Taken all 85 cases of benign tumors, 68 (79.06%) were pleomorphic
adenoma and 16 (18.6%) were Warthin’s tumor. Considering the total of 24
cases of malignant tumors, 14 (58.3%) were adenoid cystic carcinoma, 5
(20.8%) mucoepicermoid carcinoma and 5 (20.8%) were acinic cell carcinoma
(Table I).

Adenoid cystic carcinomas and mucoepidermoid carcinomas were
classified according to WHO Histologic Typing of Salivary Gland Tumors (17).
Of the 14 cases of adenoid cystic carcinoma, 7 (50.0%) cases were cribriform, 5
(35.7%) tubular and 2 (14.3%) solid. Of the 5 cases of mucoepidermoid
carcinoma, 4 were classified as intermediate-grade and 1 as intermediate
grade.

With respect to the clinical aspect, all the benign tumors were nodules. In
the other hand, the malign tumors were nodule only in 19 cases (11 adenoid
cystic carcinoma, 4 mucoepidermoid carcinoma and 4 acinic cell carcinoma)
and ulcerated nodule in 5 cases (3 adenoid cystic carcinoma, 1
mucoepidermoid carcinoma and 1 acinic cell carcinoma). The clinical staging of
the 24 malignant tumors revealed 11 (45.8%) cases in stage | and II, and 13
(54.2%) cases were found in stage Il and IV.

All cases underwent surgical treatment and, in 13 (11.92%) patients of
malignant cases, the surgery was complemented by radiation therapy. Of
these, 7 (53.8%) cases were adenoid cystic carcinoma, 3 (23.1%)

mucoepidermoid carcinoma and 3 (23.1%) acinic cell carcinoma. The follow-up



period varies between 4 to 17 years with 7.4 years of mean. During the follow-
up period, 19 (79.2%) of malignant lesions remained alive without recurrence, 1
(4.2%) case remained alive with tumor (adenoid cystic carcinoma) and 1 (4.2%)
case died by unspecified reasons. Three (12.6%) patients died by the tumor
and all of these cases were in TNM stage IIl and IV. Of these, 1 (4.2%) case
was acinic cell carcinoma and 2 (8.4%) cases adenoid cystic carcinoma.
Recurrence was observed in 4 (3.66%) cases of pleomorphic adenoma and in 4

(3.66%) cases of adenoid cystic carcinoma.
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Fig.1. Distribution of the 109 salivary gland tumors according to their occurrence
in major or minor salivary glands.



Table 1. Distribution of the 109 salivary gland tumors according to the location.

Parotid  Submandibular  Palate Other
n % n % n % n %
Benign tumors
Pleomorphic adenoma 48 696 3 4.3 11 169 7 101
Warthin’s tumor 16 100.0 O 0.0 0 00 0 00
Subtotal (% in the group of benign tumors) 64 753 3 3.5 1 129 7 82
Malignant tumors
Adenoid cystic carcinoma 3 214 3 21.4 4 286 4 286
Mucoepidermoid carcinoma 3 600 2 40.0 0O 00 0 00
Acinic cell carcinoma 3 600 0 0.0 1 200 1 200
Subtotal % in the group of malignant tumors) 9 37.5 5 20.8 5 208 5 208
Total (% according n=109) 73 669 8 7.3 16 14.7 12 11.0
Table Il. Histologic and gender distribution of 109 salivary gland tumors.
Gender
% in the group of benign
or malignant tumors Male Female
n=109 % n % n %
Benign tumors
Pleomorphic adenoma 69 63.3 81.2 31 284 38 34.9
Warthin's tumor 16 14.7 18.8 10 9.2 6 5.6
Total 85 78 100 1 37.6 44 40.4
Malignant tumors
Adenoid cystic carcinoma 14 12.8 58.3 6 5.5 8 7.3
Mucoepidermoid carcinoma 5 4.6 20.8 3 2.7 2 1.8
Acinic cell carcinoma 5 4.6 20.8 3 27 2 1.8
Total 24 22 100 12 10.9 12 10.9




Table 1l1l. Distribution of 109 benign and malignant salivary gland tumors

according to age (years-old).

0-20 21-40 41-60 >61
% % n % %

Benign tumors

Pleomorphic adenoma 5 7.2 24 348 28 406 12 174

Warthin’'s tumor 0 00 00 9 563 7 438
Subtotal (% in the group of benign tumors) 5 5.9 24 28.2 37 435 22.4
Malignant tumors

Adenoid cystic carcinoma 1 71 2 143 8 671 3 214

Mucoepidermoid carcinoma 2 400 0 00 2 400 1 200

Acinic cell carcinoma 3 600 2 400 0 00 0 00
Subtotal (% in the group of malignant tumors) 6 250 4 167 10 41.7 4 16.7
Total (% according n=109) 1 101 28 257 47 431 23 21.1




Table IV. Distribution of salivary glands tumors in different countries.

Region Authors Number of cases Benign Malignant Major Minor PA CAC MEC
(n) (% of all tumors)
China Tian et al. 2010 6982 67.9 32.1 716 284 47 9.7 9.6
China Li et al. 2008 3461 59.8 40.2 736 264 513 73 75
USA Spiro et al. 1986 2807 54.5 45.5 78 22 454 10 15.7
IFS'r”;ZI”d and Bl et al. 2012 1888 85.1 14.9 9 10 50 35 3.2
Croatia Luksic et al. 2011 779 64.2 35.8 728 27.2 472 11.7 8.2
UK Jones et al. 2008 741 64.9 35.1 386 614 444 84 115
Brazil Vargas et AL.2002 124 79.8 20.2 97.97 2.02 67.7 4.03 10.4
. de Oliveira et al.

Brazil 2009 599 78.3 21.7 783 217 678 6.5 4.8
Brazil Ito et al. 2009 496 67.5 32.5 772 228 542 7.9 135
Brazil Fonseca et al. 2012 493 50.5 49.1 748 251 85 17.7 31.4
Italy Ascani et al. 2006 454 89.2 10.3 934 6.6 632 18 33
Nigeria Lawal et al. 2013 413 46.5 53.5 55 45 409 225 14.8
Mexico g’l'.egg'l\;e'azq“ez et 360 67 23 76.4 236 656 5 47
Israel Bello et al. 2012 330 66.4 33.7 66.7 33.3 705 31.8 28.2
Congo Kayeme et al. 2002 275 65.5 34.5 61.5 385 553 16 8

Uganda Vuhahula 2004 268 32.8 67.2 54.1 459 73.8 29.3 20.3
Jordan Ma'aita et al. 1999 221 68.3 31.7 81 19 629 54 17.2
Tanzania Masanja et al. 2003 133 54 46 42,4 576 444 248 9.8
Iran Ansari et al. 2007 130 68.5 31.5 86.1 139 654 23 115
Brazil Present study 109 78 22 743 257 63.3 12.8 4.6
Nigeria Otoh et al. 2005 79 55.7 44.3 58.2 418 443 89 10.1




Discussion

These tumors present different biological behavior and their etiopathogenesis
remains unknown (2, 5). Several epidemiologic studies were conducted in different parts of
the world and differences in incidence of SGTs and in histological type frequency have
been reported (Table IV). The present study reviewed the demographic, clinicopathologic
aspects and prognosis of 109 cases of SGTs of the head and neck region diagnosed at
one tertiary health center. In general, the current regarding demographic and clinical
aspects, major/minor gland distribution, histopathologic findings and tumor behavior are in
agreement with numerous reports, including some previously reported in Brazil (1, 8, 10,
12, 15, 16, 18).

According to the literature, the common clinical presentation of SGTs is in form of a
well delimited nodular tumor with a normal overlying surface color. The lesions are usually
asymptomatic and affects more female in any age with peak of incidence correspond to
the period between the fifth and seven decades of life (10, 15, 17, 19-22). The clinical
features that allow differentiation between benign and malignant SGTs are the
evolutionary course, presence of pain and ulceration. Benign tumors tend to be insidious
and slow-growing with an average course of 3-6 years, without adherence to surrounding
tissues. Malignant lesions are fast-growing, frequently under one year of evolution,
adhered to deep layers, with ulcerate or telangiectasic surface. Presence of pain is the
most suggestive characteristic of malignancy (17). In the present series, the majority of
clinical characteristics observed were similar to the previous studies. Patients’ ages varied
from 09 to 81 years old, with an average of 46.47 years old. The clinical aspects of the
lesions were nodules and, when ulceration was present, 4.6% of the lesions were
malignant. The only difference with some authors in our case series was a similar male-

female ratio (0.94:1) observed both in benign and malignant tumors. Although, this aspect
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is not so common and this fact is in agreement with Luksic et al. (15) and Tian et al. (16).
These results indicate that every painless swelling of a salivary gland should provoke
suspicion and does not exclude a malignant nature.

In our study, major salivary glands, especially the parotid (66.9%), were most
affected by tumors, followed by palatine glands (14.7%). Similar results were described by
the majority of studies involving SGTs (Table 1V), including those from Brazil (1, 6, 7).
Another fact that could be related to higher predominance of major SGTs is that our study
was conducted in tertiary center that receive most patients with parotid lesion. Minor SGT
are usually diagnoses in primary and secondary services. Only the malignant major SGT
are referred to the Hospital service.

Benign SGTs predominated in major glands, and comprised 78% of all salivary
tumors, similar to the rates reported by authors in the Iran (19), Congo (18), UK (23),
Jordania (24), Brazil (6, 7) and China (16). In all of these reports from different countries,
benign tumors accounted for more than 50% of all salivary tumors, suggesting that benign
tumors are predominant SGT worldwide. Our findings are in line with those earlier
publications showing predominance of benign tumors versus malignant lesions, with a
benign-to-malignant ratio of 3.5:1. Few studies reported more prevalence for malignant
SGTs (11) and justify this uncommon findings based in fact that they are a tertiary center
and, usually more severe cases of SGTs are indicated to them. According to these
authors, less severe cases are diagnosed and treated at primary and secondary health
facilities.

Pleomorphic adenoma is a benign neoplasm composed of epithelial and
myoepithelial cells arranged in a great variety of morphological patterns, with areas of
mesenchymal differentiation. In the present series, this tumor was the commonest SGT,

accounting for 63.3% of all tumors and 81.2% of benign lesions. The majority of the cases
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(73.9%) were located in major salivary glands. The incidence of pleomorphic adenoma has
been reported to range from between 40.9% to 73.8% of all STGs (11, 21) as shown in
Table IV. Large series of SGTs showed similar results with pleomorphic adenoma
representing 60% to 73% of the parotid gland tumors, 40% to 60% of the submandibular
and minor salivary glands tumors (11, 21). All cases of pleomorphic adenoma reported in

this study was treated by surgery and recurrence was observed in 4 cases (3.66%).

In the present study, the adenoid cystic carcinoma was the most prevalent
malignant SGT with 14 cases, representing 12.8% of all tumors and 58.3% of malignant,
followed by mucoepidermoid carcinoma and acinic cell carcinoma. Adenoid cystic
carcinoma predominance was previously described in Congo, Tanzania, Croatia and
Nigeria. In Iran, Jordan, USA, UK and Italy the frequency of mucoepidermoid carcinoma
was higher than adenoid cystic carcinoma. Similar distribution was reported in China,
Finland and Mexico (Table 1V). These studies suggest a geographic variation in

frequencies of malignant SGTs.

Our results reveled that adenoid cystic carcinoma had the worst behavior between
all SGTs analyzed. This tumor exhibits a slowly growing pattern with an early expression
of nerve and lymph node involvement. Advanced tumor required surgical and radiation
therapy (25). In this study, recurrence and death account 28.6% (4 cases) and 14.28% (2
cases) of adenoid cystic carcinoma, respectively. All the patients with these characteristics
presented advanced TNM stage (llI-IV) and received surgery plus radiation therapy.
Previous studies revealed that overwhelming majority of patients with distant metastasis of
adenoid cystic carcinoma have T3-T4 tumor size surgery and that radiation therapy offers
excellent results for local and regional control (5, 26, 27). Another important aspect is the
presence of perineural invasion, a common finding in adenoid cystic carcinoma that
appears to contribute for a worse patient outcome (27). The mean follow-up period of our
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study was 7.4 years and we observed a high survival. However, previous studies indicate
that the 5-year survival rates are usually high, but the cure rate over 20 years is much

lower (5, 8, 26, 27).

The present study revealed that in a southern Brazilian population, major salivary
glands were most affected by neoplastic processes and pleomorphic adenoma and
adenoid cystic carcinoma were the most frequent benign and malignant lesions,
respectively. Analyzing together our results with the literature avaiable regarding SGTs
epidemiology, we can infer that some demographic characteristics (e.g. gender and age)
and tumor histophatological diagnosis predominance (e.g. adenoid cystic carcinoma or
mucoepidermoid carcinoma) differs with geographic variations. Further studies are

necessary to detemine variables related to SGTs behavior and prognosis.
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Abstract

Salivary gland tumors (SGT) are rare yet interesting neoplasms due to their
histopatological diversity and clinical behavior. Understanding the pathobiology as well as
the mechanisms involved in the invasive behavior of these lesions is needed to better
comprehend the biology of SGT and further delineate new therapeutic strategies. The aim
of the present study was to analyze the expression pattern of HGF/c-Met/PI3K signaling
pathway in SGT and correlate the findings with the proliferative profile and clinical
outcomes of cases. Tissue microarrays (TMAs) of 93 cases of SGT were assembled; the
glass slides were submitted to immunohistochemical analysis for HGF, p-Met, p-Akt and
Ki-67. Increased expression of HGF was observed in benign tumors (p = 0.04), while p-
Met (p = 0.03), p-Akt (p = 0.00) and Ki-67 (p = 0.00) were most expressed in malignant
tumors. In salivary glands carcinomas there was a higher activation of the HGF pathway
observed by the higher expression of its phosporylated receptor (p-Met) as well as the
higher activation of PI3k pathway through Akt (p-Akt) phosphorilation, resulting in a higher
proliferative profile.The present study suggest that HGF/c-Met/PI3K signaling pathway
appears to be active in SGT carcinogenesis regulating the proliferation especially in

malignant tumors.

Keywords: salivary gland, neoplasias, hepatocyte growth factor, c-Met, Akt, KI-67

74



Introduction

Salivary gland tumors (SGT) represent a heterogeneous and rare group of
neoplasms responsible for less than 1% of all human tumors and 3% to 5% of head and
neck neoplasms.! SGT is composed by benign tumors characterized by slow growth and
indolent disease progression, and by malignant tumors (carcinomas) presenting rapid

progression and low survival rates.’?

Salivary gland carcinomas are composed by 24
different malignant subtypes follow the latest World Health Organization (WHO)
classification.*. Patients presenting SGT face significant morbidity and debilitating
disfigurement as common sequelae from available therapy. While surgery remains the
main treatment option for these tumors, survival rate remain low with a 5-year survival rate
for stages II, Ill and IV around 20-25%.% The understanding of the pathobiology as the
mechanisms involved in invasive behavior of these tumors are needed to better

understand the biology of these tumors and further delineate new therapeutic strategies

aiming at better quality of life and improve overall survival rate.

The development of cutting edge therapeutic strategies depend on the identification
and understanding of the molecular mechanisms involved in tumor growth, progression,
and metastasis. Recently, the signaling pathway involving the hepatocyte growth factor
(HGF) and its receptor c-Met has gained a special attention in part due to its increasing
understanding in several physiological functions during embryogenesis, tissue
regeneration and in the progression of solid tumors.®*® The binding of HGF to c-Met
triggers the recruitment of Grb2-SOS and Gab-1 proteins; which lead to the activation of
different signaling pathways like Ras-ERK, PI3K/Akt, PLC-y, Shp-2 and Crk-2, playing an
important role in cell proliferation, morphogenesis and motility.** Even though this pathway

presents an important function in physiological events, recent reports have shown that

75



overexpression of HGF along mutations of its receptor (c-MET) lead to key malignant
hallmarks including reduced cell-cell contact, activation of epithelial mesenquimal
transition (EMT), increased tumor angiogenesis and enhanced cellular survival.**?
Recent, clinical trials exploring targeted inhibition of the HGF/c-Met circuitry have
demonstrate promising results with the improvement of patient’s outcome in different types

of solid tumors.*>**

However, only few studies have been conducted to evaluate the role of HGF/c-Met
pathway in SGT. Interestingly, seminal studies have show the importance of HGF pathway
in the development of normal salivary ducts, which is believed to be the anatomical
structure of origin of several malignant SGT.%'® Furthermore, high expression levels of
HGF is observed in benign SGT compared to its malignant counterpart, albeit not
associated with prognosis.'> Nonetheless, other studies have observed that increased
tumor invasion, enhanced metastatic potential and poor survival rate of malignant SGT

correlates with the constitutive activation of the HGF/c-MET pathway.*

Based on these controversial findings we decide to explore the expression pattern
of the HGF/c-MET/PI3K signaling pathway at the protein levels using a panel of benign
and malignant SGT and further correlate our findings with KI-67 labeling index and clinical

outcome.
Methods:
Study population

Ninety three (93) cases of SGT diagnosed between January 1995 to December
2010 were retrieved from archives of the Pathology Service of Clinic Hospital from Porto

Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil (Human Research Ethics Committee approval n.
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201.848). The series consisted of 69 benign SGT (pleomorphic adenoma) and 24
malignant SGT being 14 adenoid cystic carcinoma (AdCC), 5 mucoepidermoid carcinoma
(MEC) and 5 acinic cell carcinoma (AcCC). Clinical data concerning age, gender, clinical
aspects, tumor localization, TNM system and follow-up information (clinical outcome and
survival time) were retrieved from files. The follow-up period was defined as the time from
diagnosis until the last visit to the hospital. Three oral pathologists reviewed the original
hematoxylin-eosin stained slides without any knowledge of clinical outcomes following the
World Health Organization’s 2005 Histological Typing of Salivary Gland Tumors
classification. Discrepancies were resolved by simultaneous reexamination of the slides.
Periodic acid-Schiff (PAS) and Mucicarmin stain were also performed in all cases of MEC
and AcCC needed. This study has been approved by the Human Research Ethics

Committee of our institution (protocol number 130152/12).
Tissue Microarray (TMA) construction

Tumor areas were selected and marked on hematoxylin-eosin-stained sections
using an objective marker (Nikon Corp, Tokyo, Japan). The slides were then overlaid on
the original paraffin block to determine the corresponding area to be used. TMAs were
constructed using a manual tissue arrayer (Sakura Co, Japan) and 3 representative
cylindrical cores of 2.0 mm diameter were taken from each tissue block and then arranged
sequentially into a recipient ready-to-use paraffin block (Sakura Co, Japan) according to
Fonseca et al 2014.*°. Two cores of normal parotid gland and one of oral squamous cell
carcinoma were inserted in the left upper corner of each recipient block for orientation. A
map specifying the exact position of each case was prepared to facilitate the interpretation

of the immunohistochemical results.

Immunohistochemistry
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For immunohistochemical staining, the samples were sectioned into 3-pm sections;
these were deparaffinized in xylene and hydrated in descending grades of ethanol.
Endogenous peroxidase activity was blocked using 5% hydrogen peroxide in 2 baths,
each of 15 minutes. Avidin-biotin blocking kit was used to block nonspecific binding (Kit
Vector laboratorios, Burlingame, CA, USA). After washing with in PBS buffer (pH 7.4),
slider were incubated overnight with primary antibodies; for each antibody, the antigen
retrieval used, it origin, clone, dilution and the detection system used are specified in table
1. The sections were then incubated with diaminobenzidine tetra-hydrochloride (DAB,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) and counterstained with Mayer’s hematoxylin.
Positive control sections were used for each antibody, whereas the negative control was

obtained by omitting the specific primary antibody.

HGF, p-Met and p-Akt were analyzed semi-quantitatively by three observers using
scores of cytoplasmatic staining in tumor cells. Each case was assigned a score, as
follows: O (none), 1 (1 to 20%), 2 (21— 50%), 3 (51 — 80%) and 4 (81-100%).The median
of cores was used to represent the final score and for statistical analysis (FURUSE et al,

2010).

Proliferation index was determined using Ki-67. TMAs were quantitatively evaluated
based on nuclear reactivity. Images of the selected fields were captured using a
conventional light microscope (CX41RF model, Olympus Latin America, Inc., Miami,
Florida, USA) coupled to a camera (QColor 5, Coolet, RTV, Olympus Inc., Miami, Florida,
USA) and connected to a computer (Dimension 5150, Dell, Porto Alegre, RS, Brazil). The
images were analyzed using the QCapture software program, version 2.81 (Quantitative
Imaging Corporation, Inc., Surrey, DC, Canada). The number and percentage of positive

cells were assessed in each case and 500 cells were counted at a magnification of 400x in
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each core (total of 1500 cells per cases). The results were expressed as the percentage of

1500 positive cells (mean and standard deviation).

Table 1. Antibodies, Origin, clone, antigen retrieval, dilution and detection system used for

immunohistochemistry.

Detection
Antibody Origin Clone Antigen retrieval Dilution
system
R&D L :
HGF Polyclonal Citric acid — microwave 1:10 ABC System
System
Phospho-Met Cell Retrieval solution (pH 9) — o
i . 13D11 1:150 Envision
(Tyr 1003) Signaling steamer
Phospho-Akt - : :
Abcam C31E5E Citric acid — microwave 1:25 ABC System
(Thr308)
Ki67 Dako MIB-1 Retrieval solution (pH 9) — 1:50 Envision

Statistical analysis

All clinical and immunohistochemical data were analyzed with SPSS for Windows,
version 18.0. Relationship between immunohistochemical markers and dichotomised
clinicopathologic factors were examined using Mann-Whitney test. Spearman’s correlation
coefficients was used to examine correlation of HGF, p-Met, p-Akt and Ki67 expression.

For all tests, statistical significance was defined as probability value less than 0.05.

Agreement among observers for the interpretation of immunohistochemistry
specimens was assessed by kappa (k) statistics. In accordance with the criteria of Landis
and Koch (1977)%, the k -values were divided into several classes to evaluate the degree
of agreement: k < 0.00 — poor; 0.00 < k < 0.20 — slight; 0.20 < ¥ < 0.40 — fair; 0.40 < k <

0.06 — moderate; 0.60 < k < 0.79 — substantial; 0.80 < k < 1.00 almost perfect.
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Results
Clinicopathologic characteristics

Considering the clinical features of all cases included, a slight female
preponderance was observed (male-to-female ratio of 1:1.16). The mean age was of 43.74
years, ranging from 9 to 77 years. The location more affected was the parotid gland with a
frequency of 61.29%, followed by the palate (17.20%), other intra-oral site (12.9%), and
the submandibular gland (8.6%). No tumors of the sublingual gland were found. Regarding
the histologic graduation according to WHQ’s Classification®, 69 cases were classified as
PA, 14 cases were classified as AJCC, 5 cases as MEC, and 5 cases as AcCC. Among
AdCC, 5 cases were tubular type, 7 cases were cribriform type and only 2 cases were

solid. Among MEC, 04 were classified as low-grade and 01 as moderate grade.

Benign SGT represented by PA accounted 74.19% of the study sample. The male:
female ratio was 1:1.3 and the mean age was 44.23 years, ranging from 9 to 77 years.
The main location affected was the parotid gland (69.56%), followed by the palate
(14.49%). Four cases of pleomorphic adenoma (5.79%), 3 located in the parotid gland and

one in the palate, presented recurrence during the follow-up period analysis.

Malignant SGT represented 25.80% of the study sample and was composed by
AdCC (58.33%), MEC (20.83%) and AcCC (20.83%). Between malignant SGT the
male:female ratio was 1:1 and the mean age was 42.33 years ranging from 9 to 75 years.
Intra-oral sites accounted for 41.66% of the cases, followed by the parotid gland (37.5%).
Eleven cases (45.83%) were diagnosed in a less advanced clinical stage (I/ll) and 13
cases (54.16%) were diagnosed in advanced clinical stages (lllI/IV). In the present sample
of malignant SGT, 11 patients (45.83%) were treated only with surgery while 13 patients

(54.16%) received radiotherapy after surgery. Four cases presented recurrence (16.66%)
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and among those cases two, diagnosed as AdCC, evoluted to death (mean follow up time:
10.5 years). Only one patient, diagnosed with AcCC, died during the follow-up period

analysis (follow up time: 7 years).

HGF, p-Met and p-Akt in normal salivary glands

Normal salivary glands presented positive reaction to HGF, p-Met, p-Akt in epithelial
luminal cells cytoplasm. Acinus and myoepithelial cells were negative to all proteins

(Figure 1A, Figure 2A, Figure 3A).

Higher expression of HGF in benign SGT

Benign SGT presented higher number of HGF positive cases (p<0.00 — Pearson
chi-square test) and higher percentage of positive cells (score analysis) than malignant
SGT (p=0.04 - Mann-Whitney test) (Figure 1). In PA the imunolabeling was observed
mainly in epithelial luminal duct cells (Figure 1A). Myoepithelial modified cells presented
diversified patterns of reaction, being strictly negative in mixoid areas. AdCC labeling was
mainly observed in epithelial cells while myoepithelial cells presented less expression of
HGF. Epidermoid and intermediate cells of MEC carcinoma were positive to HGF. AcCC
were negative to this protein (Figure 1A and B). Kappa (k) statistics for the agreement of

HGF labelling among observers was 0.85 (p<0.001).
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Figure 1. Higher expression of HGF in benign SGT. (A) Representative examples of HGF expression in normal salivary glands and
in SGT. (B) Analysis of HGF positive cases in SGT. Note that PA presented the higher percentage of positive cases compared to
malignant SGT (Pearson chi-square test, p<0.00) . (C) Benign SGT presented higher expression of HGF compared to malignant
tumors (Mann-Whitney test, p=0.04).
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Higher expression of p-Met in malignant SGT

The activation of HGF was evaluated by assessing p-Met that indicate the
phosphorylation status of c-Met receptor. The group of malignant SGT presented higher
percentage of p-Met positive cells (score analysis) than benign SGT (p=0.03 - Mann-
Whitney test) (Figure 2). PA exhibited positivity to p-Met in epithelial luminal cells of
ductal structures and myoepithelial cells (Figure 2A). In mixoid areas myoepithelial
modified cells were negative. All AdCC showed p-Met labeling mainly in epithelial cells.
Modifyied myoepithelial cells presented lower expression of this protein. All MEC were
labeled to p-Met with epidermoid and intermediate cells exhibiting positivity for this protein.
The mucous cells were negative. Three cases of AcCC were positive for p-Met and two
were negative (Figure 2). Kappa (k) statistics for the agreement of p-Met labelling among

observers was 0.85 (p<0.001).

Higher expression of p-Akt in malignant SGT

The group of malignant SGT presented higher number of positive cases (p<0.00 —
Pearson chi-squared test) and higher percentage of p-Akt positive cells (score analysis)
than benign SGT (p<0.00 - Mann-Whitney test) (Figure 3). In PA, epithelial luminal cells of
ductal structures and myoepithelial cells when positive showed cytoplasmic labelling,
however the majority of cases were negative (Figure 3). Few epithelial and myopepithelial
cells exhibited p-Akt nuclei expression. Malignant SGT were positive to p-Akt protein in
100% of the case showing cytoplasmic and nuclear labelling (Figure 3). All AACC revealed
p-Akt expression in epithelial and myoepithelial cells. All cell types of MEC were positive
to p-Akt. AcCC were positive to this protein (Figure 3). Kappa (k) statistics for the

agreement of p-Akt "V"*°® |abelling among observers was 0.95 (p<0.001).
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Figure 2. Higher expression of p-Met in malignant SGT. (A) Representative examples of p-Met expression in normal salivary glands
and in SGT. (B) Analysis of p-Met positive cases in SGT. (C) Malignant SGT presented higher expression of p-Met compared to

benign tumors (Mann-Whitney test, p=0.03).
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Figure 3. Higher expression of p-Akt in malignant SGT. (A) Representative examples of p-Aktexpression in normal salivary glands
and in SGT. (B) Analysis of p-Akt positive cases in SGT. Note that malignant tumors presented the higher percentage of positive
cases compared to PA (Pearson chi-square test, p<0.00). (C) Malignant SGT presented higher expression of p-Akt compared to
benign tumors (Mann-Whitney test, p<0.00)
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Proliferative index (Ki67 expression) is higher in malignant SGT and associated with

p-Akt expression

Data of Ki67 expression are summarised in Figure 4. The mean proliferative
index was 0.5 (x 0.7) in PA, 6.33 (x 6.49) in AdCC, 16.6 (* 10.04) in MEC and 3.97 (=
4.27) in AcCC. Mann-Whitney test revealed a significant difference among benign and
malignant tumors, where malignant SGT presented a higher proliferative profile compared

to benign SGT (Figure 4A).
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Figure 4. Higher proliferative profile of malignant SGT. (A) Malignant salivary gland tumors
exhibited higher value of Ki-67 expression compared to benign tumors (Mann-Whitney
test, p<0.00) (B) Representative examples of Ki67 expression in SGT
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Higher percentage of p-Met positive cells is associated with advanced clinical stage

All cases of salivary gland carcinomas presented high percentage of p-Akt positive
cells despite the clinical stage, thus no difference was found concerning this protein. A
significant difference was found regarding p-Met expression among less advanced clinical
stages (I/ll) and more advanced stages (l1l/IV) (p=0.04). Salivary gland carcinomas in
more advanced stages (lllI/IV) presented higher expression of this protein. The statistical
analysis association of all proteins analyzed with poor prognosis (recurrence and death)
was not performed based in fact that only 4 cases exhibited recurrence and 3 patients

died.

o £
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Figure 5: Association between of p-Met expression and clinical stages of malignant SGT.
Salivary gland carcinomas in more advanced clinical stages presented higher expression
of p-Met (Mann-Whitney test, p=0.04)
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Correlation between HGF, p-Met, p-Akt and proliferative index

Spearman’s correlation coefficients were calculated to determine whether there is
association among the different proteins that belong to HGF/c-Met pathway and if these
proteins correlate with the proliferative profile in benign and malignant SGT. The results of
benign SGT are expressed in Table 2. In PA, a positive correlation was found between
HGF and p-Akt/Ki67 expression, whereas a negative correlation was found between p-Akt
and Ki67 expression. These results imply that in benign SGT an increase in HGF
expression is associated with an increase in p-Akt expression, while an increase of these
two proteins is associated with a descrease of tumor’s proliferative profile. Data related to
Spearman’s correlation coefficients in malignant SGT is expressed in Table 3. The results
revealed that in the present study, regarding salivary carcinomas, there was no significant

correlation among the proteins studied.

Table 2. Spearman’s correlation coeficients in bening SGT

p-Met p-Akt Ki67

HGE Correlation 0.00 0.50 0.70
Significance 1.00 0.00 0.00
p-Met Correlation -0.01 0.32
Significance 0.94 0.06

p-Akt Correlation -0.49
Significance 0.00

Table 3. Spearman’s correlation coeficients in malignant SGT

p-Met p-Akt Ki67

HGE Cprr_e!ation 0.98 -0.22 0.14

Significance 0.64 0.29 0.49

p-Met Cprrg!ation 0.22 0.15

Significance 0.29 0.48

p-Akt Correlation 0.06

Significance 0.78
Discussion
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Salivary gland neoplasms are uncommon lesions that exhibit a diverse phenotypic

3 The molecular events associated with

features and unpredictable clinical outcomes.®
their development and clinicopathological heterogeneity remain unknow.?* There are few
studies that provide a comprehensive picture of the expression or activation status of

151822 Oyr results

HGF/c-Met and PI3K/Akt pathway in human salivary gland tumors.
offer insight into the role of HGF/c-Met and PI3K/Akt mediating signaling in benign and
malignant SGTs. The understanding of this pathway signaling through Akt will help the
development of rational clinical strategies.

HGF is a pleiotropic polypeptide growth factor that has been considered a key driver
of oncogenic transformation. It elicit several biological effects as cell proliferation,
migration, survival, angiogenesis and invasion by binding to c-Met, a trans-membrane
tyrosine kinases receptor.*®?® In salivary glands, HGF have been described in developing
and adult tissues with it expression in the luminal cells, while there is no marking on acinar

cells and myoepithelial >*%*>>*

In similar way, the adult salivary glands include in our
study revealed positive immunolabeling to HGF/c-MET. These results confirmed that this
pathway have function in some tissue development and regeneration process, especially

associated with morphogenesis of ducts.30152%25

The analysis of SGT in our study revealed that benign tumor analyzed had higher
levels of HGF than malignant. However, they showed lower levels of p-AKT and Ki-67
expression. Perhaps, in benign SGT the HGF/c-MET pathway activates other pathways
than PI3K, which are involved in regulate duct structures formations. Some authors have
also observed higher HGF expression in benign SGT and associate this characteristic to it
function as modulator of luminal cell growth and differentiation, three-dimensional

organization, and ductal structures formation.*>?%22%27
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On the other hand, malignant SGT showed an overexpression of HGF/c-MET
pathway detected by the higher levels of c-Met receptor phosphorylation, as well as, the
higher activation of PI3K pathway through AKT phosphorylation. In parallel, the salivary
glands carcinomas also showed more pronounced proliferative profile analyzed by KI-67
labelling index. These signaling cascade induced by the c-Met plays an important role in
the growth and survival of several cancers.?®! Expression of HGF and its receptor c-Met
in culture of AACC cells were described by Suzuki et al. that enforce that this pathway play
a role in inducing scattering and increasing the invasiveness of tumor cells.’® Due to
HGF/c-MET strong involvement in human cancer they are considered one of the most
attractive drug targets for cancer therapy. In addition, the activation of HGF/c-MET
pathway has been associated with a functional cross-talk with EGFR family causing

adaptive cellular response that may contribute to drug resistance.®"%

One important downstream signal of HGF/c-Met includes PI3K/AKT that has been
frequently altered in human cancers. AKT, also called protein kinase B (PKB), a

serine/threonine protein kinase, is a downstream mediator of phosphatidylinositol-3-kinase

308 473

(PI3K) activated by dual phosphorylation on Tyr®™® and Ser”’. Once it is activated Akt
modulates the function of numerous substrates involved in the regulation of cell survival,
cell cycle progression and cellular growth.®3* Our findings showed that malignant SGT
showed more activation of PI3K pathway through AKT phosphorylation that results in more
proliferative behavior when compared to benign SGT. Similarly, Ettl et al.* analyzed 272
salivary glands carcinomas and observed that cytoplasmic p-AKT labeling was observed
frequently in more aggressive salivary gland tumors and was associated to worse survival.
Likewise, p-AKT expression is reported as a poor prognosis factor in oral squamous cell

carcinoma® and associate to higher tumor relapse in AdCC.*® Using cell culture of salivary

gland cancer Hara et al ® observed that HGF/c-Met signaling promotes the tumor invasive
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growth by activating the PIBK/AKT pathway. Based on these findings downstream effector
molecules of HGF/c-Met and PI3K/AKT pathway are promising candidates as targets of
effective therapies for malignant SGT. There are now only one phase Il clinical trial using
tivantinib (dephosphorylated MET kinase) associated to cetuximab in patients with
recurrent/metastatic head and neck including SGT.

In benign SGT we detected that the overexpression of p-AKT was correlated with
low proliferative index. These characteristics was previously appointed by Marques et al %’
that observed high levels of p-AKT expression in benign SGT lead to an increased
capability of MDM2 to enter the nuclei of the cells and inactive p53 functions reducing the
cellular proliferation.

In conclusion, HGF/c-Met/PI3K signaling pathway appears to be active in SGT
carcinogenesis regulating the proliferation especially in malignant tumors. New treatment

strategies to salivary gland carcinomas involving the inhibitors of these pathways alone or

in combination with other treatment need further investigations.
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CONSIDERACOES FINAIS

As NGS, embora raras, representam um amplo e desafiador grupo de lesdes. Isto
se deve a sua grande variedade histopatoldgica, sendo esta determinante no perfil de
comportamento destes tumores. Estudos epidemiolégicos podem servir como uma
importante ferramenta na identificagdo dos grupos de riscos assim como de parametros
clinico-patolégicos que possam apresentar carater progndéstico. Sabe-se que podem
haver variacdes no perfil epidemiolégicos das NGS baseado na localizacdo geogréfica
estudada, justificando o primeiro objetivo desta tese que foi avaliar o perfil demografico,
0s aspectos clinicopatologicos e prognostico das NGS diagnosticadas em um centro de

atencao a saude de nivel terciério.

O levantamento epidemiologico realizado compreendeu a analise de dados
demograficos, caracteristicas clinicas e histopatologicas das lesdes, tratamento e
evolucdo. Além disso, foi feita uma correlacdo com demais estudos epidemiolégicos
conduzidos em outras localidades. Foi possivel identificar que o perfil dos pacientes
acometidos por NGS assim como o perfil clinico e histopatologico da amostra do presente
estudo estd de acordo com outros levantamentos epidemiolégicos encontrados na
literatura. Vale ressaltar, entretanto, que algumas caracteristicas demograficas, como
idade e género, assim como a predominancia histopatoldgica, pode variar de acordo com
a localidade. O desenvolvimento de estratégias de acbes de salude publica voltadas para
a prevencao e promocao de saude estdo baseadas na realizacdo de estudos como este,
entretanto € fundamental que estas estratégias estejam baseadas no perfil da populacédo

alvo.

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na formacédo e progressao tumoral

representa outro ponto de extrema importancia, principalmente no que diz respeito a
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identificagdo de marcadores biolégicos prognosticos assim como estratégias terapéuticas
gue atuem na regulacao dessas vias. A desregulacdo de fatores de crescimento, de seus
receptores e das diversas vias de sinalizacdo tem sido relacionadas com a aquisicdo do
fenotipo maligno, capacidade de invasdo e metastase de tumores malignos. A via de
sinalizacdo do HGF e seu receptor c-Met tem sido relacionada a diversos desfechos
oncogénicos, seja pela super-producdo de HGF, ou pela mutacdo do gene MET que
codifica o receptor desta via. Estudos prévios em tumores soélidos jA demonstraram que a
desregulacéo desta via esta associada a dissociacdo de células, EMT, invasdo da MEC,

motilidade, angiogénese e sobrevivéncia.

Baseado nos conhecimentos prévios relacionados a via de sinalizacdo HGF/c-
Met/PI13k, associada aos resultados contraditorios encontrados em relacdo as NGS, o
objetivo da segunda parte desta tese foi verificar se esta via de sinalizacdo esta ativa nas
NGS e correlacionar os dados obtidos com o perfil proliferativo e comportamento clinico
das lesdes. Para que seja possivel identificar alteragfes relacionadas com a aquisicao do
fendtipo maligno nestes tumores € imprenscindivel que a amostra estudada compreenda
tecido glandular normal, NGS benignas e NGS malignas, permitindo que seja
estabelecida uma correlacdo da expressdo destas proteinas nestes diferentes tecidos.
Além disso, é importante que se identifique se os componentes da via estdo ativos e nao
apenas expressos, por esta razdo a avaliacdo das proteinas na sua forma fosforilada
contribuem para que o resultado obtido pelo presente estudo respondam de forma

adequada a questéo proposta pelos pesquisadores.

Através da analise dos resultados foi possivel concluir que a via do HGF/c-Met esta
de fato mais expressa nos tumores malignos, apresentando relacdo com perfil de
proliferacdo aumentado destes tumores. Em razdo da amostra de tumores malignos ser

relativamente pequena e poucos tumores apresentarem desfecho desfavoravel nao foi
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possivel concluir se a maior expressao das proteinas estudadas representa um marcador
prognostico. Vale ressaltar que a expressao do fator de crescimento isoladamente néo
pode ser vista como um fator determinante para a ativagéo da via de sinalizacdo, uma vez
gue os tumores benignos apresentaram maior expressao de HGF. Acredita-se que esta
maior expressao de HGF esteja relacionada com o desenvolvimento de estruturas

tubulares frequentemente encontradas no adenoma pleomorfico.

Drogas que tem como alvo a via de sinalizagdo HGF/c-Met tém demonstrado
resultados promissores em ensaios clinicos em fase Il em tumores de pulméo e tiredide,
e em ensaios clinicos em fase Il em tumores de cabeca e pescoco. Entretanto, ndo ha
trabalhos que avaliem especificamente inibidores desta via em carcinomas de glanduas
salivares. Os resultados do presente estudo, associados a demais resultados ja descritos
na literatura, demostram que esta via pode representar um possivel alvo terapéutico nas
NGS, sendo necessario que se realizem estudos in vitro e futuramente in vivo para

confirmar esta hipotese.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 201.848
Data da Relatoria: 20/02/2013

Apresentacdo do Projeto:

O projeto de doutorado intitulado Avaliagdo da Via de Sinalizagdo HGF (Fator de Crescimento de
Hepatocitos)ic-MET em Neoplasias Benignas e Malignas de Glandulas Salivares & um estudo observacional
analitico que pretende estudar varios componentes da via de sinalizagdo HGF/c-MET em neoplasias
benignas e malignas de glandulas salivares correlacionando esses resultados com os dados clinicos e
histopatolégicos dos tumores. Serdo selecionados prontudrios médicos de pacientes com adenoma
pleomérfico, tumor de Warthin, carcinoma adendide cistico, carcinoma mucoepiderméide e carcinoma de
células acinares diagnosticados no periodo de Janeiro de 1994 a dezembro de 2010 no Servigo de
Patologia do HCPA.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral

Estudar a via de sinalizagdo HGF/c-MET em neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares.
Objetivos Especificos

- Avaliar individualmente a imunomarcagdo de HGF, do receptor de HGF/c-MET, do c-MET
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fosforilado, da AKT fosforilada (mTor) e da caspase-2 em neoplasias benignas e malignas de glandulas
salivares.

- Avaliar se ha relag3o entre a imunomarcagdo das proteinas celulares envolvidas na via de sinalizagdo
HGF/c-MET (HGF, receptor de HGF/c-MET, c- MET fosforilado, AKT fosforilada e caspase-9) entre si nas
neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares.

- Verificar se ha correlagdo entre a imunomarcagdo das proteinas celulares envolvidas na via de sinalizagdo
HGF/c-MET (HGF, receptor de HGF/c-MET, c-MET fosforilado, AKT fosforilada e caspase-9) com a
graduacao histolégica dos casos de neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares.

- Verificar se ha correlagdo entre a imunomarcagdo das proteinas celulares envolvidas na via de sinalizagdo
HGF/c-MET (HGF, receptor de HGF/c-MET, c-MET fosforilado, AKT fosforilada e caspase-9) com a
evolugdo dos casos de neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao havera riscos aos pacientes, pois as amostras incluidas no estudo ser8o provenientes de
materiais clinicos existentes no Servigo de Patologia do HCPA.

Beneficios: A realizagdo deste estudo ndo trara beneficio direto aos pacientes, pois 0s pacientes ja foram
tratados. O possivel beneficio indireto podera ser um maior conhecimento dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no aparecimento dos fendtipos estudados, o qual podera permitir a compreensao do
daesenvolvimento neoplasico e de estratégias terapéuticas mais eficazes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As proteinas da via de sinalizagio HGF/c-MET t&m sido consideradas como um possivel alvo terapéutico
promissor para as neoplasias, uma vez que a ligagdo HGF/c-MET desempenha papel importante na
formacgdo, progressao, e disseminagdo de varios tipos de neoplasias malignas epiteliais. Entretanto, a
expressdo de HGF/c-MET e de membros de suas vias de sinalizagdo foi pouco estudada em neoplasias de
glandulas salivares. Por isso o projeto possui relevéncia para a area estudada porque através dele novas
informagdes sobre as neoplasias das glandulas salivares poderdo ser descobertas e utilizadas para o
diagnéstico correto bem como para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Fundamentacdo tedrica atualizada, justificativa compativel com a hipdtese proposia, objetivos e metodologia
de analise concordantes com o estudo. Apresenta o termo de compromisso para utilizagdo de material
bioldgico e informacgdes associadas, a analise estatistica, o cronograma, o orgamento e o termo de
concordancia em participagdo no estudo de uma das instituigbes co-participantes.
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Recomendagtes:

Conclustes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagdes:

Penaéncias a corngi:

- més e ano no Cronograma do peojeto, assim como fol feito nas informagbes Inchuidas na Plataforma
Brazd;

PENDENCIA ATENDIDA. Fol encaminhada a nova versao do projeto com a alteraglo descrita ackma.

« revisar Lista de Refonincias iblograticas do projelo porque algumas nio possuem o ane de pubiicagdo;
PENDENCIA ATENDIDA. Fol encaminhada a nova versao do projeto com as alteragtes descrita acima

« Induk termo de concorddncia em partidpagdo no estudo da insituicdo co-participante Universidace
Federal do Rio Grande do Norte.

PENDENCIA ATENDIDA.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

[~ deragdes Finals a critério do CEP:

L que a pr aprovaglio (Frojeto versdo 11X02/2013) redere-se apenas acs aspecios éticos e
ologh do proj Pama que possa ser realizado o mesmo deverd ser cadastrado no sistema

WebGPPG em razio das questBes logisticas e financeiras. O projeto somente podera ser niclado apds
apeovaglo final da Comissio Clentidca. Qualquer alleragilo nestes documenios deve sar encaminhada para
avaliagdo do CEP. Informamoes que obrigatonamente a versdo do TCLE a sev utilzada deverd comesponder
na a versdo ada.
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ANEXO I

Aprovacao da COMPESq Odontologia

alexnhaas@gmail.com por cpd.ufrgs.br 30/03M13 L v
para mim |=

Prezado Pesquisador MANDOELA DOMINGUES MARTINS, Informamos que o projeto de pesquisa AVALIACAD DA VIA DE
SINALIZACAD HGF (FATOR DE CRESCIMENTO DE HEPATOCITOS)C-MET EM NEOPLASIAS BEMIGNAS E MALIGNAS DE
GLANDULAS SALIVARES encaminhado para andlise em 06/03/2013 foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa de Odantologia
com o seguinte parecer: A via de sinalizagdo HGF/c-MET possui multiplas agdes bioldgicas e tem sido identificada como uma
via importante na requlacdo da proliferagdo, invasdo e sobrevivéncia de células neoplasicas malignas. Estratégias terapéuticas
que tem como alvo esta via tem mostrado resultado promissor em algumas neoplasias epiteliais. Poucos estudos foram
realizados pesquisando as proteinas desta via em neoplasias de glandulas salivares e correlacionando com o comportamento
clinico das lesdes, bem como, avaliando simultaneamente seus componentes. Desta forma, o objetivo desse estudo estudo
observacional analitico € avaliar a via de sinalizacdo HGF/c-MET pela i

munomarcagido de HGF, do receptor de HGF/c-MET, do c-MET fosforilade, da AKT fosforilada (mTor) e da caspase-9 em
neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares e correlaciona-los com aspectos clinicos, morfoldgicos e progndsticos.
Serdo selecionados prontudrios médicos de pacientes com adenoma pleomarfico (n=100), tumor de Warthin (n=20), carcinoma
adendide cistico (n=17), carcinoma mucoepidermdide (n=22) e carcinoma de células acinares (n=6) diagnosticados no periodo
de Janeiro de 1994 a dezembro de 2010 no Semvigco de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Também serdo
incluidos 10 casos de glandulas salivares normais adultas sem alteracdo constituinde o grupo controle. Os prontuarios serdo
avaliados manualmente e serdo coletadas informagdes guanto aos dados demograficos, caracteristicas clinicas e
histopatolagicas, bem como o tratamento & acompanhamento dos pacientes. As caracteristicas clinicas a serem observadas

serdo 3 localizacdn da lesdo les . . ) . .
56 fundamenta principal. presenca de sintomatologia dolorosa e o estadiamento clinico THM. Informacdes sobre o tratamento,

histaria de recidiva & evolucio também serdo coletadas. As lAminas de cada caso coradas em H&E serdo revisadas por dois
patologistas experientes calibrados e classificadas de acordo com a OMS. Areas tumorais representativas serdo selecionadas &
marcadas nas ldminas coradas por H & E. Serdo construidos arranjos em matriz de amaostras teciduais, ou tissue microarray
(TMA) utilizando um arrayer de tecido manual. Trés cilindros de tecido com um didmetro de 2 mm serdo retirados de cada bloco
de tecido original (doador) e depois serdo colocadas sequencialmente em um bloco de parafina receptor. Cortes histoldgicos dos
TMAs serdo submetidos a técnica imunoistoguimica para deteccdo das proteinas HGF, receptor de HGF/c-MET. c-MET
fosforilado, Akt fosforilada e caspase 9. Os cortes imunomarcados com cada anticorpo serfo submetidos & andlise quantitativa
utilizando

o escaner da Aperio e softwares para fazer contagem de reacdes imunoistoguimicas em TMAs, este instrumento foi projetade
para criar slides virtuais a partir de [dminas de microscdpio de vidro convencionais, a varredura da |dmina de microscdpio ocorre
em 20X, 40X ou B3X [com lente de imersdo em dleo) e tambem possui produgdo de um ficheiro digital com uma resolugdo de
0.5, 0,25, 017 micron / pixel. Sera realizada inicialmente uma analise descritiva para as variaveis consideradas, calculando-se
média, desvio padrdo, maximo, minimo e mediana para as varidveis guantitativas e freqligncias e porcentagens para as varidveis
qualitativas. O projeto encontra-se bem descrito e possul mérito cientifico. Atenciosamente, Comissdo de Pesquisa de
Odontalogia
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