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RESUMO:

As neoplasias de glandulas salivares constituem um grupo heterogéneo
de lesbes de caracteristicas clinicas e patolégicas extremamente
diversificadas. O Adenoma Pleomodrfico (AP) € a neoplasia mais frequente
deste grupo, tanto nas glandulas maiores quanto nas menores. Uma
caracteristica comum a esses tumores de glandula salivar € o crescimento
lento, independente de sua natureza benigna ou maligna. A apoptose é um
evento celular que participa do controle da populagdo tumoral e envolve uma
rede complexa de eventos bioquimicos dos quais fazem parte varias proteinas
que atuam em cascata e trabalham de forma a fragmentar o DNA, levando a
morte celular, sem que haja ruptura da membrana plasmética. O objetivo do
trabalho foi avaliar, pela técnica de imunoistoquimica, a expressao de proteinas
pré e antiapoptoticas em AP, em glandulas salivares normais associadas e ndo
associadas ao tumor e em outras neoplasias glandulares, tais como: adenoma
de células basais, cistoadenoma papilar linfomatoso, adenocarcinoma
polimorfo de baixo grau de malignidade, carcinoma adenoide cistico, carcinoma
de células acinares, carcinoma de ducto salivar e carcinoma mucoepidermoide.
Foram selecionados 31 casos de AP de glandulas salivares menores (AP
GSMe), 12 AP de glandulas salivares maiores (AP GSMa), 11 glandulas
normais e 11 glandulas adjacentes ao AP GSMa e 10 glandulas adjacentes ao
AP GSMe, dentre outras neoplasias de glandulas salivares, todas emblocadas
em parafina e submetidas a técnica de imunoistoquimica. A andlise semi-
quantitativa da expressdo dessas proteinas foi realizada pelo método
“Quickscore”. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS
(versdo 20.0, para Windows. Chicago, IL). Foi encontrada uma maior
expressdo de proteinas antiapoptéticas entre as neoplasias avaliadas quando
comparadas as GN. N&o foi encontrada associacdo entre as caracteristicas

clinico-patoldgicas dos diferentes grupos de lesdes e as proteinas avaliadas.

Palavras-chave: neoplasias de glandula salivar, adenoma pleomorfico, bcl-2,

bax, survivina, Nf-kpB, caspase, apoptose, imunoistoquimica.



ABSTRACT:

The salivary gland neoplasms are an heterogeneous group of lesions
with extremely diversified clinical pathological features and varied biological
behavior. The pleomorphic adenoma (PA) is the most common neoplasm in this
group and affects major and minor salivary glands. A common feature of these
tumors is the slow growth, regardless of their benign or malignant nature.
Apoptosis or programmed cell death is an event that participates in the control
of cell population, tumor growth and involves a complex network of biochemical
events of which take part several proteins that works on cascade in order to
fragment the DNA. The aim of this study was to evaluate, by the
immunohistochemistry, the expression of pro and antiapoptotic proteins in
salivary gland neoplasms, in special PAs and in normal salivary glands
associated and not associated with the tumor and other gland tumors. We
selected 31 cases of PA of minor salivary gland, 12 PA of major salivary glands,
11 normal glands and 11 normal glands adjacent to PA of major salivar gland,
10 normal glands adjacent to PA of minor salivar gland and other salivary gland
neoplasms, all embedded in paraffin. The immunohistochemistry technique was
performed and semi-quantitative analysis of the expression of these proteins
was done by "QuickScore" method. Data were analyzed by SPSS (version 19.0
for Windows. Chicago, IL). We found higher expression of antiapoptotic proteins
in the tumors evaluated. No association was found between the clinical and

pathological characteristics and the proteins evaluated.

Keywords: pleomorphic adenoma, bcl-2, bax, caspases, survivin, Nf-kp,

apoptosis, immunohistochemistry



ABREVIATURAS E SIGLAS:

UM — micrémetro

ACPBG- adenocarcinoma polimorfo de baixo grau

AgNOR - regides organizadoras de nucléos impregnadas pela prata
AIF - fator de inducéo de apoptose

AP — adenoma pleomorfico

AP GSMa - adenomas pleomorficos de glandulas salivares maiores
AP GSMe — adenomas pleomorficos de glandulas salivares menores
ATP - trifosfato de adenosina

BCL-2 — familia BCL-2

Bcl-2 ou bcl-2 — proteina BCL-2, linfoma de células B2

Ca - carcinoma

CAC — carcinoma adenoide cistico

Cit C -citocromo C

cm - centimetros

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico
COEP — Comité de Etica em Pesquisa

DAB — diaminobenzidina

DNA — acido desoxirribonucléico

DR3 - membro da familia TNFR

DR5 - membro da familia TNFR

DR6 - membro da familia TNFR

EGFR — receptor do fator de crescimento epidérmico

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (Teste imunoenzimatico)

ERO — espécimes reativas de oxigénio
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FADD - proteina associada ao dominio de morte FAS

FAPEMIG — Fundacgéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
FAS — dominio de morte da proteina FADD

FASL - ligante do dominio de morte FAS

FO — Faculdade de Odontologia

gla adj — glandula salivar adjacente ao tumor

GN - glandula salivar normal ndo associada ao tumor

HE — hematoxilina e eosina

IAP — proteinas inibidoras da apoptose

LPB — FOUFMG - laboratério de patologia bucomaxilofacial da FOUFMG

NCL — néo clivada

NF-kB — Fator nuclear Kappa B

NK — Natural killer

PCNA — antigeno nuclear de proliferacao celular
SPSS - pacote estatistico para Ciénicias Sociais
TNF — fator de necrose tumoral

TNFR - receptor de fator de necrose tumoral

TNFR-1 — receptor do fator de necrose tumoral 1
TRAIL - ligante indutor da apoptose relacionado ao TNF

Trx - tioredoxina

TUNEL - terminal deoxynucleotidil tranferase-mediated deoxyuridine
triphosphate biotin nick end-labeling
UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

XIAP — proteina inibidora da apoptose ligada ao X
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As neoplasias das glandulas salivares, embora incomuns, nao sao raras
e podem acometer tanto glandulas salivares menores quanto maiores, sendo a
glandula parétida a mais frequentemente afetada. Considerando-se as
glandulas salivares menores, o palato € o local mais frequentemente
acometido, tendo o AP como a neoplasia mais comum (Chau e Radden, 1989)

e entre os malignos, o carcinoma mucoepidermoide (Yin et al., 2000).

De um modo geral, o crescimento dessas neoplasias é lento,
independentemente de comportamento benigno ou maligno das mesmas
(Marioni et al., 2003; Yin et al., 2000; da Cruz Perez et al., 2005), sugerindo

uma baixa atividade proliferativa dessas lesdes (Alves et al., 2002).

A apoptose é um tipo de morte celular programada e tem como
importante funcdo o controle do numero de células e, consequentemente, a
manutencao dos tecidos corporais através da eliminacéo de células, sendo que
uma disfuncdo nesse sistema pode contribuir para o estabelecimento de
processos patologicos, como as neoplasias (Vangestel et al., 2009). Dessa
forma, a apoptose se caracteriza por um processo complexo, controlado por
uma cascata de eventos moleculares e dependente de energia. As alteragdes
morfolégicas apresentadas pelas células apoptéticas sao resultados de acdes
de proteases cisteinil aspartato especificas, denominadas Caspases, tanto na
via extrinseca, quanto na intrinseca (Burz et al., 2009). Outro componente do
processo de apoptose é a familia BCL-2, formada por proteinas anti e pro-
apototicas (Vangestel et al., 2009; Burz et al., 2009).

O mecanismo da progressédo das neoplasias de glandula salivar e sua
relacdo com a apoptose sdo processos que ainda ndo estdo bem esclarecidos.
Dessa forma, propusemos, como objetivo do presente trabalho, a investigacao
da atividade apoptética em diversas neoplasias de glandulas salivares,
avaliando-se, pela imunoistoquimica, proteinas de acdo estratégica tanto na
inducdo quanto na inibicdo da morte celular. Hipotetizamos que as proteinas
que atuam na efetivacdo do processo apoptético estejam sendo menos
expressadas nesses tumores, ou que as proteinas de acdo anti-apoptoéticas

estajam mais expressadas.
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Morfologia das glandulas salivares

As glandulas salivares sdo Orgdos exocrinos associados ao trato
digestivo e tém como funcdo a producdo de saliva, responsavel pela
umidificacdo e lubrificacdo da mucosa bucal e inicio da digestdo de
carboidratos e lipidios. As glandulas salivares sédo divididas em maiores,
compreendendo a glandula submandibular, sublingual e parétida e em
glandulas salivares menores, dispersas pela mucosa bucal (Junqueira e
Carneiro, 2004; Katchburian e Arana, 1999).

Tais glandulas sdo formadas por um parénquima que consiste em
terminacdes secretoras, caracterizadas pelos acinos que podem ser serosos ou
mucosos e um sistema de ductos ramificados que conduzem a saliva a
cavidade bucal (Junqueira e Carneiro, 2004). As células acinares e ductais
compdem a parte luminal glandular, enquanto as células mioepiteliais e basais
encontram-se voltadas a membrana basal, na regido nao luminal (Nagao, et al.,
2012). As células mioepiteliais apresentam-se abracando tanto as terminacfes
secretoras quanto os ductos e tém a funcdo de contracdo, auxiliando a
expulsdo da saliva. As semiluas serosas sao células serosas encontradas ao
fim de tdbulos de células mucosas. Ja o sistema de ductos € formado por
ductos intercalares, em continuidade com a regido secretora, formado por
células epiteliais cuboides. Os ductos intercalares se unem, formando o ducto
estriado. Os diversos ductos estriados se unem formando um ducto maior,
denominado excretor, que apresenta na sua porcdo mais inicial um
revestimento epitelial cubico estratificado, seguido por colunar estratificado e,
ao final, desemboca na cavidade bucal, apresentando-se como pavimentoso

estratificado ndo queratinizado (Junqueira e Carneiro, 2004).

Embora sejam poucos os estudos que relacionam as neoplasias de
glandulas salivares e glandulas salivares normais, é conhecida a relacao entre
estruturas normais da glandula e o surgimento de algumas neoplasias. O
carcinoma adenoide cistico, por exemplo, origina-se de células do ducto

intercalar, enquanto carcinoma do duto salivar e o carcinoma mucoepidermoide
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se originam de células do ducto excretor (Dardick et al., 1990; Locati et al.,
2009).

Se por um lado essa relacdo € conhecida, por outro, 0S mecanismos
envolvidos no desenvolvimento das neoplasias de glandulas salivares
necessitam ainda de serem esclarecidos. A proliferacdo celular, atividade em
geral aumentada nos tumores, ndo parece seguir esta regra nas neoplasias

glandulares.

Proliferacdo celular x Neoplasias das glandulas salivares

Estudos que avaliaram a atividade proliferativa em neoplasias de
glandulas salivares também j& demostraram, nesses tumores, uma baixa
expressao de proteinas relacionadas a proliferacdo celular. No estudo realizado
por Rivero et al. (2004), os autores observaram, pela dupla marcacao
imunoistoquimica/histoquimica, que amostras, tanto de AP quanto de
carcinoma adenoide cistico, apresentaram uma maior marcacao pela prata
(AgNOR) nas regides também positivas para PCNA; entretanto a marcacao
pela prata sugeriu ser muito mais indicativa da atividade metabdlica do que
proliferativa das células tumorais. No trabalho realizado por Zhu et al. (2012),
0S autores encontraram uma baixa expressao de Ki-67 nos casos de AP e néo
encontraram diferencas significativas dessa proteina entre o0s subtipos

histoldgicos classico e celularizado.

No estudo de imunoistoquimica realizado por Alves et al. (2002), em que
a proliferacdo celular em 61 casos de AP de glandulas submandibulares foi
avaliada, o resultado encontrado foi considerado negativo para a
imunomarcacéo do Ki-67 e p53 em todos os casos avaliados, embora alguns

poucos casos tenham apresentado esparsas células positivas.

Trabalhos que avaliam proteinas que se relacionam de forma indireta
com a proliferacdo celular também apresentam resultados interessantes. Na
revisdo de literatura sobre o carcinoma adenoide cistico realizada por Dodd e
Slevin (2006), os autores concluiram que muitos dos estudos avaliados
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apresentavam uma baixa expresséo tanto de p53 (gene supressor de tumor,
relacionado com a apoptose, dentre outros) quanto de EGFR (receptor do fator
de crescimento epitelial), sugerindo uma minima relagdo entre esse receptor e

o desenvolvimento da lesao.

No trabalho de Vered et al. (2002), numa escala de 0 a 2 para
imunomarcacdo para o EGFR, dos 34 casos de carcinoma adenoide cistico
avaliados, 20 apresentaram score entre 0,05 e 0,9, sugerindo uma
iImunomarcacao fraca nesse tumor. Por outro lado, o estudo de Jia et al.
(2004), que avalia apoptose em carcinoma adenoide cistico, encontrou uma
correlacdo inversa entre indice apoptotico e a expressao da bcl-2. Embora Jia
et al. (2004) ndo tenham encontrado associacao entre sobrevida e as proteinas
avaliadas, 20/39 e 25/39 casos mostraram-se positivos para bcl-2 e p53

respectivamente.
Apoptose

A morte celular programada é um tipo de evento celular que compreende
diferentes modalidades de morte das células, como, por exemplo, a apoptose e
autofagia. A apoptose é o modelo mais estudado desse grupo e, nos
vertebrados, mostra-se como um processo frequente de morte celular (Ghiotto
et al., 2010). Dessa forma, uma importante funcdo da apoptose € o controle do
namero de células e, consequentemente, a manutencdo dos tecidos corporais
através da eliminacédo de células indesejadas ou defeituosas (Vangestel et al.,
2009), sendo fundamental no periodo da embriogénese e homeostase do
tecido adulto (Ashkenazi, 2008). Embora muitas vezes fisiolégico, esse
processo pode ser desencadeado por estresse celular intenso, danos ao DNA
ou ao citoesqueleto. Esses danos ao DNA podem, por exemplo, levar a
ativacdo da p53, que se relaciona com a inducdo da transcricdo de proteinas
BH3-only que, por sua vez, ativam outras proteinas da familia BCL-2, como a
bax (Ashkenazi, 2008). Alteracbes nesse sistema podem, também, contribuir
para o estabelecimento de processos patolégicos, como as neoplasias, uma
vez que as ceélulas tumorais podem se tornar resistentes a apoptose, tanto pelo

aumento da expressdo das proteinas antiapoptoticas quanto pela diminui¢éo

21



das pré-apoptoéticas. Alguns tratamentos quimioterapicos e radioterapicos se
baseiam justamente na inducdo da apoptose nas células tumorais (Vangestel
et al., 2009). Estudos com cancer de péancreas e proteinas da apoptose
sugerem que a expressao de bax se mostra como um bom preditor de

sobrevida (Stenner e Klaussmann, 2009).

A apoptose € um processo complexo, controlado por uma cascata de
eventos moleculares e dependente de energia. As alteracbes morfologicas
apresentadas pelas células apoptoticas séo resultados de a¢Bes de proteases
cisteinil aspartato especificas, denominadas Caspases, envolvidas em ambas

as vias da apoptose, a extrinseca e a intrinseca (Burz et al., 2009).

As alteracbes morfologicas das células em apoptose se caracterizam
pela contracdo celular, condensacdo da cromatina e nucleo picnético (Burz et
al., 2009). Na coloragédo de hematoxilina e eosina (HE), o que se observa ao
microscopio optico de luz € a formagdo de uma massa celular densa, redonda
ou oval, de citoplasma densamente eosinofilico, vacuolizado e condensacao da

cromatina (Chowdhury et al., 2006).

Via instrinseca ou mitocondrial

A via intrinseca, também chamada mitocondrial, pode ser desencadeada
por varios estimulos como, por exemplo, o estresse celular e danos ao DNA
sendo estes processos mediados pela familia da BCL-2 e pelo acometimento

mitocondrial (Vangestel et al., 2009).

A mitocondria € uma organela celular, situada no citoplasma, e é
responsavel pela sintese de trifosfato de adenosina (ATP), moeda energética
essencial para o metabolismo celular (Cusimano et al., 2009). Apresenta uma
membrana externa e uma membrana interna e 0 espaco entre ambas
denomina-se espaco intermembranas. Nesta regido estdo presentes varias
proteinas relacionadas a induc¢do da apoptose, como o citocromo C (Cit C), o
fator de indugcao de apoptose (AIF), o Smac/Diablo e Omi/HtrA2 (Burz et al.,
2009).
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A familia BCL-2 € constituida por aproximadamente 20 proteinas que
apresentam em sua composi¢cdo um dominio especifico, o BH (BH1-BH4). De
acordo com a funcao que exercem, os membros da familia sdo divididos em 3
grupos. O grupo 1 é formado por proteinas antiapoptoéicas (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w,
Bcl-xL), todas apresentando os 4 dominios BH (BH1, BH2, BH3 e BH4) e tendo
como funcdo a protecdo celular. Os grupos 2 e 3 sdo compostos por proteinas
pré-apoptéticas que apresentam os dominios BH1, BH2 e BH3 (ex. Bax, Bak,
Bcl-xs) ou apenas BH3, sendo chamadas BH3-only (Bid, Bim) (Vangestel et al.,
2009; Burz et al., 2009).

Acredita-se que na célula saudavel as proteinas pro-apoptoticas, como a
bax, apresentem-se dispersas no citosol na sua forma inativa e que a
inativacdo dessas proteinas pro-apoptéticas se dé pela sua interacdo com
proteinas antiapoptéticas, como a Bcl-2, ou com outros membros
antiapoptoticos da familia BCL-2. A associacdo da bax com membros pro-
apoptéticos como Bim, BID e PUMA leva a formacdo de heterodimeros,
capazes de se ligar a membrana mitocondrial e desencadear 0 processo de
apoptose. A BH3-only, um subconjunto da familia BCL-2, € um grupo de
proteinas capaz de promover a ativacao da Bax, ndo soO pelo deslocamento de
proteinas antiapoptoticas (bcl-2), mas também pela ativacdo direta da bax.
Independentemente da forma, uma vez ativada, a bax se liga & membrana
mitocondrial, permeabilizando os poros da mesma, o que permite a liberacdo
de inumeras substancias da mitocondria para o citosol. Dentre essas
substancias liberadas esta o Cit C, que, uma vez no citosol, atua como co-fator
de ativacdo da Apaf-1, ligando-se também a pré-caspase 9, formando um
apoptossomo. Esse apoptossomo inicia a ativacdo da pré-caspase 9 em
caspase 9, que por sua vez, ativa a caspase 3, culminando na morte celular por
clivagem de substratos protéicos necessarios ao reparo do DNA nuclear (Autret
e Martin, 2009; Wang e Youle, 2009; Broughton e Sobey, 2009).

Outra substancia também liberada através dos poros mitocondriais € o
Fator de inducdo apoptotico (AIF). Uma vez liberado, o AIF migra para o ndcleo

e inicia um processo de apoptose independente das caspases, que induz a
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condensacéao e fragmentacdo do DNA em partes de 50Kb (Broughton e Sobey,
2009, Burz et al., 2009; Wang e Youle, 2009).

Uma vez liberado no citoplasma o Smac/Diablo parece se ligar ao XIAP,
uma proteina antiapoptotica da familia das proteinas inibidoras da apoptose
(IAP), facilitando a ativacéo das caspases. A Omi/HtrA2 também pode facilitar o
processo de apoptose degradando de forma irreversivel alguns tipos de IAPs
(Wang e Youle, 2009).

Via extrinseca

A via extrinseca apresenta como ponto principal os receptores presentes
na membrana plasmatica, conhecidos como “receptores da morte”. Esses
receptores pertencem a familia Receptor de Fator de Necrose Tumoral (TNFR),
sendo conhecidos 6 de seus integrantes: o TNFR-1, Fas, TRAIL, DR3, DR5 e
DR6. Quando o receptor do TNF € ativado pelos seus ligantes, a célula pode
caminhar para o processo de morte celular. Alguns desses ligantes sdo as
citocinas proé-inflamatérias TNF-a, INF-gama e FasL, que se ligam a seus
receptores especificos, também chamados “receptor da morte”. Uma vez
ativado, o receptor da morte inicia uma sinalizacdo em sua parte citoplasmatica
(dominio de morte), ligando-se a proteinas denominadas “proteinas do dominio
de morte”, como por exemplo, as proteinas do dominio de morte Fas (FADD).
Essa associacéao ligante + receptor + FADD é denominada “trimerizagao”. Esse
trimero se liga a pré-caspase 8, formando um complexo denominado “DISC”,
que ativa a pro-caspase 8 em caspase 8, separando-se do complexo DISC.
Uma vez ativada, a caspase 8 pode ativar proteinas pro-apoptéticas que atuam
na via mitocondrial ou pode ativar diretamente a caspase 3 que, por sua vez,
atua na clivagem de substratos proteicos, culminando no processo de apoptose
(Shultz e Harrington, 2003; Kulkarni et al., 2006; Broughton e Sobey, 2009).

Caspases

As caspases sdo uma familia de cisteinas proteases que agem como
moléculas efetoras da morte celular. Essas proteinas sao sintetizadas na sua

forma inativa, em grande parte das células, como pro-caspases, e se tornam
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ativas por oligomerizacao (Fulda, 2009; Burz et al., 2009; Frank et al., 2011).
Além de participarem do processo da apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10),
as caspases 1, 4, 5, 11 e atuam no controle do processo inflamatério (Burz et
al., 2009, MacKenzie et al., 2010).

A caspase 8 € uma proteina de 480 aminoacidos que apresenta dois
dominios de morte efetores, o N-terminal e o C-terminal. Esses dominios de
morte sao “plataformas” que tém como funcdo a interacdo com outras
proteinas. Até que a pré-caspase 8 seja clivada e consequentemente ativada,
ela apresenta-se constituida de 4 subunidades, 2 maiores e 2 menores, sendo
essa forma inativa a presente em grande quantidade de células. Diferentes
isoformas da caspase 8 ja foram identificadas, sendo as mais frequentes as
isoformas -8a e -8b. Ambas relacionam-se com a sinalizagédo de morte celular.
No entanto existe uma variante, a caspase 8L (long), que apresenta dois
dominios de morte N-terminal e nenhum C-terminal. Sendo assim, ela pode ser
recrutada ao complexo DISC, mas ainda assim € inativa, bloqueando a cascata
da apoptose (Fulda, 2009).

Estudos mais recentes sugerem que a caspase 8 apresenta outras
funcBes além da acédo pro-apoptética. Ela parece estar envolvida no controle da
diferenciacdo e proliferacdo de Células B, células NK, ativacdo do Nf-k@B e
auxiliam na motilidade, adesdo e migracdo de células cancerosas (Fulda,
2009).

A caspase 3 € 0 membro mais estudado da familia das caspases
(MacKenzie et al.,, 2010), uma vez que tanto a via extrinseca quanto a
intrinseca convergem para a ativacdo da mesma (Resendes et al., 2004; Pirger
et al., 2009). A pro-caspase-3 parece estar superexpressada em varios tipos de
tumores, sugerindo que a molécula que ativa pré-caspase apresenta
seletividade as células tumorais em relacé@o as células normais (Peterson et al.,
2010). A caspase 3 € uma caspase efetora, sendo que, uma vez ativada, leva a
morte celular pela degradacdo de proteinas essenciais a célula e ativacdo de
endonucleases, sendo, portanto, considerada um ponto chave do processo de

morte celular (Resendes et al., 2004). No entanto a ativacdo da caspase sem a

25



concretizacdo da apoptose ja foi descrita no trabalho de Alam et al. (1999) no
qual a ativac@o da caspase parece ter se relacionado a maturacao de linfocitos
T e, ndo, com o desencadeamento do processo de apoptose.

Proteinas reguladoras da apoptose

Bax

A bax é uma proteina da familia BCL-2 envolvida no processo de
apoptose, mais especificamente no processo de inducdo da apoptose. Dessa
forma, a superexpressdo da bax pode estimular o processo de morte celular
pela formacdo de dimeros (homo ou heterodimeros) com outras proteinas da
familia (Hasnan et al., 2010). Normalmente localizada no citosol na sua forma
inativa, ela migra para a mitocondria e induz a liberagdo de Cit C quando
ativada (Kotsafti et al., 2010).

Bcl-2

A bcl-2 € uma oncoproteina da familia BCL2, inicialmente descrita em
um linfoma n&o-Hodgkin de células B, e que tem como funcéo a inibicdo da
apoptose, favorecendo a sobrevivéncia da célula (Carlinfante et al., 2005;
Kummoona et al., 2008, Hasnan et al., 2010). O gene BCL-2, que codifica a
proteina de mesmo nome, esta localizado no cromossomo 18g21 (Hockenbery
et al., 1990). A proteina é encontrada na superficie da membrana da
mitoc6ndria, na do reticulo endoplasmatico e na nuclear (Szegezdi et al., 2009),
sendo que sua presenca na célula parece estar relacionada a resisténcia
celular as drogas anti-neoplasicas (Pommier et al., 2004) e sua superexpressao

com o desenvolvimento de malignidades (Cotter, 2009).

Survivina

A survivina é uma proteina antiapoptética da familia IAP. A sua
expressao em tecidos adultos normais € baixa, enquanto nas ceélulas tumorais

apresenta-se normalmente aumentada. A survivina apresenta como funcgdes a
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inibicdo da caspase 9 e do Smac/Diablo, estabilizacdo da XIAP, além de
regular a divisdo celular. Sendo assim, a expressdo nuclear parece estar
relacionada ao controle da divisdo celular, enquanto a expresséo
citoplasmatica parece relacionar-se com inibicdo da apoptose (Vangestel et al.,
2009). Dessa forma, a survivina surge como uma forte candidata as propostas

terapéuticas para as neoplasias (Stenner e Klaussmann, 2009).

Fator Nuclear - kB-65 (Nf-k3-65)

O Fator nuclear — kB (Nf-kB) € uma familia de fatores de transcricao,
tendo como membros o RELA (p65), RELB, REL (cRel), Nf-kB1 (p50) e o Nf-
kB2 (p52). Na maior parte das células, as subunidades p50 e p65 se mostram
como homodimeros ou heterodimeros, apresentando-se na forma Nf- kj,
dispersos no citosol de forma inativa, associados a proteinas inibitérias. A
ativacdo desse fator, tanto pela degradacdo do inibidor citoplasmético quanto
pela clivagem proteolitica, gera um dimero livre que se transloca para o nucleo,
passando a exercer diversas fungbes (Zhang et al., 2005). Dentre as funcdes
mais conhecidas dessa proteina estdo a inibicdo da apoptose e manutencdo
celular (Tokunaga e lwai, 2012). O Nf-kp pode ser ativado de varias formas
como por citocinas pro-inflamatérias e estresse oxidativo. Quando ativado, a
sua translocacdo intranuclear induz a expressdao de genes associados a
resposta inflamatéria, adeséo celular e antiapoptética (Tokunaga e lwai, 2012).
Dessa forma, esse fator parece estar envolvido tanto com rea¢des de oxidacao
guanto com a inducéo do estresse oxidativo, modulacdo de vias de proliferacéo
e degeneracdes celulares por inibicdo de proteinas citoplasmaticas como a |
kappa B (Jiang et al., 2012).

A forma inativa do Nf-kf3 é encontrada no citoplasma celular associada a
proteinas inibidoras de Nf-kp (I- Nf-kB). Uma vez clivada, a proteina é ativada e
o dimero livre do Nf-kp se transloca para o nucleo (Zhang et al., 2005). Uma
vez no nucleo, o Nf-kB se liga ao DNA e conduz a transcricdo de genes

relacionados a tumorigénese, como genes antiapoptéticos, reguladores
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positivos da proliferacéo, entre outros (Chattopadhyay et al., 2012) e também

relacionados a angiogénese (Zhang et al., 2005).
Tioredoxina (Trx)

As espécies reativas de oxigénio (ERO), que incluem o superoéxido (O),
peréxido de hidrogénio (H»,O;) e o radical hidroxila (OH"), sdo produzidas nas
condicbes fisiologicas e participam da sinalizacdo e controle metabdlicos.
Frente a alguns estimulos como a isquemia, ocorre um aumento no nivel de
ERO (Broughton et al., 2009).

A tioredoxina (Trx) € uma proteina ubiqua, que possui acdo antioxidante
frente a producdo celular de ERO. Além disso, ela atua na regulacdo da
apoptose tendo como ponto principal a quinase 1, que € ativada pela producéo

de radicais livres (Kurimoto et al., 2007).

Wu et al. (2008), avaliando a acdo da Trx em células do miocérdio
submetidas a isquemia, encontraram que, frente a uma reperfusdo, a Trx
exerceu um efeito negativo sobre a apoptose dos miocardiocitos sugerido pelas
poucas células positivas no TUNEL e, indiretamente, pela baixa expressao de

MRNA da caspase 3 e pela pouca expressao da caspase 3 no western blotting.

Neoplasia das glandulas salivares
Adenoma Pleomorfico

O AP (figura 1), também conhecido como tumor misto benigno, € um
tumor benigno de origem epitelial glandular, derivado de elementos ductais e
mioepiteliais, sendo a neoplasia a mais frequente das glandulas salivares
(Poetsch et al., 2005; Do Prado et al., 2006; Ochicha et al., 2009). Clinicamente
apresenta-se como uma massa firme, de crescimento lento e assintomatico,
apresentando leve predilecéo pelo género feminino, com média de idade entre

30 e 50 anos, e predilecdo pela glandula paroétida, nas glandulas maiores, e
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pelo palato, nas glandulas menores (Marioni et al., 2003; Chau e Radden.,
1989; Barnes et al., 2009).

Histologicamente, o AP apresenta uma grande variedade de
apresentacdes arquiteturais, frequentemente apresentando formagdes ductais
e cisticas, em meio a um estroma mixoide, mucoide ou condroide. Observam-
se ainda presenca de células epiteliais e mioepiteliais (Poetsch et al., 2005, Do
Prado et al., 2006; Barnes et al., 2009). Em funcdo da grande diversidade
morfolégica apresentada pelo AP, ja foram propostas classificacdes
histologicas de acordo com a quantidade de estroma apresentada pela leséo.
Dessa forma, Chau e Radden (1989) realizaram um estudo, seguindo a
classificacéo histolégica proposta por Seifert et al. (1976). Dessa forma, os APs
sdo agrupados em: tipo | (Classico, tendo de 30% a 50% do tumor constituido
por estroma, contendo uma quantidade equilibrada entre estroma e células
epiteliais), tipo Il (Mixoide, com 80% do tumor constituido por estroma), tipo IlI
(Celular, com menos de 30% do tumor constituido por estroma) e tipo IV
(Celularizado monomoérfico, menos de 30% do tumor constituido por estroma,
com o componente celular epitelial monomorfico, de aparéncia plasmocitoide
ou hialina). No estudo, Chau e Radden (1989) encontraram, entre outros

resultados, uma relacdo entre subtipo histologico e tamanho da leséo.

A patogénese do AP ainda € incerta, mas acredita-se que o
desenvolvimento e progressdo da lesdo se deem por translocacdes
cromossomais nas regiées 3 (3p), 8 (8912), 12 (12g15) e 6 (6p21). O papel das
células mioepiteliais dando inicio a transformacédo neoplasica e contribuindo
para a transformacao maligna em carcinomas ex-adenomas pleomorficos tem
sido explorado em alguns trabalhos (Araujo et al., 2006). De acordo com Cheuk
e Chan (2007), 70% das alteracdes genéticas referentes ao APs se encontram
relacionadas a rearranjos nas regides 8ql2 (39%), 12q13-15 (8%) e a

mutacdes esporadicas nao relacionadas a esses cromossomos (23%).
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Figura 1 - Adenoma pleomorfico (Coloragdo em HE, classificagéo de Seifert et al.,1976).

A) AP (40x), tipo classico (tipo I); pode ser observado um padréo de proliferagdo em ninhos de células
epiteliais, exibindo proporgdo com a porgéo estromal.

B) AP (20x), tipo mixoide (tipo Il); pode ser observado um padrao celular mais difuso, sendo, por vezes,
observada proliferacdo em nihos (seta)
C) AP (20x), tipo celularizado (tipo Il); pode ser observado um padréo de proliferagéo epitelial em ductos

(seta), ninhos e lengdis e focalmente podem-se observar células com diferencia¢do plasmocitoide
(estrela).
D) AP (10x), tipo celularizado monomérfico (tipo IV); pode ser observado um padrédo de proliferacdo em

lencol, exibindo células monomorficas.

Outras neoplasias das glandulas salivares

O adenoma de células basais é uma neoplasia salivar benigna rara que
acomete principalmente a glandula parétida sendo, normalmente, uma leséao
nodular, solitaria e bem definida. Histologicamente a lesdo € caracterizada por
proliferacdo de células basaloides, de citoplasma eosinofilico, limites celulares
imprecisos, disposto em padréo sélido de crescimento ou trabecular. O padréao
sélido frequentemente apresenta ilhotas celulares de tamanhos variaveis,
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exibindo perifericamente células dispostas em palicada, enquanto o tipo
trabecular caracteriza-se por corddes de células basaloides (Jung et al., 2013;
Barnes et al., 2009).

O cistoadenoma papilifero linfomatoso, também denominado Tumor de
Warthin, € uma neoplasia benigna das glandulas salivares, apresentando-se
quase exclusivamente na glandula parotida, sendo a patogénese desse tumor
ainda incerta, embora aparentemente se relacione com fragmentos ectopicos
de glandula parétida em meio aos nodulos linfaticos. Apresenta leve predilacéo
por homens adultos e seu desenvolvimento sugere uma relacdo com o
consumo de tabaco. Clinicamente essa neoplasia se caracteriza por um nodulo
de crescimento lento e assintomatico, firme ou flutuante a palpacao.
Histologicamente exibe uma proliferacédo de epitélio ductal disposto em corddes
circundados por espacos cisticos, onde se projetam mdltiplas reentrancias
papilares de células epiteliais, em meio a um estroma linfoide (Fodor et al.,
2010).

O carcinoma adenoide cistico foi inicialmente denominado “cilindroma”
por Billroth em 1859 devido a deposicdo de material hialino cilindrico
circundado por células epiteliais. Em 1952, Reid introduziu o termo “cisto-
adenoide” (Carlinfante et al., 2005): um tumor relativamente frequente entre as
neoplasias malignas de glandula e comumente apresenta invasao perineural,
recorréncia local e metdstase a distancia (Jia et al., 2004). O carcinoma
adenoide cistico corresponde a cerca de 10% das neoplasias das glandulas
salivares, sendo as glandulas salivares menores o local mais frequentemente
acometido (Dodd e Slevin, 2006). O tratamento cirdrgico ainda € o mais
comum, no entanto, mesmo com um tratamento local agressivo, cerca de 40-
60% dos casos apresentam metastase para pulmdes, 0ssos e tecidos moles
(Patel et al., 2006), sendo muitas vezes o tratamento cirargico seguido por
radioterapia (Dodd e Slevin, 2006). Dentre os 3 subtipos histolégicos, tém-se o
cribiforme, o tubular e o solido (Jia et al., 2004; Carlinfante et al., 2005; Dodd e
Slevin, 2006).
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O carcinoma mucoepidermoide é a neoplasia maligna de glandula
salivar mais comum, podendo ser encontrado tanto em glandulas salivares
maiores quanto em glandulas salivares menores, sendo que, nas menores,
frequentemente apresenta uma progressdo mais agressiva (Yin et al., 2000). A
sua localizacdo mais comum € a parotida, seguida do palato (Cardoso et al.,
2000). Histologicamente compreende uma mistura de células mucosas, células
intermediarias e células escamosas, podendo apresentar ainda células claras,
oncociticas ou colunares. De acordo com a variacdo histolégica, eles podem
ser classificados em graus baixo, intermediario ou alto de malignidade, o que
se correlaciona diretamente com o tipo de tratamento empregado e a sobrevida
do paciente (Seethala, 2009).

O adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (ACPBG) é uma neoplasia
maligna praticamente exclusiva das glandulas salivares menores do palato,
com predilecdo pelo género feminino entre sexta e oitava décadas de vida
(Aratjo et al.,, 2013). Histologicamente pode apresentar uma variacdo
morfologica, exibindo células palidamente coradas, com proliferagdo em lencol,
corddes, em formacdes ductais ou em formacdes cisticas que lembram o
carcinoma adenoide cistico. Comumente sdo observadas células periféricas
exibindo infiltracdo do tecido adjacente em corddes de camada de células e

invasao perineural (Barnes et al., 2009; Araujo et al., 2013).

7

O carcinoma de células acinares é uma neoplasia epitelial glandular
maligna que se caracteriza pela diferenciacdo serosa e acinar das células
neoplasicas. Essa lesdo acomete uma ampla faixa etaria, estendendo-se desde
a 22 década de vida até a 72, com ligeira predilecdo pelo género feminino e
tendo a glandula parétida como principal local de acometimento. Clinicamente
apresenta-se como uma massa solida, de crescimento lento e cerca de um
terco dos pacientes apresenta queixa de dor, sendo a metastase
frequentemente diagnosticada nos pulmdes (Barnes et al., 2009; Munteanu et
al, 2012). Histologicamente, o carcinoma de células acinares pode apresentar
diversos padrbes, podendo exibir proliferagdo acinar, ductal intercalado,
vacuolizado, granular ndo especifico, solido, microcistico, papilar-cistico e

folicular. Nos carcinomas de células acinares que exibem proliferagcdo de
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células acinares, as mesmas mostram-se volumosas, poligonais, de citoplasma
amplo e granuloso e nucleo excéntrico e PAS-com diastase positivos. Ja as
células vacuolizadas apresentam vacuolos PAS-negativos, que variam em
volume e numero. As células granulares ndo especificas apresentam-se ora
ovais, ora poligonais, de nacleo arredondado e limite celular impreciso. Ja as
células do ducto intercalado sdo cuboidais e de nucleo central. Embora possa
haver uma predominancia de um tipo celular, frequentemente observa-se a
presenca de varios tipos celulares e de padrdes histolégicos (Barnes et al.,
2009; Sams e Gnepp, 2012; Lei e Chiosea, 2012).

O carcinoma do ducto salivar é uma neoplasia glandular rara,
inicialmente descrita por Kleinsassar et al. em 1968, mas reconhecida pela
Organizacdo Mundial de Saude apenas em 1992 (Kallianpur et al, 2012).
Acomete principalmente a paro6tida, mais comum em homens do que em
mulheres (4:1), sendo observado em uma ampla faixa etaria, de 23 a 80 anos.
Clinicamente apresenta-se como uma massa de crescimento rapido, de
sintomatologia dolorosa, com envolvimento do nervo facial em 25 — 60% dos
casos, podendo também levar a metasteses a distancia (Pont et al, 2011).
Microscopicamente apresenta uma proliferacdo intraductal de disposicao
papilar, solida ou cribiforme com areas de comedonecrose, invasao perineural

e émbolos tumorais intravasculares (Ponniah et al., 2005; Barnes et al., 2009).

Apoptose x Neoplasias das glandulas salivares

Estudos utilizando a técnica de imunoistoquimica mostraram a relagcéo
entre diversas neoplasias de glandulas salivares, como o AP (Aoki et al., 2004)
e carcinomas adenoides cisticos (Jia et al.,, 2004) com a bcl-2. Num estudo
realizado com 24 neoplasias epiteliais glandulares benignas, sendo 23 AP e um
mioepitelioma e 20 neoplasias epiteliais glandulares malignas, 21 casos (87%)
das neoplasias benignas mostraram-se positivas para a bcl-2 e dentre as
malignas 50% foram positivas para esta proteina (da Cruz Perez et al., 2004).
Relacdo entre a proteina e casos de recorréncia, metastases ou taxa de

sobrevida néo foram encontradas. Dados similares foram relatados por
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Carlinfante et al. (2005) que encontraram em seu estudo cerca de 90% dos
casos de carcinoma adenoide cistico positivos para bcl-2, mas também sem
relacio da mesma com subtipo histolégico, estagio clinico, recorréncia,
metastase ou sobrevida, sugerindo um envolvimento precoce da bcl-2 com o
desenvolvimento do tumor. No trabalho de Viana et al. (2013), os autores
avaliaram, pela imunoistoquimica, a expressdo da bcl-2 em AP, encontrando
positividade em 27 dos 35 casos avaliados, enquanto as glandulas normais
adjacentes ao tumor mostraram-se negativas para a proteina. No entanto, as
glandulas normais nao relacionadas ao tumor apresentaram intensa
positividade focal nas células basais dos ductos. No estudo realizado por Yin et
al. em 2000, dos 71 casos de carcinoma mucoepidermoide analisados, 41
casos foram positivos para bcl-2, sendo que a imunopositividade mostrou-se
evidente nas células colunares, intermediarias e epidermoides. As células
mucosas e células claras mostraram-se negativas. Tanto o subtipo sélido
quanto o cistico apresentaram uma imunopositividade mais intensa na periferia
das ilhas tumorais. Curiosamente a imunoexpressao para bax mostrou-se
positiva em 69 dos 71 casos sendo observada a imunopositividade também
nas células colunares, intermediarias e epidermoides, enquanto as células
claras e mucosas mostraram-se negativas. Os dois casos negativos para o bax

evoluiram para 6bito.

7

A bax também é uma importante proteina do processo de apoptose
(Kotsafti et al., 2010), ja tendo sido demonstrado em um estudo que 97% dos
casos de carcinomas mucoepidermoides de glandulas salivares menores
avaliados apresentaram-se positivos para bax e que os dois casos negativos
evoluiram para Obito (Yin et al.,, 2000). Outro trabalho que avaliou a
imunoexpressdo da bax em glandulas salivares de ratos encontrou que as
glandulas previamente atrofiadas apresentavam um aumento progressivo da
expressao da bax (Takahashi et al., 2008).

A caspase 8 € um dos pontos fundamentais no desenvolvimento da
apoptose (Lisi et al., 2009) uma vez que pode participar do processo de morte
celular tanto da via extrinseca, pela sua ativagcdo no dominio de morte (Fulda,

2009), quanto da intrinseca ou mitocondrial (Raguénez et al., 2009). No
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trabalho de Koschny et al. (2013), os autores avaliaram, pela imunoistoquimica,
a expressdo da caspase 8 em hepatocarcinoma celular e encontraram
diferengas na expressao citoplasmatica e nuclear em relagdo a sobrevida do
paciente. A imunoexpressao nuclear apresentou uma associacdo com menor
sobrevida. Ja a imunomarcacao citoplasmatica apresentou associacdo com
maior sobrevida do paciente, independentemente da graduacao tumoral.

A caspase 3 é considerada o ponto chave da apoptose (Xiang et al.,
2008), ja tendo sido estudada em diversas lesGes como na hiperplasia benigna
de prostata (Bozec et al., 2010). Neste trabalho os autores avaliaram a
imunoexpressdo da pro-caspase 3 e da caspase 3 clivada na hiperplasia
benigna de préstata, tendo encontrado diferencas na expressdo das duas
formas dessa proteina. Enquanto a pro-caspase foi observada em células
basais, epiteliais secretoras e estromais, a caspase clivada foi observada
focalmente nas hiperplasias de préstata.

A survivina € uma IAP (Seol et al., 2005; Spaulding et al., 2006) e
apresenta um ou mais dominios BIR (baculovirus IAP repeat) responsaveis
pela sua ligacdo com as caspases (Kobayashi et al., 1999; Liao et al., 2009).
Embora ja se conheca sua relacdo com a apoptose, a survivina também parece
se relacionar com a proliferacéo celular, ja tendo sido observada sua expressao
tanto em tecidos em desenvolvimento quanto em alguns tecidos adultos como
timo, endométrio e medula 6ssea (Jaskoll et al., 2001; Spaulding et al., 2006).

Um trabalho que avaliou a survivina em AP e carcinomas adenoides
cisticos de glandulas lacrimais encontrou diferencas na expressdo da proteina
nas lesées malignas e benignas. Além disso, dentre as lesdes benignas, foi
encontrada maior expressao de survivina dentre as recidivas do que dentre as
lesbes priméarias e, quando avaliados os tumores malignos, foi encontrada uma
menor expressao entre os tumores em fase inicial e maior em fases mais

avancadas (Liao et al., 2009).

Apesar de a NF-kpB ser frequentemente avaliada em diversas neoplasias
malignas, estudos sobre a sua expressdo em neoplasias de glandula salivar
sdo raros e relacionados a patogénese tumoral (Fukuda et al., 2008). Em um

estudo realizado em modelo animal, os autores encontraram que 0 uso de uma
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derivacao da aspirina (HS-ASA) em células de neoplasia de mama levou a uma
inibicdo da expressédo de NF-kB p65 e, consequentemente, a uma inibicdo da
proliferacao celular (Chattopadhyay et al., 2012).

A Trx € uma proteina enddgena, pertencente ao sistema Trx, de acao
antioxidante e de regulacédo da transcricdo de NF-kp (Al-Gayyar, et al., 2011).
Ainda ndo sdo muitos os artigos que investigam a relagdo dessa proteina com
o desenvolvimento e progndéstico de patologias. Na literatura sdo encontrados
artigos relacionando a expressao do Trx com disfuncdo mitocondrial de células
tumorais (Zhang et al.,, 2011) em glandulas salivares de pacientes com
Sindrome de Sjégren (Kurimoto et al., 2007), mas parece que a literatura ainda
ndo traz estudos que investiguem a acao dessa proteina com neoplasias de

glandulas salivares.

TUNEL

A técnica do TUNEL (terminal deoxynucleotidil tranferase-mediated
deoxyuridine triphosphate biotin nick end-labeling) € uma das formas de
deteccado de células apoptoticas em cortes de tecidos em laminas de histologia
desenvolvido por Gavrieli et al. (1992), que visa a marcacéo da fragmentacdo
do DNA no nudcleo. Para isso, utiliza a enzima transferase deoxynucleotidil
terminal para adicionar nucleotideos aos fragmentos das fitas de DNA das
células apoptéticas (Tilly, 1996).

Embora seja uma técnica sensivel e extremamente difundida, € uma
técnica de dificil execucdo e apresenta algumas falhas, como a marcacao
inespecifica de nucleos de células em fase de transcricdo e em areas de
necrose, podendo facilmente gerar resultados falso-positivos (Duan et al.,
2003; Resendes et al., 2004).
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Objetivos




Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar comparativamente a
imunoexpressao das proteinas associadas a apotose em tumores de glandulas
salivares, glandulas salivares normais e glandulas normais adjacentes aos

tumores.
Objetivos Especificos

1) Descrever morfologicamente os padrdes de imunoexpressao das proteinas
bcl-2, bax, caspase 8, caspase 3 NCL, caspase 3 clivada, Trx, survivina e NF-
KB p65 em neoplasias de glandulas salivares, glandulas salivares normais e

glandulas normais adjacentes aos tumores.

2) Verificar se h& diferencas na expressao dessas proteinas entre os diversos

grupos avaliados.

3) Verificar a relagdo entre a imunoexpressdo das proteinas e dados clinicos
(idade dos pacientes, tamanho das lesdes) e subtipo histoldégico nos casos de
AP.

4) Descrever o padrao de marcacao apresentado pelo TUNEL, nos AP GSMa e
GN.
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Justificativa




Acredita-se que a atividade apoptética possa estar diminuida nas
neoplasias de glandulas salivares, estando associada ao crescimento lento e
ao comportamento desses tumores. Dessa forma, espera-se que os casos do
trabalho avaliados com menor expressao de proteinas pro-apoptoéticas estejam
relacionados a determinados grupos etarios, subtipos histolégicos, maior
didmetro da lesdo e maior expressdo das proteinas antiapoptéticas. Uma vez
gque sao escassos 0s artigos que abordam este tema, nosso estudo com
caracterizacdo da apoptose nestas neoplasias podera contribuir para o maior
entendimento da patogénese dessas lesfes e fornecer subsidios para novas

modalidades terapéuticas.
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Metodologia




Para a realizacédo do trabalho, o0 mesmo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas
Gerias (UFMG) e aprovado sob o parecer nimero 0512.0.203.000-11 (Anexo).

Todos os casos incluidos no trabalho foram submetidos a coloracéo de
hematoxilina e eosina (HE) e avaliados quanto ao diagnostico histologico. A
classificacéo histologica foi realizada apenas nos casos diagnosticados como
AP.

Foram selecionados casos de neoplasias de glandulas salivares
menores, maiores e glandulas salivares normais de dois centros de referéncia,
sendo um o Laboratorio de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de
Odontologia da UFMG (LPB - FOUFMG) e do Laboratério de Anatomia
Patolégica da Faculdade de Medicina da UFMG. Do arquivo de laminas do LPB
— FOUFMG foram selecionados 31 casos de AP, todos de glandulas salivares
menores (AP GSMe), 5 casos de ACPBG e 11 glandulas salivares menores
normais, provenientes de bidpsias de hiperplasia fibrosa com pouca inflamacgéao
proxima a area glandular. Do arquivo de laminas do Laboratério de Anatomia
Patolégica da Faculdade de Medicina foram selecionados 12 casos de AP,
todos de glandulas salivares maiores (AP GSMa), 1 adenoma de células
basais, 1 cistoadenoma papilar linfomatoso, 1 ACPBG, 1 carcinoma adenoide
cistico, 1 carcinoma de células acinares, 1 carcinoma de ducto salivar e 1
carcinoma mucoepidermoide. Todos os casos da Faculdade de Medicina foram
provenientes de bidpsia excisional ou enucleacéo, possibilitando a visualizacéo
de toda a peca cirdrgica em todos os casos, com revisdo das laminas coradas
em HE (hematoxilina e eosina). A amostra foi de conveniéncia, sendo
selecionados 0s casos que apresentavam material suficiente para analise e
com diagnostico histolégico compativel com o estudo. Quantidades
insuficientes de material para adequada avaliacdo, blocos de inclusdo em
parafina ausentes, pacientes que se recusaram a participar do estudo ou casos
cuja localizacdo néo foi em glandula salivar foram excluidos da amostra. Nao
foram adotados critérios de exclusdo relativos a género, cor, idade,

nacionalidade, procedéncia, profissao ou outros.
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Os dados clinicos coletados das fichas de bidépsia constaram de género,
idade, localizacao da lesé@o e nos casos das enucleacdes e biopsias excisionais
também foram coletados dados referentes ao tamanho da lesdo. N&o foi

possivel coletar dados referentes a recidivas ou sobrevida.

Quanto a classificacdo histolégica, os casos de AP foram classificados
como tipo classico (tipo 1), sendo aqueles que apresentavam cerca de 50%
estroma e 50% células; tipo estromal (tipo Il), compreendendo os casos de
predominancia de estroma; tipo celularizado (tipo 1), correspondendo as
laminas com predominancia celular, e tipo monomorfico (tipo IV) sendo os
casos celularizados, porém com padrdao monomorfico das células, de acordo
com Seifert et al. (1976). Ap6s a classificagdo, a amostra foi dicotomizada,
sendo o grupo A composto pelos tipos | e Il e o grupo B composto pelos tipos
lll e 1V, de acordo com Viana et al. (2013).

Para as andlises das proteinas versus idade no AP foram avaliadas 3
faixas etarias, considerando que o pico de ocorréncia dessa neoplasia ocorre
entre 30 e 50 anos (Marioni et al., 2003; Barnes et al., 2009). Sendo assim, o
primeiro grupo consiste nas idades antes do pico, o segundo consiste da faixa
de maior incidéncia e o terceiro grupo consta dos pacientes com idade acima

de 50 anos.

As glandulas salivares normais adjacentes aos tumores foram
selecionadas a partir dos tumores ja incluidos na amostra, tendo sido
encontradas em 10 casos de AP GSMe, 11 casos de AP GSMa e 4 casos de
ACPBG. Nas demais neoplasias, as glandulas adjacentes foram observadas
eventualmente sendo que, apenas apods a realizacdo da imunoistoquimica, é
que foi possivel observar se o corte apresentava a glandula adjacente. O
critério de selecado foi presenca ou auséncia da glandula normal adjacente ao
tumor.

Todos os casos foram submetidos a técnica imunoistoquimica para os
anticorpos anti-bcl-2, anti-bax, anti-caspase 3 NCL, anti-caspase 8, anti-
caspase 3 clivado, anti-Trx, anti-survivina e anti- Nf-k3-p65. Um caso de cada
subtipo histologico de AP GSMe foi submetido a técnica do TUNEL.
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Imunoistoquimica

Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica, os cortes histolégicos

foram cortados com espessura de 4um e montados em laminas de vidro com

carga (StarFrost Knittel). Segue abaixo a sequéncia do protocolo utilizado para

todos os anticorpos:

1.
2.
3.

10.
1.

12.
13.

14.
15.
16.

Banho em xilol | por 15 minutos em temperatura ambiente;

Banho em xilol Il por 15 minutos em temperatura ambiente;

Recuperagéo dos epitopos antigénicos pesquisados em Steamer, sendo 2 banhos
de 20 minutos em solucao Trilogy® (Cell Marque)

Apos o resfriamento, alcangando equilibrio térmico com o meio ambiente, lavagem
em cinco banhos de agua destilada;

Lavagem em tampé&o TRIS-HCI 20 mM pH 7,4 em trés banhos de 5 minutos;
Procede-se ao bloqueio da peroxidase enddégena por incubagdo dos cortes em
solugéo de perdxido de hidrogénio 10% (v/v) em dois banhos de 15 minutos;
Incubagdo com os anticorpos primarios monoclonais (Tabela 1);

Lavagem em solucdo em tamp&o TRIS-HCI 20 mM pH 7,4 em trés banhos de 5
minutos;

Incubag@o em anticorpo secundério livre de biotina (Advance, DAKO, Carpinteria,
EUA), por 30 minutos, a temperatura ambiente, em ambiente umido;

Lavagem em tampao TRIS-HCI 20 mM pH 7,4 em trés banhos de 5 minutos;
Incubagdo em solugdo de complexo terciério livrte de biotina (Sistema Advance,
DAKO, Carpinteria, EUA), por 30 minutos, a temperatura ambiente, em ambiente
umido;

Lavagem em tampé&o TRIS-HCI 20 mM pH 7,4 em trés banhos de 5 minutos;
Incubagédo com tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina (DAKO, Carpinteria, EUA)
liquida por 3 minutos;

Lavagem em 5 banhos de agua destilada;

Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer por 20 segundos;

Lavagem em 5 banhos de agua destilada;
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17. Desidratacdo em cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e trés vezes a 100%),
diafanizagdo em dois banhos de xilol, sendo as |&minas montadas ao final do
procedimento com laminulas de vidro e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ,
USA).

Tabela 1 - Anticorpos primarios, fabricantes, diluicdo, método de recuperacdo e

imunomarcagao
Proteina Clone Fabricante |Diluigdo | Tratamento | Incubagéo Imunomarcagao
Bcl-2 124 Dako 1:100 | Trilogy / Steamer | Thora/ TA Citoplasmatica

Bax Ab-1(2D2) |Neo Markers | 1:100 | Trilogy / Steamer | 1 hora / TA Citoplasmatica

Caspase 3 | NCL-CPP 32 Leica 1:100 | Trilogy / Steamer | 1 hora/ TA Citoplasmatica

Caspase 3| 3CSPO3 Biogen 1:100 | Trilogy / Steamer | 1 hora / TA Citoplasmatica

Caspase 8 | NCL-Casp8 Leica 1:100 | Trilogy / Steamer | 1 hora / TA Citoplasmatica

Survinina N/A Spring 1:50 | Trilogy / Steamer | 1 hora / TA | Nuclear e citoplasmatica
Trx FL-105 Santa Cruz | 1:100 | Trilogy / Steamer | 1 hora / TA | Nuclear e citoplasmatica
NF-kBp65 | SC-109 Santa Cruz | 1:700 | Trilogy / Steamer | 1 hora / TA Nuclear

Controles negativos consistiram na omissdo do anticorpo primario.
Como controle positivo, foram utilizados cortes de hiperplasia fibrosa
sabidamente positivos para bcl-2, carcinoma de células escamosas para
survivina e de tonsila para os demais anticorpos.

A andlise da imunomarcacdo foi feita de forma semi-quantitiva pelo
meétodo “Quickscore” (Detre et al., 1995) avaliando-se tanto a intensidade
guanto a area de marcacao, de acordo com o método utilizado nos trabalhos
de Ko et al., (2010) e Nikitakis et al., (2009), conforme o descrito abaixo:
Avaliacdo da area de marcacao:

0% de marcacgéo — score 0;
até 20% de marcacado — score 1;
acima de 20 até 50% de marcagéo — score 2;

acima de 50% de marcacédo — score 3.
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Avaliacdo em relacdo a intensidade de marcagéo:
marcagao ausente — score O;

marcacao fraca — score 1;

marcacao moderada — score 2;

marcacao forte — score 3.

ApGs a andlise da intensidade da marcagéo e da area marcada, os dois
indices foram multiplicados estabelecendo-se um indice final para cada lamina.
O resultado final foi dicotomizado, sendo consideradas negativas as laminas
com indices finais de 1, 2 e 3 e positivas aquelas de indice entre 4 e 9 (Ko et
al., 2010 e Nikitakis et al., 2009).

Para todas as proteinas avaliadas foi considerado o padrdo de marcacgéo
citoplasmatico, com excecdo do Nf-kpB-65 e survivina. A analise da survivina foi
feita considerando-se juntamente a marcacdo nuclear e citoplasmatica. Ja a
analise do Nf-kB-p65, apesar de a expressdo ter sido observada tanto em
ndcleo quanto em citoplasma, considerou-se como marcagado apenas o padrao
nuclear. Os mesmos indices foram aplicados para a analise de todas as

proteinas.

Para a avaliacdo da imunoistoquimica foi realizada uma calibracdo dos
dois observadores (MCFA, DCR). Em sequéncia cada examinador avaliou as
laminas separadamente e, em seguida, os resultados foram tabulados e
submetidos ao teste de Kappa, sendo o valor do mesmo de 0,7 (p=0,002)

(http://lee.dante.br/kappa/Kappa).

Técnica do TUNEL

Para a realizacdo da técnica do TUNEL, cortes de 4 um foram montados
em laminas carregadas eletrostaticamente (Start Frost- Knittel) e o protocolo
seguido foi o do Kit Calbiochem, (San Diego, CA, USA) protocolo QIA33.

1. Desparafinizagéo das laminas de xilol | por 15’ e xilol Il por 15;

2. Lavagem em tampéo TBS;
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3. Hidratagdo em cadeia descendente de etanol (100%, 100%, 90%, 80% e 70%), 5’
cada;

3. Digestao enzimatica (proteinase K) a temperatura ambiente por 20;

4. Lavagem em tampao TBS;

5. Inativagao da peroxidade enddgena;

6. Lavagem em tampé&o TBS;

7. Estabilizagao do pH (equilibration buffer), a temperatura ambiente por 30’;

8. Incubacdo TdT (terminal deoxinucleotidil transferase), a 37°, por 1,5h;

9. Incubagao no Stop Buffer, a temperatura ambiente por 5’

10. Lavagem em tampéo TBS;

11. Incubagao no Stop Solution, a temperatura ambiente por 5’;

12. Incubacao no Blocking buffer, a temperatura ambiente por 10;

13. Lavagem em tampao TBS;

14. Incubagao com tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina (DAB) por 15;

15. Lavagem em tampao TBS;

16. Contracolorag@o com verde de metila, temperatura ambiente por 3’

17. Dois banhos em etanol 100%;

18. Um banho em xileno,

19. Montagem em Permout®

O controle negativo consistiu na substituicdo da TdT por agua e o

controle positivo feito com corte de timo humanao.

A analise do TUNEL néo foi feita de forma quantitativa e, sim, descritiva

do padrao de marcacao encontrado.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com objetivo de se verificar, entre os

diferentes grupos estudados (AP GSMe, AP GSMa, GN, gla adj), possiveis

diferencas na expressdo de cada uma das proteinas. A analise foi realizada

com todas as proteinas, exceto com Nf-kf3 p65, uma vez que todos os casos se

mostraram negativos. O programa estatistico utilizado foi o SPSS (versao 19.0)
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e a analise feita pelos testes chi-quadrado de Pearson, teste exato de Fisher e

teste de McNemar, sendo considerados p<0,05 para todos os testes.
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Resultados




Dados gerais

Os dados clinicos (idade e género), classificacdo histologica, localizacao
e tamanho da lesdo de todos os casos da amostra estao descritos na tabela 2.

Nas GN (11 casos avaliados) a analise descitiva da imunoistoquimica foi
realizada considerando-se separadamente ductos e acinos. Para a realizacao
dos testes estatisticos o indice final da glandula foi representado pela analise
conjunta da imunomarcacgéo das duas regides. Desse modo, o resultado final
obtido, na maior parte das vezes, deu-se em extensdo pela &rea acinar, uma
vez que essa regido representa a maior por¢cdo do parénquima glandular,
engquanto, para a intensidade final, prevaleceu o padrdo observado na regial
dos ductos, que, em geral, representava a area positiva. As imagens das

reacOes de imunoistoquimica podem ser observadas na figura 2.

Dentre os casos de AP em GSMe, 19 apresentaram-se no género
feminino e 12 no masculino e, dentre os de GSMa, 06 no género feminino e 06
no masculino, totalizando uma amostra de 25 casos femininos e 18 masculinos.
A idade foi estratificada e apresentou uma leve diferenca nos picos de idade
entre as neoplasias de GSMe e GSMa. Quando avaliados como um Unico

grupo, a faixa etaria mais envolvida esteve entre 0-29 anos.

BN

Quando avaliados em relacdo a classificacdo histolégica, dentre os
casos de AP GSMe, 26 apresentavam-se como tipos | e Il, enquanto 5 casos
encontravam-se no grupo dos tipos Il e IV. Destes ultimos 5 casos, 4
apresentaram positividade para bcl-2 e caspase 3 néo clivada, 3 com
positividade para caspase 3 clivada e caspase 8 e 2 casos mostraram-se
positivos para Trx. J& entre o grupo AP GSMa, 11 casos foram classificados
tipos 1 e 2 e apenas 1 caso no grupo 3 e 4, sendo que este apresentou-se

positivo apenas para as caspases 3 e 8 néo clivadas e bcl-2.

O dado referente ao tamanho da lesdo também foi coletado. Tamanhos
variados de lesdes foram encontrados independentemente da idade dos
pacientes. O ponto de corte, proposto por Alves et al. (2002), de 3,5 cm de

didmetro para classificar as lesbes como grande ou pequenas também foi
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aplicado no nosso trabalho, no grupo AP GSMa. Dessa forma, encontramos 7
casos com diametro igual ou menor que 3,5 cm e 5 casos maiores que o valor
de corte. O Unico caso classificado histologicamente como tipo Il apresentou
diametro inferior ao ponto de corte. Nenhuma proteina mostrou associacéo
estatistica com o tamanho da leséo (caspase 3 clivada p=0,417; Trx p=1,0; bax
p=0,205; bcl-2 p=0,417). No entanto, encontramos um resultado bem
interessante quanto a andlise de correlacdo. Os indices de correlacao entre o
tamanho das lesdes e a caspase 3 clivada, a Trx, a bax e a bcl-2 foram
respectivamente: +0,357; -0,029; +0,488 e -0,357, sendo, portanto,

encontradas correlagdes tanto positivas quanto negativas e inversas.
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Figura 2 — Imunoistoquimica das glandulas salivares normais para bax, bcl-2,
caspase 3 NCL, caspase 8 NCL, survivina, Nf-kp p65, caspase 3 clivada e Trx.
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Legenda:
A) Bax; negatividade dos &cinos e expresséo fraca restrita as células ductais luminais;
B) Bcl-2; negatividade dos acinos e expressao forte restrita as células do ducto estriado;
C) Casp 3 NCL; negatividade dos acinos e expressdo moderada restrita as células ductais luminais;
D) Casp 8 NCL; negatividade dos acinos e expressdo moderada restrita as células do ducto estriado
E) Nf-kB p65; negatividade dos &cinos e expresséo forte restrita as células ductais luminais;
F) Survivina; negatividade dos &cinos e expressao moderada restrita as células ductais luminais;
G) Caspase 3 clivada; negatividade dos acinos e expressdo moderada restrita as células ductais;

H) Trx; negatividade dos acinos e expressao moderada restrita as células ductais.

53



Resultados bax

Na andlise da bax, a imunomarcacéo da glandula como um todo (figura
2A) mostrou que apenas um dos 11 casos apresentou-se positivo para a
proteina. Quando analisadas as estruturas separadamente, 0S acinos
apresentaram-se negativos em todos os casos e, entre os ductos, 2 (18,2%)
casos foram positivos. O resultado sugere uma baixa expressao dessa proteina

na glandula normal.

Ja a avaliacdo da bax nos AP (figura 3) mostrou uma baixa expresséo
da proteina nos AP das GSMe (5/31 casos positivos), nas glandulas adjacentes
(1/10 casos positivos) e na GN (1/11 caso positivo). O grupo de AP das GSMa
(9/12 casos positivos, 75%) e glandula adjacente ao tumor (7/11 casos
positivos) apresentaram uma maior imunoexpressdo da mesma quando

comparada a glandula normal (1/11 caso positivo).

A andlise estatistica, pelo teste exato de Fisher, ndo encontrou
associacao entre as GN e os AP agrupados (p=0,153), nem quando analisados
os grupos GN e AP GSMe (p=1,0). No entanto, foi encontrada uma associacao
entre a glandula normal e AP GSMa (p=0,003). Ja as GN e GSMe gla adj
(p=1,0) também néo apresentaram associacao, diferentemente da GN e GSMa
gla adj (p=0,024). O teste de McNemar ndo encontrou associacao entre o AP
GSMa e sua glandula adjacente (p=1,0), nem entre AP GSMe e sua glandula

adjacente (p=1,0).

A imunomarcacdo para a bax foi observada no carcinoma de células
acinares e no carcinoma adenoide cistico, enquanto nas glandulas adjacentes
a este tumor ndo se observou a marcacgao. Ja o carcinoma do ducto salivar e 0
carcinoma mucoepidermoide foram negativos para a mesma. Os ACPBG
apresentaram-se, na maior parte dos casos, negativos para a bax (83,3%),
semelhante ao observado nas glandulas normais (1/11 caso positivo) e 100%
dos casos das glandulas adjacentes foram negativas para a bax. O adenoma
de células basais e o tumor de Warthin se mostraram positivos para a proteina

(figura 4). Esses casos foram submetidos apenas a analise descritiva.
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Figura 3 - Imunoistoquimica bax, adenoma pleomorfico e glandulas salivares

adjacentes a leséao.

Legenda:
A) AP GSMe; imunomarcagao fraca das células tumorais, dispostas em padrao difuso;
B) GSMe gla adj; imunomarcagéo fraca restrita as células ductais;
C) AP GSMa; imunomarcacéo fraca das células tumorais, dispostas em padréo difuso;

D) GSMa Adj, imunomarcagao fraca, restrita as células ductais.
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Figura 4 — Imunomarcacdo para bax; outras neoplasias das glandulas

salivares.
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Legenda:
A) Ca células acinares; imunomarcagao fraca das células tumorais;
B) Ca mucoepidermoide; Iamina negativa para essa proteina;
C) CAC, imunomarcacao forte das células tumorais;
D) CAC gla adj; imunomarcag@o moderada restrita aos ductos e semiluas serosas;
E) ACPBG; imumomarcacao fraca das células tumorais, em disposi¢éo difusa;
F) ACPBG gld adj; imunomarcagdo moderada restrita aos ductos.
G) Adenoma de células basais; imunomarcagéo forte e difusa no padréo trabecular;
H) Adenoma de células basais gld adj; imunomarcacdo moderada em ductos;
[) Tumor de Warthin; imunomarcagdo moderada no componente epitelial;

J)Tumor de Warthin gld adj; imunomarcagao moderada dos ductos.
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Resultado bcl-2

Quando analisada a imunomarcacéo glandular ndo associada ao tumor,
a avaliacdo da glandula como um todo mostrou 7 casos negativos (63,6%),
enquanto 100% dos acinos foram negativos e 8 (72,7%) casos apresentaram

ductos positivos para a proteina (figura 2b).

Quando avaliada a imunomarcacao da bcl-2 (figura 5), os AP das GSMe
e das GSMa apresentaram, ambos, uma grande expressao dessa proteina (22
casos e 11 casos respectivamente) , proporcionalmente maior do que o
observado na glandula normal (4/11 casos). No entanto observou-se uma
similaridade entre as glandulas normais e as adjacentes aos tumores para as
imunoexpressbes da bcl-2 (4/11 casos positivos), que apresentaram
positividade em 3 (GSMe gla adj) e 3 (GSMa gla adj) casos dentre 0s casos

analisados de cada grupo.

O teste exato de Fisher apresentou uma associacao estatistica entre a
GN e AP quando avaliados conjuntamente (p=0,025) entre a GN e AP GSMa
(p=0,009) e uma tendéncia a associacado entre GN e AP GSMe (p=0,07). J&4 as
GN e as glandulas adjacentes ndo apresentaram associacao entre GN e AP
GSMa gla adj (p=1,0) ou GN e GSMe gla adj (p=1,0). O teste de McNemar
apresentou associacdo entre o AP GSMe e sua glandula adjacente (p=0,031) e

uma tendéncia a associacdo entre AP GSMa e sua glandula adjacente
(p=0,07).

A bcl-2 (figura 6) mostrou positividade para o carcinoma de células
acinares e para o0 carcinoma adenoide cistico, enquanto as glandulas
adjacentes a este Ultimo tumor mostraram-se negativas para essa proteina. Ja
o carcinoma do ducto salivar e o carcinoma mucoepidermoide, bem como as
glandulas adjacentes a ele, foram negativos para bcl-2. Os ACPBG
apresentaram um aumento da imunoexpressao em relacdo a glandula normal,
enquanto a marcacdo da glandula adjacente mostrou-se similar & normal.
Dentre as demais neoplasias benignas, apenas o adenoma de células basais
mostrou-se positivo para esta proteina. Esses casos foram submetidos apenas
a analise descritiva.
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Figura 5 - Imunoistoquimica bcl-2, adenomas pleomorficos e glandulas

salivares adjacentes a leséo.

Legenda:
A) AP GSMe; imunomarcagao forte das células tumorais, dispostas em lengdis e ninhos;
B) GSMe gla adj; imunomarcagao fraca restrita aos ductos estriados
C) AP GSMa; imunomarcagéo forte das células tumorais, dispotas de forma difusa;

D) GSMa gla adj; imunomarcacdo moderada restrita aos dustos estriados e intercalares.
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Figura 6 - Imunomarcagéao bcl-2, outras neoplasias das glandulas salivares.
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Legenda:
A) Ca células acinares; imunomarcacao forte, de padrédo difuso;
B) Ca mucoepidermoide; negatividade para a lesao;
C) CAC, imunomarcacao forte das células epiteliais do padréo cribiforme;
D) CAC gla adj; negatividade tanto para ductos quanto para &cinos;
E) ACPBG; imunopositividade fraca e difusa;
F) ACPBG gla adj; imunopositividade fraca em ductos.
G) Ca ducto salivar; negatividade do caso;

H) Tumor Warthin; predominantemente negativo, com componente epitelial apresentando-se
focalmente com imunomarcacgao fraca;

|) Adenoma de células basais; imunomarcacao forte, principalmente nas células periféricas;

J) Adenoma células basais gla adj; positividade focal em ductos e negatividade dos acinos.
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Resultado caspase 3 nao clivada (NCL)

Na avaliacdo da caspase 3, a glandula como um todo apresentou 7
casos negativos. Dentre os ductos, 9 casos foram negativos e, dentre os
acinos, 7 foram negativos, assemelhando-se com o resultado da glandula
como um todo (figura 2C).

A imunoexpressao da caspase 3 nao clivada (figura 7) foi observada em
23 dos 43 casos de AP (15 GSMe e 8 GSMa), sendo 48,4% e 66,7% de casos
positivos respectivamente. Nas GSMe gla adj ao AP, 6 casos (60%)
mostraram-se positivos enquanto dentre as GSMa gla adj ao tumor foram
observados 6 casos positivos, equivalendo a 54,5%, expressao discretamente
maior que aquela observada nas glandulas normais ndo associadas (36,4%). O
resultado da imunomarcacéo para caspase 3 nao clivada ndo foi submetida a
testes estatisticos uma vez que essa mesma proteina, na sua forma clivada,
portanto mais especifica no processo apoptético, também foi avaliada neste
trabalho. Os resultados da caspase 3 NCL foram submetidos apenas a anélise

descritiva.

A caspase 3 nao clivada (figura 8) apresentou positividade para o
carcinoma adenoide cistico e para o carcinoma de células acinares. Destes,
apenas o carcinoma adenoide cistico apresentou glandula adjacente, e a
mesma mostrou-se positiva para a proteina. No grupo dos ACPBG apenas 2
casos foram positivos para caspase 3 e, das duas glandulas adjacentes a
lesdo, ambas foram negativas. Das neoplasias benignas, apenas o adenoma
de células basais apresentou positividade, bem como as glandulas adjacentes
ao tumor. O tumor de Warthin e a glandula adjacente mostraram-se negativas.

Esses casos foram submetidos apenas a analise descritiva.
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Figura 7 — Imunoistoquimica caspase 3 néao clivada, adenomas pleomorficos e

glandulas salivares adjacentes a lesé@o

Legenda:

A) AP GSMe; imunomarcagao forte em areas de ninhos e ductos;

B) GSMe gla adj; imunomarcagéo fraca restrita a células ductais lumiais;
C) AP GSMa; ; imunomarcagéo forte em areas de ninhos e ductos;

D) GSMa gla adj imunomarcagdo moderada restrita a ductos estriado e intercalar.
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Figura 8 — Imunomarcacédo caspase 3 nao clivada, outras neoplasias das

glandulas salivares
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Legenda:
A) Ca ducto salivar; imunomarcagao negativa;
B) Tumor de Warthin; imunomarcagéo negativa;
C) Adenoma de células basais; imunomarcacéo forte;
D) Adenoma células basais gla adj; imunomarcagéo forte principalmente em ductos.

E) Ca células acinares; imunomarcagao positiva;

F) Ca mucoepidermoide; imunomarcagéo negativa no tumor, com marcacao fraca e inespecifica
em estroma;

G) CAC; imunomarcagéo moderada

H) ACPBG; imunomarcagao moderada e difusa.
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Resultado caspase 3 clivada

A imunoistoquimica anti-caspase 3 clivada foi realizada em 10 casos de
GN (figura 2g). Na analise da glandula como um todo, apenas um caso
mostrou-se positivo. Esse mesmo caso apresentou também positividade para

os ductos. Todos 0s casos apresentaram negatividade para os acinos.

Quando analisados os AP, dos 12 casos de AP das GSMa apenas 1
apresentou-se positivo para a mesma (figura 9). Dos GSMa gla adj, 10 casos
ainda se encontravam viaveis para analise imunoistoquimica. Destes, apenas 1
apresentou-se positivo. Dos AP GSMe, 28 ainda se apresentavam viaveis para
analise imunoistoquimica. Destes, apenas 6 (21,4%) apresentaram-se
positivos. Entre os casos com glandulas adjacentes, 8 ainda exibiam material
suficiente para andlise e todas as 8 apresentaram-se negativas.

O teste exato de Fisher e Chi-quadrado de Pearson nédo encontraram
associacao entre GN e os AP associados (p=0,95), nem entre GN e AP GSMa
(p=0,68) ou GN e AP GSMe (p=0,726). A GN e GSMa gla adj (p=1,0) e GN e
GSMe gla adj (p=1,0) também ndo apresentaram associacdo.O teste de
McNemar também ndo encontrou associacao entre as GN e GSMa gla adj
(p=0,625), nem GN a GSMe gla adj (p=1,0).

Na analise dos outros tumores, encontramos positividade nos casos de
tumor de Warthin, carcinoma adenoide cistico, adenoma de células basais e
negatividade para o carcinoma de células acinares, carcinoma
mucoepidermoide e carcinoma do ducto salivar. Das glandulas adjacentes a
esses tumores encontramos positividade apenas para o adenoma de células
basais. Dentre os ACPBG, apenas 1 caso mostrou-se positivo e, das glandulas
adjacentes a esse tumor, todas mostraram-se negativas. Esses casos foram

submetidos apenas a andlise descritiva (figura 10).
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Figura 9 - Imunoistoquimica caspase 3 clivada, adenoma pleomérfico e

glandulas salivares adjacentes a lesao

Legenda:

A) AP GSMe; imunomarcagao forte, principalmente em areas de formagdes ductais;
B) GSMe gla adj; imunomarcagéo moderada restrita as células ductais;
C) AP GSMa; imunomarcagéo forte das células tumorais, de padréo difuso;

D) GSMa gla adj; imunomarcagao moderada de ductos.
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Figura 10 - Imunomarcacdo caspase 3 clivada, outras neoplasias das

glandulas salivares.

Legenda:

A) Tumor de Warthin, imunomarcagéo formte do componente epitelial;

B) Adenoma de células basais; imunomarcag¢éo moderada difusa das células tumorais;
C) CAC; imunomarcacao forte em formagdes cribifirmes;

D) ACPBG; imunomarcagéo forte e difusa;
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Resultado caspase 8

Na avaliacdo da caspase 8 foram observados 2 casos (18,2%)
negativos, quando avaliada toda a glandula (figura 2D). Quando analisadas as
estruturas separadamente, foram encontrados todos 0s casos negativos para

0S acinos e 9 casos negativos (81,8%) para os ductos.

Na avaliacdo da imunomarcacdo dos AP (figura 11), tanto os
relacionados as GSMe quanto os relacionados as GSMa, apresentaram-se
positivos para caspase 8 (80% e 100% respectivamente). Ja as glandulas
adjacentes aos tumores apresentaram resultados diferentes entre 0os grupos.
Enquanto as glandulas adjacentes aos AP GSMa mostraram imunoexpressao
semelhante a glandula normal (2/11 positivos, 18,2% casos positivos em
ambas), as glandulas salivares adjacentes aos AP GSMe apresentaram 6

casos positivos (60%).

O teste exato de Fisher mostrou associacdo entre GN e AP juntos
(p=0,0), que se manteve na andlise separada GN e AP GSMa (p=0,0) e GN e
AP GSMe (p=0,0). A andlise entre os grupos de glandulas normais né&o
apresentou associacdo entre GN e GSMa gla adj (p=1,0) e GN e GSMe gla ad]
(p=0,8).0 teste de McNemar ja ndo apresentou associacdo entre AP GSMe e
suas glandulas adjacentes (p=0,5) e néo foi realizado entre AP GSMa e suas
glandulas adjacentes pela distribuicdo dos dados se tratarem de uma

constante.

Ja o carcinoma de células acinares, o carcinoma do ducto salivar e o
carcinoma mucoepidermoide mostraram-se negativos para a mesma. O grupo
dos ACPBG mostrou positividade para caspase 8 em 50% dos casos e
negatividade para as glandulas salivares adjacentes a lesdo (figuras 12). As
neoplasias benignas mostraram-se negativas para caspase 8. Esses casos nao
foram submetidos a analise estatistica. Esses casos foram submetidos apenas

a anéalise descritiva.
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Figura 11 - Imunoistoquimica caspase 8, adenomas pleomoérficos e glandulas

salivares adjacentes a lesédo

Legenda:
A) AP GSMe; imunomarcac&o forte, principalmente em areas de formagdes ductais;
B) GSMe gla adj; imunomarcagdo moderada restrita as células ductais lumiais;
C) AP GSMa; imunomarcagéo forte das células tumorais, de padréo difuso;

D) GSMa gla adj; imunomarcagéo moderada de ductos intercalares.
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Figura 12 - Imunomarcacdo caspase 8, outras neoplasias das glandulas
salivares.
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Legenda:

A) Ca células acinares; negativa para a proteina;

B) Ca mucoepidermoide; negatividade para a proteina, com imunomarcacgéo inespecifica em
estroma;

C) CAC; imunomarcacéo forte em formagoes cribifirmes;
D) Ca adenoide gla adj; imunomarcagdo moderada em ductos e semi-luas serosas;
E) ACPBG; imunomarcagéo forte e difusa;
F) ACPBG gla adj, imunomarcagdo moderada em ductos.

G) Ca ducto salivar; imunomarcacgéo negativa;
H) Tumor de Warthin; imunomarcagéo negativa, com positividade focal em estroma;
[) Adenoma de células basais; imunomarcagao negativa, com positividade focal em estroma;

J) Adenoma células basais gla adj, imunomarcagao forte em ductos.
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Resultado Trx

Na analise da imunomarcacéao para a Trx, observou-se uma semelhanca
no padrdo de marcacao citoplasmatico e nuclear, tanto em relacdo a extensao

da area marcada, quanto em relagdo a intensidade.

Dos 10 casos de GN, apenas um apresentou-se positivo para a proteina
(figura 2H). Quando analisadas as estruturas separadamente, observamos que
todos 0s casos apresentaram as estruturas acinares negativas, enquanto 4

casos apresentaram marcacao ductal.

Quando avaliados os AP das GSMa, encontramos 5 casos positivos e 7
negativos. As glandulas adjacentes a esses tumores exibiram positividade em 3
casos e negatividade em 8. Dos AP de GSMe, um ndao foi submetido a técnica
de imunoistoquimica em funcdo da insuficiéncia de material para analise.
Dentre os demais casos, 16 apresentaram-se positivos para a proteina. Nove
tumores ainda apresentavam glandulas adjacentes com material suficiente para
andlise. Dessa forma, foi observado apenas 1 caso positivo e 8 negativos
(figura 13).

O teste exato de Fisher mostrou uma associacao entre a GN e os AP
juntos (p=0,032) e GN e AP GSMe (p=0,026), mas que ndo se manteve na
analise entre GN e GSMa (p=0,162). A associacao também nao foi encontrada
entre GN e GSMa gla adj (p=0,586), nem entre GN e GSMe gla adj (p=1,0). O
teste de McNemar ndo mostrou associacdo entre a GN e GSMa gla adj
(p=0,5), nem entre GN e GSMe gla adj (p=0,937).

Quando avaliado, pelo teste de Chi-quadrado de Pearson, nao foi
observada associacdo entre as proteinas Trx e caspase 3 clivada nos AP
GSMa (p=1,0) e a correlacdo, embora negativa, mostrou-se fraca (-0,255). O
mesmo resultado foi encontrado na analise entre Trx e caspase 3 clivada nos
AP GSMe (p=0,385) e uma correlacdo negativa, embora fraca (-0,198). Na
analise em conjunto dos AP, o resultado se manteve (p=0,407) e a correlagcéo

também: negativa e fraca (-0,189).
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Das outras neoplasias avaliadas (figura 14), o carcinoma de células
acinares, o carcinoma mucoepidermoide e o adenoma de células basais
mostraram-se negativas enquanto o tumor de Warthin, o carcinoma do ducto
salivar e o carcinoma adenoide cistico mostraram-se positivas para o Trx.
Apenas o tumor de Warthin apresentou a glandula adjacente positiva para o
Trx. Dos ACPBG, 2 casos exibiram positividade e 4 negatividade para o Trx.
Das glandulas adjacentes a esse tumor, apenas uma mostrou-se positiva.

Esses casos foram submetidos somente a analise descritiva.

Figura 13 - Imunoistoquimica Trx, adenomas pleomoérficos e glandulas

salivares adjacentes a lesao

Legenda:
A) AP GSMe; imunomarcagéo forte, principalmente em éreas de formagdes ductais;
B) GSMe gla adj; imunomarcag¢do moderada restrita as células ductais lumiais;
C) AP GSMa; imunomarcagéo forte em areas de formacao ductal;

D) GSMa gla adj; imunomarcagéo moderada de ductos e &cinos.

74



Figura 14 - Imunomarcacao Trx, outras neoplasias das glandulas salivares.

Legenda:

A) Ca ducto salivar, imunomarcagao formte e difusa das células tumorais;
B) CAC, imunomarcagao forte das formagoes cisticas;
C)Tumor de Warthin, imunomarcacao forte do component epithelial;

D) Tumor de Warthin gla adj, imunomarcagéo de acinos e ductos.
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Resultado survivina

Na avaliacdo das GN foram encontrados 4 casos positivos para a
survivina. Quando analisadas as estruturas separadamente, observamos todos
0S casos com negatividade para 0s acinos e 4 casos com positividade para os

ductos.

Dentre os AP GSMe, os 31 casos foram submetidos a analise
imunoistoquimica e, destes, 18 (58%) apresentaram positividade para a
survivina. Das glandulas salivares adjacentes a esses tumores, apenas 3 (30%)
foram positivas. Dos AP GSMa, 7 (58,3%) dos 12 casos avaliados mostraram-
se positivos. Das glandulas adjacentes, apenas 10 foram mantidas para analise

e, destas, 6 mostraram-se positivas (figural5s).

O teste de Pearson ndo encontrou associagao estatistica entre a GN e a
totalidade de AP (p=0,196). O teste de Fisher ndo apresentou associacao
estatistica entre GN e GSMe (p=0,298), nem com GN e GSma p=0,292).
Também nao foi observada associacao estatistica entre GN e GSMe gla ad]
(p=1,0). Nao foi realizada andlise estatistica entre GN e GSMa gla adj, em
funcdo da divisdo dos casos ser uma constante. Quando realizada a analise
estatistica para verificacdo de associacdo estatatistica entre as proteinas
caspase 3 clivada e survivina, ndo foi encontrada associacdo entre as mesmas
para os AP avaliados como um todo (p=0,677), ou para AP GSMe (p=0,673),
com correlacdo positiva e fraca (0,101), ou para AP GSMa (p=1,0) e uma
correlacdo positiva e fraca (0,255). O teste de McNemar para andlise dos
tumores e suas glandulas adjacentes ndo mostrou associagédo entre AP GSMe
e GSMe gla adj (p=0,25), nem entre AP GSMa e GSMa gla adj (1,0).

Dentre os demais tumores que exibiram positividade, encontram-se o
adenoma de células basais, o carcinoma adenoide cistico, o carcinoma de
células acinares e o carcinoma do ducto salivar. Desses, 0 Unico que
apresentou positividade também na glandula adjacente foi o adenoma de
células basais. O carcinoma mucoepidermdide e o tumor de Warthin se
mostraram negativos, bem como suas glandulas adjacentes. Dos ACPBG,
apenas 1 mostrou-se positivo, bem como sua glandula adjacente (figura 16).
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Figura 15 - Imunoistoquimica survivina, adenomas pleomorficos e glandulas

salivares

Legenda:

A) AP GSMe; imunomarcagéo moderada, de padréo difuso.

B) GSMe gla adj; imunomarcagao fraca em ductos.
C) AP GSMa, imunomarcagao forte emareas ductais;

D) GSMa gla adj; imunomarcagao em ductos e acinos.
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Figura 16 - Imunoistoquimica survivina, outras neoplasias de glandulas

salivares

Legenda:

A) CAC,imunomarcagao forte em areas cisticas;

B) carcinoma de celulas acinares, imunomarcagao moderada e difusa das células tumorais;
C) Carcinoma do ducto salivar, imunomarcagao forte e difusa das células tumorais;

D)Adenoma de celulas basais, imunomarcagéo forte e difu.sa das células tumorais
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Resultado NfkfB-p65

A andlise do Nf-kB-65 apresentou 100% das GN negativas, ndo sendo

observada marcacéo nuclear nem em &cinos, nem em ductos (figura 2e).

A imunomarcacdo nuclear para o NfkB-p65 dos demais casos da
amostra também apresentaram uma auséncia de marcacdo nuclear. Dessa

forma, ndo foi feita analise estatistica da mesma (figuras 17 e 18).

Figura 17 — Imunoistoquimica Nf-kf p65, adenomas pleomorficos e glandulas

salivares adjacentes a lesao

Legenda:

A) AP GSMe, imunomarcagao nuclear ausente,

B) GSMe gla adj, imunomarcagéo nuclear ausente,;
C) AP GSMa; imunomarcagéo nuclear ausente,;

D) GSMa gla adj; imunomarcag&o nuclear ausente,.
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Figura 18 — Imunoistoquimica Nf-kB p65, outras neoplasias de glandulas

salivares
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Legenda:
A) ACPBG, imunomarcagao nuclear ausente,
B) ACPBG gla adj, imunomarcagao nuclear ausente,;
C) CAC; imunomarcagao nuclear ausente,;

D) CAC gla adj; imunomarcagdo nuclear ausente,.
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Resultado TUNEL

Na andlise da glandula normal ndo associada ao tumor, submetida a
técnica do TUNEL, foi possivel observar negatividade para os &cinos e
positividade esporadica nas células ductais. Ja nos AP, 0 que se pode observar
foi que casos que se apresentavam mais celularizados ndo exibiram marcacao,
enquanto o tipo mixoide apresentou marcagdo positiva na area mais frouxa e
também em areas de transicdo entre areas mixoides e celularizadas, sendo,
nessa regido, observada ainda a marcacdo de ductos. Embora tenha sido
possivel observar a marcacdo em areas mixoides, o0 mesmo padrdo nao foi

observado em areas de estroma condroide.

A figura 19 mostra a mesma area de estroma frouxo com a marcagéo
para o TUNEL, caspase 3 clivada, survivina, bax, bcl-2 e Trx. Foi possivel
observar que esse caso de estroma mais frouxo apresentou forte marcacéo
para o TUNEL e imunomarcacdo intensa para as proteinas pro-apoptoticas,
mas também para as antiapoptoticas e para a protecao e sobrevivéncia celular,

como a Trx.

A figura 20 mostra a mesma area de marcagdo de um caso classificado
como tipo Il / IV, para o TUNEL, caspase 3 clivada, survivina, bax, bcl-2 e Trx.
Nessas imagens, podemos observar uma marcacdo mais discreta do que a
observada na figura 19, tanto para o TUNEL, quanto para as proteinas

avaliadas.
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Figura 19 — Imunomarcacao da area mixdide de Adenoma Pleomorfico pelas
proteinas caspase 3 clivada, survivina, bax, bcl-2 e Trx em comparagdo a
marcacgéao pelo TUNEL.
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Legenda:

A) TUNEL, 100X, marcagéo area mixoide.
B) TUNEL, 400X, marcagao area mixoide.
C) Caspase 3 clivada, 100X, marcagao area mixoide.
D) Caspase 3 clivada, 400X, marcacéo fraca area mixdide, embora a l&mina seja positiva.
E) Survivina, 100X, marcagéo area mixoide.
F) Survivina, 400X, marcagéo area forte mixoide e lamina positiva.
G) Bcl-2, 100X, marcagéo area mixoide.
H) Bcl-2, 400X, marcagéo forte area mixoide e Idmina positiva.
[) Bax, 100X, marcacéo area mixoide.
J) Bax, 400X, marcagao fraca area mixdide, embora a lamina seja positiva.
K) Trx, 100X, marcacao area mixoide.

L)Trx, 400X, marcacdo moderada area mixoide, embora a lamina seja negativa.
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Figura 20 — Imunomarcacao de area celularizada de Adenoma Pleomorfico

pelas proteiinas caspase 3 clivada, survivina, bax, bcl-2 e Trx em comparagéo

a marcacéo pelo TUNEL.
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Legenda:

A) TUNEL, 400X, auséncia de marcagao area celularizada.
C) Caspase 3 clivada, 100X, auséncia de marcagéo area celularizada.
D) Caspase 3 clivada, 400X, marcacao fraca area mixdide e lamina negativa.

E) Survivina, 100X, marcag&o area celularizada.

F) Survivina, 400X, auséncia de marcagao area celularizada, embora a l&mina seja positiva.

G) Bcl-2100X, auséncia marcagéo area celularizada.
H) Bcl-2, 400X, auséncia marcagéo area celularizada, embora a lamina seja positiva.
) Bax, 100X, marcagéo area celularizada.
J) Bax, 400X, marcag&o forte e focal &rea celularizada, embora a [&mina seja negativa.
K) Trx, 100X, marcacao area frouxa.

L)Trx, 400X, auséncia marcagao area celularizada e lamina negativa.
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Discussao
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Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que se propdem a
estudar as neoplasias das glandulas salivares (Cheuk e Chan, 2007; Speight,
2007), no entanto, poucos sao 0s que investigam sua relagdo com a apoptose
e, quando o fazem, direcionam o estudo a avaliacdo da expressao de proteinas
isoladas (Yin et al., 2000; Norberg-Spaak et al., 2000). No presente trabalho
realizamos uma descricdo da expressao das proteinas relacionadas a apoptose
em diferentes neoplasias. Além disso, comparamos esses resultados com o

parénquima normal associado e ndo associado aos tumores.

Os resultados do nosso estudo descrevem o padrdo de expressdo das
principais proteinas associadas a apoptose nas neoplasias de glandulas
salivares. Embora, muitas vezes, ndo tenha sido encontrada associagao entre
essas proteinas e caracteristicas clinicopatolégicas ou entre os diferentes
grupos de neoplasias, os padrdes de imunoexpressdo observados sugerem
uma inibicdo da apoptose nas neoplasias, diante da maior expressdo de

proteinas antiapoptéticas.

Na amostra de AP do presente estudo, a distribuicdo dos casos entre
homens e mulheres apresentou-se semelhante ao encontrado nos trabalhos de
Alves et al. (2002), Dhanuthai et al. (2009) e Oliveira et al. (2009): com
predilecdo pelo género feminino. Ja na analise relacionada a faixa etéaria, o
presente trabalho encontrou maior numero de pacientes distribuidos entre 12 e
32 décadas, mesma faixa etdria mais acometida no estudo realizado por
Dhanuthai et al. (2009), que avaliou a prevaléncia de neoplasias de glandulas
salivares de um arquivo do departamento de Odontologia de uma universidade
da Tailandia. Ambos os trabalhos avaliaram casos de arquivos,
independentemente da localizacdo das lesdes. Os resultados encontrados por
Alves et al. (2002) englobam praticamente os grupos 1 e 2 da estratificacdo da
idade realizada em nosso estudo. O trabalho realizado por de Oliveira et al.
(2009) encontrou uma maior prevaléncia de AP na 42 década. Pequenas
diferencas quanto a faixa etaria entre os trabalhos sdo esperadas e se dao em
funcdo destes estudos trabalherem com amostras de conveniéncia e, ndo, com

dados populacionais.
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Ao se avaliar a literatura que investiga o tamanho das lesoes,
encontramos um ponto de corte de 3,5 cm que classifica as lesdes em grandes
ou pequenas (Alves et al., 2002). Utilizando este valor, tivemos a maior parte
dos casos abaixo do ponto de corte, sem associacdo estatistica entre tamanho
das lesbes e a imunoexpressdo das proteinas avaliadas. No entanto as
correlacdes, exceto do Trx, mostraram-se moderadas, sendo as proteinas pro-
apoptoticas de correlacdo positiva e as antiapoptéticas negativas. Num primeiro
momento, esse resultado é contraditério se pensarmos que as lesdes maiores
estdo exibindo maior taxa apoptotica. Todavia acreditamos que esse ponto
possa ser analisado de outra forma se considerarmos que as lesdes maiores
foram justamente as menos celularizadas e com maior area de estroma. Sendo
assim, aparentemente, o tamanho da lesdo se d4 ndo pela quantidade de
células (o que poderia representar uma maior atividade proliferativa), mas, sim,
pela quantidade de estroma e pela perda da adesividade intercelular,
permitindo maior expansdo da leséo. Dessa forma, os AP dos tipos Ill e IV
tendem a ser menores do que os tipos | e I, tanto que o Unico caso do tipo Il
apresentou diametro menor que o ponto de corte. Resultado semelhante foi
encontrado por Alves et al. (2002), que encontraram em seu trabalho 70% dos
AP avaliados como tipo | maiores que 3,5 cm e 64% dos AP tipo 3 menores
que 3,5 cm. Portanto, a lesdo maior ndo necessariamente se mostra a mais

agressiva.

A familia BCL-2 constitui um grupo de proteinas relacionadas tanto com
a sobrevida quanto com a morte celular. A proteina bax pertence a essa familia
e apresenta uma acao pré-apoptotica (Hasnan et al., 2010). A analise da bax
(figura 3) mostrou poucos casos de tumores positivos para a proteina, tanto
entre as neoplasias benignas quanto malignas. No entanto, quando os grupos
sdo avaliados separadamente, encontramos uma grande quantidade de casos
positivos entre os AP GSMa, bem como em suas glandulas salivares
adjacentes ao tumor. Essa diferenca de resultados se mostra evidente na
analise estatistica significativa quando avaliados os grupos GN e AP GSMa e
entre GN e GSMa gla adj. E dificil imaginar o porqué dos dois grupos de

glandulas adjacentes aos tumores terem resultados estatisticamente
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significativos, uma vez que nao foi encontrada diferenca entre GN e GSMe gla
adj. Morfologicamente, o que marca a diferenca entre esses dois tipos de
glandulas salivares (menor e maior) é a presenca de acinos serosos. No nosso
trabalho, 7 dos 11 casos de glandulas adjacentes com acinos serosos exibiram
positividade para bax na regido acinar. Talvez, a hipotese de Dardick et al.
(1990) esteja correta quando sugere que 0s 4cinos, embora ndo parecam ser 0
principal agente da patogénese das neoplasias das glandulas salivares,
possam, sim, de certa forma, contribuir para o seu desenvolvimento. Redman
(2008), em seu trabalho, também sugere que em determinados momentos as
células acinares possam se apresentar como progenitoras de outras células,
incluindo uma célula semelhante a ductal. No entanto, ainda que tenhamos
encontrado essa associacdo, a bax néo foi a proteina que apresentou maior

expressao dentre as avaliadas.

O estudo de Takahashi et al. (2008), avaliando a glandula
submandibular de ratos, encontrou uma auséncia total da imunoexpressao de
bax nas glandulas salivares normais, sendo que a expressdo da mesma sé foi
observada a medida que a glandula ia se tornando atréfica em funcédo de
ligadura do ducto. Os resultados desse trabalho, assim como 0S N0OSS0S,
sugerem uma baixa atividade apoptética na glandula normal, embora esse
processo possa ser aumentado ou diminuido de acordo com o acometimento

da funcao glandular.

A proteina bcl-2, também membro da familia BCL-2, com acgé&o
antiapoptotica (Takahashi et al., 2008), no presente estudo, exibiu uma grande
expressao entre os AP, no adenoma de células basais e também entre o grupo
de neoplasias malignas. Ja as glandulas normais e glandulas adjacentes aos
tumores apresentaram um maior nimero de casos negativos do que positivos
para bcl-2. A associacdo entre os AP totais e GN mostram que realmente ha
uma diferenca na taxa apoptética entre os dois grupos e que a mesma se
encontra diminuida nos tumores avaliados. Mesmo sendo AP de localizagdes
diferentes, talvez, a tendéncia a associacdo no grupo AP GSMe possa se
mostrar positiva no caso do aumento da amostra. Embora os AP dos dois

grupos sejam de localizagbes diferentes, eles se apresentam clinicamente de
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forma semelhante, de crescimento lento, o que nos faz pensar que, em ambos
0S grupos, esse crescimento se dé da mesma forma e, pelos resultados
encontrados, o0 mesmo parece ser por diminuicdo da taxa apoptotica, além de
uma baixa taxa proliferativa. Tadbir et al. (2012) encontraram uma baixa
expressao imunoistoquimica de CD 105 e Ki-67 em amostras de AP, sendo a
expressdo dessas proteinas um pouco mais alta nas neoplasias de glandulas

salivares malignas.

Outros autores, como Carlinfante et al. (2005), analisando o carcinoma
adenoide cistico, encontraram, pela imunoistoquimica, uma alta taxa na
imunoexpressao de (19/21) bcl-2 e apenas 9 dos 21 casos avaliados
apresentaram positividade para o Ki-67. Resultado semelhante foi obtido por da
Cruz Perez et al. (2004) que encontraram, através da imunoistoquimica, 87,5%
de casos positivos para bcl-2, enquanto que toda a amostra foi negativa para o
Ki-67. Essa baixa atividade proliferativa também foi demostrada por Aoki et al.
(2004), que observaram uma imunoexpressao esporadica do Ki-67 nos AP.
Além dos trabalhos de imunoistoquimica, o estudo realizado com micro arranjo
(Patel et al., 2006) descreveu a superexpressao do gene BCL-2 em carcinoma
adenoide cistico, ndo encontrando a mesma superexpressao na glandula

parétida normal.

Ja a diferenca de resultados estatisticos entre GN e GSMa gla adj e
GSMe gla adj pode ser interpretada pela formacao morfoldgica dos dois tipos
de glandulas salivares encontradas nos dois casos. Enquanto as glandulas
salivares menores sdo formadas basicamente por acinos mucosos, as
glandulas salivares maiores apresentam uma predominancia de acinos serosos
(Junqueira e Carneiro, 2004). E possivel que 0s &cinos Serosos apresentem
uma imunomarcacao cruzada com diversas proteinas, uma vez que Seu
conteudo célular é composto de agua, ions e proteinas (enzimas) além de um
componente glicoproteico. Por sua vez, as células mucosas possuem escasso
conteudo enzimatico e as poucas cadeias enzimaticas estao ligadas a cadeias
de carboidratos, formando o muco (Katchburian e Arana, 1999). Essa diferenca
ultraestrutural pode vir a justificar a diferenca na imunomarcagéo, nao podendo,

no entanto, deixar de considerar que realmente uma maior expressao da Bcl-2
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nas GSMa gla adj, corroborando a hipotese de uma participagdo maior das
células acinares na génese tumoral, conforme discutido anteriormente (Dardick
et al., 1990; Redman, 2008).

Na andlise da caspase 8, encontramos positividade em
aproximadamente 90% dos AP e 40% das neoplasias malignas. Dentre as
glandulas salivares normais, apenas 2 casos apresentaram-se positivos e, nas
glandulas adjacentes aos AP, menos de 40% apresentou-se positiva. Essa
baixa marcac¢do na glandula normal é um achado bem interessante, uma vez
gue a anti-caspase 8 disponivel e utilizada € um anticorpo para pro-caspase,
Ou seja, apresenta uma imunomarcacgao positiva tanto da proteina nao clivada,
de constituicdo normal da célula, quanto da forma j& ativada da mesma. Sendo
assim, era esperada uma propor¢cdo maior de casos positivos, principalmente
entre as glandulas normais e adjacentes aos tumores. Talvez, esse grande
namero de casos negativos das glandulas normais signifigue uma baixa
producdo de pro-caspase 8 pelas células de glandulas salivares quando
comparadas as células de outros tecidos, um indicativo, talvez, da baixa

atividade apoptotica nestes tecidos.

Embora a taxa absoluta da marcacdo para caspase 8 ndo tenha se
mostrado alta, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa na
expressdo dessa caspase entre as GN e os AP GSMa e GSMe, devido ao
aumento da expresséao da proteina no tumor, em relacdo a GN. Uma vez que a
pré-caspase € de constituicdo normal da célula, esse aumento proteico tumoral
sugere gque, embora a caspase 8 ndo pareca ser a principal proteina envolvida
na atividade apoptéticadesses tumores, ela pode ter, sim, alguma participacao
nesse processo. O estudo de Takahashi et al. (2007) evidencia a acédo da
caspase 8 no desenvolvimento da apoptose no tecido glandular. Os autores
usaram caspase 8 clivada em seu trabalho e encontraram uma
imunopositividade crescente para essa proteina nas glandulas salivares de
ratos que sofreram ligadura dos ductos. Apoés a ligadura, a medida que o tempo
ia passando, os autores observaram um aumento crescente na expressao da
proteina, inclusive em acinos, porém a expressao da mesma nao foi observada

em glandulas normais. No entanto, ap6s o dia 3, observou-se um declinio na
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positividade e, no 14° dia, poucas células das glandulas do grupo caso ainda
apresentavam positividade para a caspase 8 clivada, sugerindo uma
diminuicdo seguida de estabilizagdo do processo. O fato de os autores n&o
terem encontrado caspase 8 ativa em glandulas normais corrobora a nossa
hipétese de que a caspase 8 inativa ndo € uma proteina tdo frequente nas
glandulas normais como em outros tecidos e que talvez a via das caspases,
apesar de parecer ser ativada, ndo seja uma via rotineiramente requisitada no

metabolismo das glandulas salivares normais.

No presente trabalho, encontramos uma grande diferenca entre as
imunoexpressdes da caspase 3 clivada e ndo clivada. Mesmo que né&o
tenhamos encontrado associacdo estatistica na andlise da caspase 3 nao
clivada, a expressiva diminuicdo da imunomarcacéo entre 0os grupos de casos
avaliados fortalece a hipétese de que a caspase 3 nao clivada, embora seja de
producdo normal nos tecidos corporais, ndo é amplamente produzida nas
glandulas salivares. Ainda que esteja presente nas estruturas glandulares e
possa participar do processo apoptotico, essa proteina ndo parece ser a mais

importante no desencadeamento da morte celular programada.

Os tumores que compdem este estudo, embora sejam de naturezas
diferentes, apresentam todos um mesmo padrdo de crescimento lento, mesmo
agueles malignos. Esse crescimento lento, porém invasivo, sugere uma ideia
de que o aumento da lesdo nédo se dé por uma alta taxa proliferativa, conforme
observada em outros tipos de neoplasias, como o carcinoma de células
escamosas (Dragomir et al.,, 2012). Dessa forma, mesmo que a caspase 3,
assim como caspase 8, possa se expressar em algumas células que estejam
em apoptose, essa proteina ndo parece ser a mais expressiva nessas

neoplasias.

Takahashi et al. (2007) também avaliaram a imunoexpressdo da
caspase 3 (clivada) no processo de apoptose das glandulas salivares de ratos
e encontraram casos positivos no 3° dia de ligadura. J4 nas glandulas normais
(controle) e nos casos de 1 dia de ligadura ndo foram observados casos de

positividade. Esse resultado corrobora a proposta ja exposta de que as

92



caspases, embora possam participar do processo de apoptose nas glandulas
salivares, mostram-se funcionais em momentos especificos, ndo sendo a
ativacao frequente nas glandulas salivares normais ou em neoplasias das

mesmas.

Em nosso trabalho avaliamos, para o Trx, conjuntamente a
imunomarcacdo do nudcleo e do citoplasma. A maior parte dos casos
apresentou a area de marcacdo e intensidade semelhantes para as duas
regibes. Além disso, ainda que a proteina tenha ac¢bes diferentes nos dois
locais, sendo antioxidante e cofator de reducdo no citoplasma e como
regulador de fatores de transcricdo no nucleo (Nagano et al,. 2012), ambas as

acoOes se relacionam com o controle da apoptose.

A Trx apresentou diferentes expressdes entre GN e o conjunto de AP
(Me e Ma) e AP GSMe. Talvez a auséncia de diferenga entre as GN e AP
GSMa seja pelo tamanho da amostra e ndo pela falta de relagdo entre os dois
grupos. A associacdo estatistica encontrada entre GN e total de AP e AP
GSMe nos sugere que a Trx esteja relacionada ao controle negativo do
processo apoptético no tumores, uma vez que sua imunoexpressao mostrou-
se maior entre os AP do que entre as GN. Dessa forma, esse resultado nos
permite pensar que a proteina Trx atua na protecdo antiapoptotica das células

tumorais, mantendo-as viaveis.

Alguns trabalhos como Zhang et al. (2011) e Kurimoto et al. (2007)
sugerem uma relacdo da Trx com disfungdes mitocondriais em células
tumorais. Embora a caspase 3 se relacione com 0 processo apoptoético via
mitocdndria, ndo encontramos associacao entre essa caspase e a proteina Trx.
Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que a caspase 3 ndo é a
principal via relacionada ao desenvolvimento tumoral e que a Trx exerce, sim,
um fator de protecdo a sobrevivéncia das células tumorais. A falta de
associacdo entre essas duas proteinas talvez se dé pela pouca relacdo da
caspase 3 com o desenvolvimento dos AP e, talvez, a via de atuacao da Trx
nao se relacione as caspases mas, sim, a outro grupo de proteinas nao

abordado em nosso trabalho.
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A survivina, aparentemente frequente nos tecidos normais em
desenvolvimento, parece ser encontrada de forma limitada nos tecidos adultos
como endomeétrio, timo e placenta e parece ser ausentes em rins, pulmdoes,
coracdo e cérebro. Em outras regides como tiredide, ovario e tonsila ainda
pouco se sabe sobre sua expressao (Spaulding et al., 2010). No nosso trabalho
encontramos cerca de 40% das GN positivas para a survivina. Agrupando as
glandulas adjacentes e as normais, observamos positividade em quase metade
dos casos. De acordo com esse resultado, as glandulas salivares entrariam
para o grupo dos tecidos adultos normais que expressa essa proteina de forma
limitada. No entanto, mais estudos sdo necessarios para se conhecer o real

papel e expressao da survivina nesse tecido.

Embora nosso estudo ndo tenha encontrado associagdo entre a
survivina e a caspase 3, outros estudos ja encontraram. Essa relagdo entre
expressdo de survivina e caspase 3 ja foi observada em outras neoplasias,
como no carcinoma de células escamosas. Li et al. (2012), pelo método de
ELISA, observaram um aumento da expressao de survivina na neoplasia em
relacdo ao tecido normal, uma baixa expressao de pré-caspase 3 no tumor e

uma auséncia de caspase 3 no carcinoma.

A presenca do Nf-kB p65 citoplasméatico foi percebida em inameros
casos avaliados na nossa amostra, evidenciando a presenca da forma inativa
da proteina em 72% dos casos de AP e 70% das glandulas normais. No
entanto, todos 0s casos de todos 0s grupos apresentaram uma auséncia de
marcacgao nuclear, sugerindo uma nao participacao do Nf-kf3 p65 como fator de

transcricdo na progressao das neoplasias de glandulas salivares.

No trabalho de Zhang et al. (2005), os autores avaliaram a expressao de
Nf-kB-p65 em carcinoma adenoide cistico e encontraram uma grande
expressdo da proteina no citoplasma de numerosas células tumorais, no
entanto a marcacao nuclear foi observada em poucos casos. Ainda assim, 0s
autores encontraram uma associagdo entre a proteina e a microdensidade
vascular e agressividade das lesGes. Assim como no nosso trabalho, Zhang et

al. (2005) também néao encontraram marcacao nuclear nas glandulas normais.

94



Embora a participacdo do Nf-kp-p65 ja tenha sido descrita em outros
processos patolégicos como a resposta inflamatoria (Tokunaga e Iwai, 2012),
essa proteina ndo parece estar relacionada de forma efetiva com

desenvolvimento de neoplasias glandulares.

A técnica do TUNEL, embora aparentemente facil, € um processo
associado a numerosas falhas de execucéo, desde o processamento e fixacéo
do material, até digestdo excessiva pela proteinase (Duan et al.,, 2003). No
trabalho realizado por Frankfurt e Krishan (2001), os autores avaliaram a
marcacado do TUNEL em tecido apoptoético e tecido necrético e observaram que
células em estagios iniciais de apoptose apresentaram uma marcacao fraca
comparada com células em estagio apoptético mais avangcado. Outro achado
interessante obtido pelos autores foi uma marcacdo intensa das células
necroticas (cerca de 90% das células), similar a observada em células em

estagio final de apoptose.

Em funcdo da dificuldade de execucdo técnica e da possibilidade de
falsos positivos, alguns autores propdem alternativas a investigacdo das
células em apoptose. Duan et al. (2003) e Resendes et al. (2004) concluiram
em seus estudos que a imunomarcacdo pela caspase 3 clivada € um bom
marcador para células apoptoticas, mais especifica que a técnica do TUNEL, e

sensivel a células em estagio inicial de apoptose.

A técnica do TUNEL foi executada em casos de cada subtipo histoldgico
do AP GSMa. Um dos casos selecionados foi classificado histologicamente
como do tipo Ill, com predominancia celular, e dois dos casos apresentavam-se
no subtipo histolégico 2; no entanto um exibia um estroma mais condroide e o
outro mais mixoide. O caso com estroma mixoide mostrou uma intensa
positividade das células nesta regido e negatividade nas demais regides da
lamina. Os outros dois casos foram negativos, inclusive na area condroide. O
teste foi repetido e obteve-se o0 mesmo resultado. Uma hipétese para esse
achado é a de que as células mioepiteliais, ap6s grande atividade metabdlica
com a producgéo de quantidades abundantes de estroma mixoide, encontrem-

se neste fendtipo em processo de apoptose.
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A associacdo dos resultados encontrados na técnica do TUNEL,
juntamente com os encontrados nas reac¢fes de imunoistoquimica, permite-
nos pensar que as areas mixdides sao responsaveis pelo crescimento tumoral,
nao so6 pela perda de adesividade celular, mas também pela grande quantidade
de imunomarcacdo observada nessa regido, enquanto a area celularizada
apresentou-se positiva apenas para bax. Talvez, as areas mixdides sejam uma
evolucdo de tumores previamente classificados como celularizados. Para o
fortalecimento dessa hipétese, é necessaria a avaliacdo de maior numero de

casos e também o emprego de outras metodologias.

A dificuldade de execucédo e resultados muitas vezes questionados em
funcdo de sua sensibilidade e especificidade (Labat-Moleur et e., 1998;
Resendes et al., 2004) foi uma limitacdo também encontrada no nosso trabalho
em relacdo ao TUNEL. Assim como sugerido por outros autores (Resendes et
al., 2004), o presente trabalho também apresentou uma marcacao anti-caspase
3 no estroma mixoide dos adenomas pleomorfico, embora a imunomarcacgao
tenha sido moderada no caso avaliado e alguns casos da nossa amostra
tenham sido negativos para a caspase 3 clivada. Outros trabalhos deveriam ser
feitos para uma melhor elucidacdo dessa hipotese da equivaléncia entre

TUNEL e imunomarcacéo para caspase 3 clivada.

Em resumo, nosso trabalho encontrou uma predominancia de proteinas
antiapoptoticas entre os grupos de neoplasias avaliadas, sendo que, entre as
proteinas da apoptose aqui avaliadas, a bcl-2 parece execer um papel
importante no desenvolvimento tumoral. As proteinas caspase 3 e caspase 8
nao parecem exercer um papel importante nem nas neoplasias de glandulas
salivares, nem no tecido glandular. As proteinas reguladoras da apoptose
como Trx e survivina também parecem exercer um papel importante no
desenvolvimento tumoral, enquanto o NfkB-p65 ndo parece se relacionar com a

tumorigénese dos casos avaliados.
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Conclusoes
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- A imunomarcagdo nas GN, para todas as proteinas, apresentou-se
principalmente na regido ductal, embora, por vezes também pudesse ser
percebida nos &cinos. Isso sugere uma maior atividade nos ductos do que nos
acinos. Entre os AP, foi observada uma maior positividade de casos para bcl-2.
O numero de casos positivos para bcl-2 foi maior entre as neoplasias que entre
as glandulas adjacentes ao tumor, sugerindo uma diminuicdo do processo

apoptotico.

- Observamos uma maior expressdo da proteina da bcl-2 e uma menor
expressao da proteina bax entre os AP dos tipos Il e 1V, sugerindo uma maior

celularidade em funcéo da diminuicdo da apoptose.

- A proteina bax teve baixa expressao tanto nas lesées tumorais quanto nas
glandulas salivares normais, adjacentes ou ndo a lesdo tumoral, sugerindo uma

inibicdo dessa proteina em todos 0s grupos.

- A excessdo da caspase 8 e Trx, ndo houve diferenca na expressdo das
proteinas avaliadas entre os AP e GN. Dessa forma, a via das caspases nado
parece ser a via mais frequentemente ativada no tecido glandular normal e se
mantem pouco expressa nas neoplasias. Para os AP foi observado um numero
muito maior de casos positivos para a Trx do que entre as GN e do que entre
as neoplasias malignas. A Trx parece se relacionar com a manutencao celular

nos AP, devendo ser essa relacdo mais estudada.

-A positividade para caspase 8 foi muito maior entre os casos de AP que entre
as neoplasias malignas de glandula salivar. Entre as glandulas normais, a
expressao dessa proteina foi menor que nos tumores. A via da caspase 8 néo
parece ser a mais frequentemente ativada no tecido glandular normal, embora

pareca participar, de forma discreta, da apoptose no tecido neoplasico.

-Embora sem diferenca estatistica, o nimero de casos positivos para a
caspase 3 clivada também foi maior entre os casos de AP que entre as
neoplasias malignas, com diferentes expressées nas glandulas adjacentes de
acordo com a lesdo avaliada. A via da caspase 3 ndo parece ser a mais
frequentemente ativada no tecido glandular normal, embora parega participar,

ainda que de forma discreta, da apoptose no tecido neoplasico.
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-A negatividade para a expressdo nuclear do Nf-kB p65 sugere que a mesma
nao atua como fator de transcricdo no desenvolvimento das neoplasias de

glandulas salivares.

-A expressado da survivina foi encontrada em mais de 50% da amostra de AP
de GSMe. Dessa forma, essa proteina parece participar do controle apoptotico
dos AP.

-O padréo de marcacdo para o TUNEL seguiu o padrdao de expressdo das
caspases nos casos de AP avaliados, com marcacao significativa das células

mioepiteliais no estroma mixoide.

-Nao foram encontradas diferencas no padrdo de expressdo das proteinas em
relacdo aos subtipos histologicos de AP e as caracteristicas clinicas, idade e

tamanho da lesao.

-A avaliacdo da caspase 3 clivada e de fatores relacionados ao seu controle
sdo importantes para melhor compreensdo da apoptose nas neoplasias de

glandula salivar.
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Atividades

desenvolvidas




Trabalhos apresentados em congressos:

- Tuberculose com manifestagéo bucal. XVIlI Jornada Mineira de Estomatologia
(JOME), Belo Horizonte, MG, 3 a 5 junho de 2010.

- Histiocitoma fibroso rico em células granulares. XIX Congresso Brasileiro de
Estomatologia, Recife, PE, 29 de julho de 2011.

- Estomatite urémica — relato de caso. XIX Congresso Brasileiro de
Estomatologia, Recife, PE, 29 de julho de 2011.

- Imunoexpressdo de HMLH1 esta relacionada ao grau de displasia epitelial de
leucoplasias bucais. XIX Congresso Brasileiro de Estomatologia, Recife, PE, 29
de julho de 2011.

- Immunohitochemestry study of metallothionein in pleomorphic adenoma of
minor salivar glands. Il Congresso Luso-Brasileiro de Patologia Experimental,
Coimbra, Portugal, 10 a 12 de dezembro de 2012.

-Patologia humana virtual — um desafio. 472 Reunido da Associacdo Brasileira
de Ensino Odontolégico — ABENO, Campinas, SP, 22 a 25 de agosto de 2012.

- Imunolocalizacdo da metalotioneina no adenoma pleomorfico de glandula
salivar: correlacfes clinico-patolégicas. XXI Semana de Iniciacdo Cientifica da
UFMG, Belo Horizonte, MG, 19 de outubro de 2012.

- Immunoexpression of pro and anti-apoptotic proteins in pleomorphic
adenoma. IADR/AADR/CADR General Session & Exhibition in Seattle,
Washington, USA, 20 a 23 de marco de 2013.

Participacdo em congressos:

- XVII Jornada Mineira de Estomatologia (JOME), Belo Horizonte, MG, 3 a 5
junho de 2010.

- Semana Cientifica da Odontologia (XI Encontro Cientifico de Faculade de
Odontologia da UFMG, IX Encontro Mineiro das Faculdades de Odontologia e
[l Encontro de Pesquisa em Saude Coletiva), Belo Horizonte, MG, 9 a 14 de
maio de 2011.

- XIX Congresso Brasileiro de Estomatologia, Recife, PE, 27 a 29 de julho de
2011.

- Il Congresso Luso-Brasileiro de Patologia Experimental, Coimbra, Portugal,
10 a 12 de dezembro de 2012.

- IADR/AADR/CADR General Session & Exhibition in Seattle, Washington,
USA, 20 a 23 de marco de 2013.

101



Participacdo em mini-cursos:

- Imaginologia aplicada a estomatologia. Ministrada pelo prof. Elismauro
Francisco Mendonca. XVII Jornada Mineira de Estomatologia (JOME), Belo
Horizonte, MG, 5 junho de 2010, 2horas.

- Método logico para redacdo cientifica. Ministrada pelo prof. Gilson Luiz
Volpato, Fonaldiologia e Medicina da UFMG, Belo Horizonte, MG, 17 e 18 de

novembro de 2011, 16 horas.

- Curso tedrico-pratico “Workshop de Imuno-histoquimica”, Faculdade de
Medicina da UFMG, 9 de dezembro de 2010, 8 horas.

- Il Seminario Multidisciplinar do Estagio Obrigatorio, Instituto de Ensino e
Pesquisa da Santa Casa BH, 11 de junho de 2013, 4 horas.

Participacdo em bancas / comissdo de avaliacdo:

- Trabalho de conclusdo de Curso: Granuloma Central de Células Gigantes —
Revisdo de Literatura e Relato de Caso Clinico. Centro Universitario Newton
Paiva, 22 de junho de 2011.

- Trabalho de Concluséo de Curso: Higiene bucal e prevencdo da pneumonia

nosocomial. Centro Universitario Newton Paiva, 22 de junho de 2012.

- Comisséo de avaliacdo da XXI Semana de Iniciacdo Cientifica da UFMG,
Belo Horizonte, MG, de 15 a 19 de outubro de 2012.

Palestra Ministrada:

- A importancia da patologia no dia a dia do Cirurgido Dentista. Grupo de
Estudos em Odontologia do Centro Universitario Newton Paiva, 15 de junho de
2011.

Orientacao de trabalho:
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- Atencdo odontologica em paciente hospitalizado em centros de unidade
intensivos. | Seminario Multidisciplinar do Estagio Obrigatério Santa Casa BH,
Belo Horizonte, MG, 28 de novembro de 2012.

- Atencao odontoldgica aos pacientes em CTI. | Seminario Multidisciplinar do
Estagio Obrigatério Santa Casa BH, Belo Horizonte, MG, 11 de junho de 2013.

Publicacdo completa relacionada ao projeto:

Viana, ACM, Ribeiro DC, Florencio TNG, Torres VS, Sousa AA, Aguiar MCF.
Immunohistochemical expression. of metallothionien in pleomorphic adenoma
of minor salivar glands: a role in the control of apoptosis? Acta Histochemica,
2013; http://dx.doi.org/10.1016/j.acthis.2012.12.004 (in press).

Publicacdo de resumos:

- Scalzo MTA, Ribeiro DC, Lacerda JCT, Mesquita RA, AGUIAR MCF.
Tuberculose com manifestacdo bucal. In: XVII Jornada Mineira de
Estomatologia, 2010, Belo Horizonte. Revista do CROMG. Belo Horizonte:
CROMG, 2010. v. 11. p. 19-19.

- Ribeiro DC, Caldeira PC, Sousa SF, Carmo MAV, Aguiar MCF. Estomatite
urémica — relato de caso. Int J Dent, 10(Supl 2): 25-163 XIX Congresso
Brasileiro de Estomatologia, Recife, 2011. http://www.ufpe.br/iid

- Caldeira PC, Ribeiro D, Aguiar MCF, Almeida OP, Carmo MAV.
Carmohistiocitoma fibroso rico em células granulares. Int J Dent, 10(Supl 2):
25-163 XIX Congresso Brasileiro de Estomatologia, Recife, 2011.
http://www.ufpe.br/ijd

- Ribeiro DC, Caldeira PC, Abreu MHNG, Aguiar MCF, Carmo MAV.
Imunoexpressao de hmlhl esta relacionada ao grau de displasia epitelial de
leucoplasias bucais. J Dent, 10(Supl 2): 25-163 XIX Congresso Brasileiro de
Estomatologia, Recife, 2011. http://www.ufpe.br/ijd

- Arantes DCB, Ribeiro DC, Junior JFR, Amorim JNC, Ferreira FA, Oliviera AA.
Patologia humana virtual - um desafio. Revista da ABENO, 12(1):8-131, 2012.
http://www.abeno.org.br/ckfinder/userfiles/files/revista-abeno-2012-1.pdf

- Ribeiro DC, Viana ACM, Caldeira PC, Aguiar MCF. Immunoexpression of pro
and anti-apoptotic proteins in pleomorphic adenoma. J Dent Res <92>A (1476),
2013, IADR/AADR/CADR 91% General Session, Seattle, Washington.

- Ribeiro DC; Viana ACM, Aguiar, MCF. Immunohistochemistry study of
metallothionein in pleomorphic adenoma of minor salivary glands. In: I
Congresso de Patologia Experimental, Coimbra, Portugal, 2012.
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Publicac®es de artigos na integra (2010-2013):

- Viana, ACM, Ribeiro DC, Florencio TNG, Torres VS, Sousa AA, Aguiar MCF.
Immunohistochemical expression. of metallothionien in pleomorphic adenoma
of minor salivar glands: a role in the control of apoptosis? Acta Histochemica,
2013; http://dx.doi.org/10.1016/j.acthis.2012.12.004 (in press).

- Servato, JPS, de Souza PEA, Horta MCR, Ribeiro DC, de Aguiar MCF, de
Faria PR, Cardoso SV, Loyola AM. Odontogenic tumours in children and
adolescents: a collaborative study of 431 cases. Int. J. Oral Maxillofac. Surg.
2012; xxx: Xxx—xxx doi:10.1016/j.ijom.2012.02.021, available online at
http://www.sciencedirect.com

- Ribeiro DC, Netto FOG, Sousa SF, Bernardes VF, Abreu MHNG , Aguiar
MCF. Immunohistochemical expression of EGFR in oral leukoplakia:
Association with clinicopathological features and cellular proliferation Med Oral
Patol Oral Cir Bucal-AHEAD OF PRINT - ARTICLE IN PRESS

-Caldeira PC, Ribeiro DC, de Almeida OP, Mesquita RA, do Carmo MA. Tumor
of thehard palate. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol. 2012 Jun;113(6):722-7. doi: 10.1016/j.0000.2011.09.017.

- Coelho, MQ; Martelli, DRB; Ribeiro, DC; Gomez, RS; Pires, MBO; Martelli PH.
Andlise comparativa do perfil dos usuarios e acesso aos servicos de
diagnéstico bucal de duas universidades de Minas Gerais, Brasil / Comparative
analysis of the profile of users and access to oral diagnostic services in two
universities of Minas Gerais, Brazil. Arg. odontol;47(3):153-161, 2011.

Outras atividades:

- Participacdo no auxilio técnico aos alunos recebidos na UFMG pelo Procad
para realizacdo da técnica de imunoistoquimica, dupla marcacao.

- Participagdo na rotina do laboratorio e descrigcdo histolégica dos casos.

- Aprovacdo em concurso para professor auxiliar no Centro Universitario
Newton Paiva e exercicio do cargo de professor.

- Aprovacao em processo seletivo para dentista do Centro de Terapia Intensiva
da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte e exercicio do cargo.
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- Representante docente do colegiado do curso de bacharelado em odontologia
do Centro Universitario Newton Paiva

105



ANnexos

106



1) Tabelas:

Tabela 2 - Diagnostico histopatoldgico e caracteristicas clinicas das neoplasias

de glandula salivar

Caso | Diagndstico  Género Idade Localizagao Histologia Tamanho da
leséo (cm)
1 AP Feminino 19 FSVest Ni
2 AP Feminino 16 Palato Ni
3 AP Feminino 55 Palato Ni
4 AP Masculino 25 Palato Ni
5 AP Masculino 31 Palato Ni
6 AP Feminino 40 Palato Ni
7 AP Feminino 54 Palato Ni
8 AP Feminino 30 Palato Ni
9 AP Masculino 22 Palato Ni
10 AP Feminino 55 Soalho Ni
1 AP Masculino 34 Palato Ni
12 AP Feminino X Palato Ni
13 AP Masculino 49 Soalho Ni
14 AP Feminino 34 Palato Ni
15 AP Masculino 56 Palato Ni
16 AP Feminino 28 Palato Ni
17 AP Feminino 36 Palato Ni
18 AP Masculino 29 Palato Ni
19 AP Feminino 27 Palato Ni
20 AP Feminino 76 Palato Ni
21 AP Masculino X Palato Ni
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
M
42
43
44
45
46
47

48

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
CAC
CCA
CDS
MEC

ACPBG

Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino

Ni

67
49
38
59
34
23
28
26
86
26
30
56
68
48
29
26
25
28
29
76
40
54
23
45
95
55

ni

Palato
Palato
Palato
Palato
Palato
Palato
Mucosa jugal
Mucosa jugal
Palato
Mucosa jugal
parétida
parétida
submandi
parétida
submandi
parétida
pardtida
pardtida
parétida
submandi
parétida
parétida
palato
pardtida
parétida
palato

Ni

w

N

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni
Ni
Ni
Ni
Ni
Ni
Ni
Ni
Ni

Ni

0,6
Ni
Ni
Ni
Ni

Ni
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49
50
51
52
53
54

95

ACPBG
ACPBG
ACPBG
ACPBG
ACPBG
ACB

Warthin

Ni

Ni
Masculino

Ni
Masculino
Masculino

Masculino

ni
ni
27
0
60
76

49

Ni
Ni
palato
Ni
palato
parétida

parétida

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

Ni

ni — ndo informado; AP — adenoma pleomérfico; CAC — carcinoma adenoide cistico; CCA — adenocarcinoma de células acinares;

MEC - carcinoma mucoepidermoide; ACPBG - adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade; ACB — adenoma de

células basais; CDS - carcinoma do ducto salivar.
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2) Aprovacédo do COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE ~ 0512.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Maria Cassia Ferreira de Aguiar
Depto. de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG ~ COEP aprovou, no
dia 16 de dezembro de 2011, apds atendidas as solicitagbes de
diligéncta, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo da apoptose em
neoplasias de glandulas salivares™ bem como o Termo de =]
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apdés o inicio do projeto

(- //\\ XL(/(.,\—_—_—’-‘_ rfr

Profa. Maria Terosa Marques Ama
Coordenadora do COEP-UFMG

A Pron dnsowwe Comlon, 0027 - Usidiacde Adwintstrative I - 3% wwdor - Sale X003 - Cope D1 276900 - WIS
Fetefon. (031) MOS-4592 « cmail. s o Do g, Iy
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