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RESUMO

Introducdo: O carcinoma adenoide cistico (CAC) é a segunda neoplasia maligna mais frequente
das glandulas salivares, apresenta baixa sobrevida comparadas as demais e patogénese incerta. As
vias de reparo do DNA se tornam uma alternativa para estudo desses mecanismos Vvisto que a
disfuncdo da via mismatch repair (MMR) esta associada a inUmeros outros canceres que também
ndo sdo fortemente associados a agentes exdgenos. Objetivo: Avaliar a influéncia das proteinas
do sistema MMR nos subtipos histoldgicos, perfil clinico-patoldgico e progndstico de pacientes
com CAC de glandulas salivares. Metodologia: Foram levantados 24 CAC diagnosticados e
tratados no Hospital Haroldo Juacaba / Instituto do Cancer do Ceara dos quais foram resgatados
dados clinico-patolégicos e blocos parafinados de biopsias excisionais para reagdo de imuno-
histoquimica para MSH2, MSH6, PMS2, MLH1. Dez campos de cada padrdo histolégico
(cribiforme, tubular e solido) foram realizados para contagem percentual de células marcadas e as
médias dos 30 campos foram considerados para avaliagdo com demais variaveis clinico-
patologicas. Teste de Kruskal-Wallis e Friedman/Dunn, qui-quadrado e exato de Fisher, Log-Rank
Mantel-Cox e regresséo de Cox foram utilizados (SPSS v20.0, p<0.05). Resultados: A maior parte
dos CAC eram em mulheres (n=15, 62.5%), com uma idade média de 56,2+15,2 anos, localizados
principalmente em parotida (n=11, 45.8%) e com padréo predominantemente cribiforme (n=14,
58.3%). Capsula (n=13, 54.2%), invasdo perineural (n=18, 75.0%) e linfovascular (n=13, 54.2%)
foram observados na maior parte da amostra. Todos os pacientes foram submetidos a ressec¢éao
cirdrgica e a maioria (n=17, 70.8%) a radioterapia adjuvante. Ndo houve diferenca significante
entre a imunoexpressdo para MSH6, MLH1 e PMS2 nos subtipos histologicos, mas o padréo sélido
apresentou menor expressao para MSH2 que os demais padres (p=0.039). Significativo
desbalanceio na imunoexpressao de MSH2/MSH®6 foi observado em todos os padrdes histoldgicos
(p<0.001), mas desbalanceio na imunoexpressdo de PMS2/MLH1 foi observado apenas no padrdo
cribiforme (p=0.011). A presenca de capsula foi associada com alta expressao de MSH6 (p=0.019),
MLH1 (p=0.045) e PMS2 (p=0.009). A auséncia de padrdo cribiforme foi associada a menor
sobrevida global (p=0.002) bem como a auséncia de capsula (p=0.025) e a baixa expressao para
MSH®6 (p=0.006) e PMS2 (p=0.037). Em andlise multivariada a baixa imunoexpressdao de MSH2
(p=0.039) e MLH1 (p=0.017) foram significantemente associadas a pior sobrevida global.



Conclusao: A instabilidade de microssatélite do CAC de glandulas salivares é demonstrada
especialmente pelo desbalanceio de MSH2/MSHG6 e pela perda de expressdao de MSH2 no subtipo
histologico sélido e ha associacdo significativa da imunoexpressdo de proteinas do complexo
MMR com a sobrevida global de pacientes com CAC.

Palavras-chaves: Carcinoma Adenoide Cistico; Imunohistoquimica; MSH2; MSH6; PMS2;
MLH1.



ABSTRACT

Introduction: Adenoid cystic carcinoma (ACC) is the second most frequent malignant neoplasm
of the salivary glands, with low survival compared to the others and uncertain pathogenesis. DNA
repair pathways become an alternative for studying these mechanisms since mismatch repair
(MMR) pathway dysfunction is associated with numerous other cancers that are also not strongly
associated with exogenous agents. Aim: To evaluate the influence of MMR system proteins on
histological subtypes, clinicopathological profile and prognosis of patients with salivary gland
CAC. Methodology: A total of 24 CAC diagnosed and treated at Hospital Haroldo Juacaba /
Instituto do Céncer do Ceara were surveyed, from which clinicopathological data and paraffin
blocks of excisional biopsies were collected for immunohistochemical reaction for MSH2, MSH6,
PMS2, MLH1. Ten fields of each histological pattern (cribriform, tubular and solid) were
performed for the percentage count of marked cells and the averages of the 30 fields were
considered for evaluation with other clinical-pathological variables. Kruskal-Wallis and
Friedman/Dunn, chi-square and Fisher's exact test, Log-Rank Mantel-Cox and Cox regression
were used (SPSS v20.0, p<0.05). Results: Most ACC were in women (n=15, 62.5%), with a mean
age of 56.2+15.2 years, located mainly in the parotid gland (n=11, 45.8%) and with a
predominantly cribriform pattern (n =14, 58.3%). Capsule (n=13, 54.2%), perineural (n=18,
75.0%) and lymphovascular (n=13, 54.2%) invasion were observed in most of the sample. All
patients underwent surgical resection and the majority (n=17, 70.8%) underwent adjuvant
radiotherapy. There was no significant difference between immunoexpression for MSH6, MLH1
and PMS?2 in the histological subtypes, but the solid pattern showed lower expression for MSH2
than the other patterns (p=0.039). Significant imbalance in MSH2/MSH6 immunoexpression was
observed in all histological patterns (p<0.001), but imbalance in PMS2/MLH1 immunoexpression
was observed only in the cribriform pattern (p=0.011). The presence of capsule was associated
with high expression of MSH6 (p=0.019), MLH1 (p=0.045) and PMS2 (p=0.009). The absence of
a cribriform pattern was associated with lower overall survival (p=0.002) as well as the absence
of a capsule (p=0.025) and low expression for MSH6 (p=0.006) and PMS2 (p=0.037). In
multivariate analysis, low immunoexpression of MSH2 (p=0.039) and MLH1 (p=0.017) were

significantly associated with worse overall survival. Conclusion: The microsatellite instability of



the salivary gland CAC is demonstrated especially by the MSH2/MSH6 imbalance and the loss of
MSH2 expression in the solid histological subtype and there is a significant association of the
immunoexpression of MMR complex proteins with the overall survival of patients with CAC.

Keywords: Adenoid Cystic Carcinoma; Immunohistochemistry; MSH2; MSH6; PMS2; MLH1.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) de glandulas salivares é uma neoplasia maligna
rara, de crescimento lento e devido seu poder de invasdo tumoral e alto grau de recidiva ndo possui
prognéstico favordvel. O primeiro caso relatado de CAC de glandulas salivares, também
denominado Cilindroma, devido seu padrdo histolégico, foi descrito em 1856 por Billroth, um
importante cirurgido germanico (PALMEIRO et al., 2005).

O mecanismo fisioldgico e patolégico do CAC é incerto, mas estudos sugerem sua
origem a partir de células epiteliais das glandulas menores subepteliais, secretoras de muco. Seu
diagnostico torna-se dificultoso devido ao seu crescimento submucoso, indolor e lento. Além de
estar relacionado a metéastase a distancia e tardia, sendo mais constante na regido pulmonar (50%),

hepatica, 0ssea e ganglionar, retendo uma baixa sobrevida ao paciente (MONTEIRO et al., 2012).

Possui como principais sitios anatdmicos de desenvolvimento as glandulas salivares
maiores e menores. Além da cavidade oral o CAC pode manifestar-se em glandulas lacrimais e
glandulas do trato aéreo digestivo superior (PALMEIRO et al., 2005), fossa nasal e seios
perinasais, faringe, esdfago e de forma mais rara na laringe e na arvore traqueobrénquica
(MONTEIRO et al., 2012). Correspondendo a somente 1% das neoplasias de cabeca e pescoco,
em que 4% dos casos evoluem para invasao intracraniana (WELLING et al., 2011). A presenca do
CAC na regido da laringe condiz 0,2% dos casos de neoplasia (MONTEIRO et al., 2012).

A regido da cavidade oral mais comum para acometimento do CAC € a mucosa dos
palatos duro e mole e regido da base da lingua. Fora da cavidade oral casos raros de CAC

envolvendo o figado, laringe e mama também ja foram registrados (SANTOS et al., 2005).

Ainda que o CAC demonstre predilecdo pelo sexo feminino, sua distribuicdo entre
ambos 0s sexos, masculino e feminino, ocorre de forma igual, sem relacdo com a prevaléncia dos
padrdes histologicos (MONTEIRO et al., 2012). Possui prevaléncia em adultos entre 50 e 70 anos,
consistindo em uma neoplasia rara em pessoas com menos de 20 anos (PALMEIRO et al., 2005).
Pode, ainda, estar associado ao fumo e ao consumo de alcool e ndo possui diferencga entre as ragas
(SANTOS et al., 2005).



O tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnostico da neoplasia maligna dura
cerca de 39 meses. De forma geral as principais queixas relatadas sdo inespecificas, mas
correspondem com a localizagdo do Carcinoma Adenoide Cistico. Nos casos de neoplasias orais,
nasais e da orofaringe, as principais evidéncias constituem-se da formacdo de nddulos

correlacionados com dor e regides com sensagéo de dorméncia (MONTEIRO et al., 2012).

O prolongamento do CAC para regido intracraniana, cerca de 4% a 22% dos casos,
possui trés meios de ocorrer, sendo eles a via hematogénica, a extensdo direta por destruicdo 6ssea
e através do perineuro e do endoneuro, acometendo, de forma mais frequente, o nervo trigémeo

dentre os outros pares de nervos cranianos (SANTOS et al., 2005).

Subdividido em trés padrbes histologicos, o CAC, pode ser classificado em
cribriforme, tubular e sélido, sendo o primeiro a forma mais prevalente (PALMEIRO et al., 2005).

O padréo cribriforme, que possui prevaléncia de 50%, ¢ composto de ilhas formadas
por pequenas celulas de ndcleo escuro, citoplasma claro e diversos espacos cisticos, compostos de
material mucoide basofilico ou eosinofilico hialinizado, resultando em uma aparéncia que lembra
aspecto de queijo suico (PALMEIRO et al., 2005).

A organizacgdo do padrdo tubular, com prevaléncia de 25% dos casos, assemelha-se a
tubulos ou ductos. Ja o padrédo solido, também com 25% de prevaléncia, apresenta uma menor
predisposicdo para construcdo de espacos cisticos ou tubulos, sendo esta sua principal diferenca
guando comparada com os outros dois padrées. Ainda no padrdo sélido pode ser observado focos
de necrose central nas ilhas de células neoplasicas, além de pleomorfismo celular e muita atividade

mitotica, tornando esse padrdo o mais agressivo dos trés (PALMEIRO et al., 2005).

Na mesma lesdo tumoral pode ser possivel identificar os trés padrées histologicos, com
um em maior predominancia comparado aos outros. As amostras histolégicas podem ser ordenadas
de forma decrescente quanto ao pior prognostico que cada uma possui, sendo o primeiro o padrdo
solido, seguido do cribriforme e por dltimo o tubular. Além disso a invasdo por células
cancerigenas dos espagos perineurais e das bainhas perineurais ndo é incomum, ressaltando a

particularidade do CAC de possuir altas taxas de metastase e recidivas (SANTOS et al., 2005).

O CAC pode ser classificado de acordo com os segmentos dos espacos sélidos

encontrados no exame histoldgico, em casos que o padrdao cribriforme e o tubular sdo



predominantes ele serd classificado em grau | ou de baixo grau. O grau Il ou intermediério esta
relacionado a les6es onde as porcdes sdlidas e cribriforme estdo arranjadas em semelhanca, assim
como quando essa distribuicdo similar ocorre com o padrdo solido e tubular. Nos casos em que
apenas a forma sélida esta distribuida é atribuida a classificacdo de grau Il ou grau elevado,
correspondendo a esta o0 pior progndstico e uma maior agressividade (PALMEIRO et al., 2005).

O CAC pode ainda apresentar semelhangas clinicas e microscopicas com outros
tumores, como o0 adenocarcinoma, mas também pode ser erroneamente diagnosticado como um
tumor benigno, como o adenoma, devido a baixa atipia celular observada, realgando a importancia
de seu diagnostico diferencial ser baseado em achados histolégicos e imuno-histoquimicos
(SANTOS et al., 2005).

O tratamento cirurgico seguido da radioterapia, durante o pds-operatorio tem se
mostrado promissor na contencdo de recidivas (PALMEIRO et al., 2005).

A disseccdo cervical ocorre em casos que haja metastase cervical (10% a 15%). Seu
prognostico é avaliado de acordo com o estadiamento do tumor (TNM), sua localizacéo, seu tipo
histolégico e seu indice de recidiva pds remocéo cirdrgica. O pior prognostico sera constatado em
situacOes de elevacdo na expressao dos marcadores tumorais p53, Ki-67 e PCNA. Alguns estudos
mais recentes indicam uma taxa de sobrevida entre 78% e 65% aos 5 e 10 anos, de forma respectiva
(MONTEIRO et al., 2012).

A terapia combinada, de cirurgia/radioterapia ou da radioterapia/quimioterapia, tem
sido mais empregada do que apenas a escolha de um tratamento individual, que ndo afasta as
chances de recidiva e de metastase, principalmente em linfonodos cervicais, 0ss0s, cérebro e nos
pulmdes. Estudos recentes mostram que a radioterapia com néutrons tem se mostrado mais
eficiente e rapida quando comparada com a radioterapia de fotons e elétrons. Infelizmente, ainda
que as terapias para o tratamento do CAC estejam em um continuo avanco, a taxa de sobrevida e
0 progndstico dos pacientes que sdao acometidos pelo Carcinoma Adenoide Cistico mantém-se

baixo, devido o indice de cura ainda ser insuficiente (SANTOS et al., 2005).

O complexo sistema mismatch repair (MMR), formado por diversos genes, codifica
uma série de proteinas de correcdo de mutacfes do material genético (KINSELLA, 2009). Essas

proteinas atuam de maneira conjunta, formando complexos que sdo chamados MutL homologues



e MutS homologues. Esses complexos sdo formados por dimeros proteicos, onde cada um deles
desempenham diferentes fun¢des. Um link entre a disfuncdo dessas proteinas e o desenvolvimento
de diversos canceres foi apresentado por vérios autores (FRIEDRICH et al, 1999; HAMID et al,
2002; L1 et al, 2008; KINSELLA, 2009; ARONSON et al, 2015; WAGNER et al, 2016; VASAN
et al, 2019).

A depender do tumor a ser estudado, observamos uma diferenca na imunoexpressao
das proteinas que compem o sistema de reparo de incompatibilidade. Além disso, a raridade dos
CAC nos mostra a relevancia da melhor compreensao da participacdo dessas proteinas de reparo
em seu desenvolvimento e determinacdo do prognostico dos pacientes. O estabelecimento de
marcadores prognostico nesta patologia poderia ampliar a possibilidade de seu diagndstico
precoce, assim como guiar terapéuticas mais adequadas visando ampliar a qualidade de vida destes

pacientes.

2. EMBASAMENTO TEORICO

2.1. Carcinoma Adenoide Cistico (CAC)

Os tumores de glandulas salivares apresentam significativa diversidade morfoldgica,
com comportamento genémico variado e sobreposicao entre entidades. Sua incidéncia varia de 0.4
a 13.5 por 100.000 habitantes ao ano para neoplasias benignas e 0.1 a 2.6 por 100.000 para
malignas, representando apenas de 2 — 6% dos tumores de cabeca e pesco¢o (FERRAROTTO,
Renata et al. 2021).

O Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) corresponde a aproximadamente 10% dos
tumores de glandulas salivares e apenas 1% de todos os tumores de cabeca e pescoco
(SINGARAJU, Medhini et al. 2022), apresentando uma maior prevaléncia em adultos de meia
idade e do sexo feminino (TASOULAS, Jason et al.2021; DANTAS, Afonso Nobrega et al. 2015;
SAHARA, Sosuke; HERZOG, Alexandra E.; NOR, Jacques E. 2021). O primeiro caso relatado de
CAC de glandulas salivares, também denominado Cilindroma, devido seu padrdo histolégico, foi
descrito em 1856 por Billroth, um importante cirurgido germanico (CHANG, Chin-Fang et al.
2018).



A etiologia do CAC ndo esta bem definida na literatura, entretanto, Cantu (2021)
ressaltou como principais fatores associados ao desenvolvimento desse tumor 0s seguintes topicos:
exposicao a radiacdo ionizante, baixa ingestdo de vitamina C e mulheres previamente tratadas para
cancer de mama.

O CAC é considerado uma neoplasia maligna rara que surge principalmente em
glandulas salivares menores e parétida, podendo também ter como sitio de origem na regido de
cabeca e pescoco a lingua, seios paranasais, palato e glandulas lacrimais. Apesar de ser mais
comum em glandulas salivares, também pode ter sua origem em outras glandulas secretoras como
em esdfago, mama, prostata e colo uterino (SUTON, Petar; LUKSIC, I. 2021 e COCA-PELAZ,
Andrés et al. 2015).

Seus sinais e sintomas sdo variaveis visto que dependem do sitio anatémico de
envolvimento, podendo ter duracdo variando entre meses e anos. Frente a essa auséncia de aspectos
clinicos patognoménicos, seu diagnostico geralmente ¢ estabelecido de maneira tardia e o paciente
apresenta um estagio avancado da doenca quando busca tratamento (SUTON, Petar; LUKSIC, I.
2021 e SAHARA, Sosuke; HERZOG, Alexandra E.; NOR, Jacques E. 2021).

Histologicamente, o CAC é composto por pequenas células tumorais mioepiteliais e
ductais, com pequena a moderada quantidade de citoplasma, com nucleos ndo pleomorficos e
nucléolos brandos ou até mesmo imperceptiveis. E possivel observar uma maior predominancia
de diferenciacdo mioepitelial. Baseado no seu padrdo de crescimento, o CAC pode ser
categorizado em trés tipos histologicos: cribiforme, solido e tubular. O padréo cribiforme € seu
padrdo mais marcante e classico, apresentando células basaldides dispostas em massas ovais, com
tamanho varidvel e marcadas por espacos rigidos, ovais, semelhantes a cistos (pseudolumina) que
podem conter cilindros/globulos de material hialino e/ou glicosaminoglicanos mixdides. A
organizacdo do padréo tubular se assemelha com tubulos ou ductos, sendo possivel observar
bicamadas revestidas por células luminais cercadas por células ndo luminais. Por fim, o padrdo
solido apresenta como principal caracteristica as células tumorais em grande parte basaldides
crescendo em folhas sem formacdo de lumen (IKAWA, Hiroaki et al. 2017; COCA-PELAZ,
Andrés et al. 2015 e DILLON, Patrick M. et al. 2016).

O tratamento cirurgico seguido da radioterapia, durante o pos-operatorio tem se
mostrado promissor na contengcdo de recidivas (CHANG, Chin-Fang et al. 2018). A terapia

combinada, de cirurgia/radioterapia ou da radioterapia/quimioterapia, tem sido mais empregada



do que apenas a escolha de um tratamento individual, que ndo afasta as chances de recidiva e de
metastase, principalmente em linfonodos cervicais, 0ssos, cérebro e nos pulmdes (DANTAS,
Afonso Nobrega et al. 2015 e SAHARA, Sosuke; HERZOG, Alexandra E.; NOR, Jacques E.
2021).

Entretanto, esta neoplasia é caracterizada pela sua progressao lenta e indolente, com
invasdo local e perineural, recidiva local e ocorréncia de metéastases a distancia tardias,
principalmente nos pulmdes, 0ssos e figado (TASOULAS, Jason et al. 2021). Nesse contexto, sua
resseccao cirurgica completa se torna um desafio, aspecto que contribui para um pior progndstico
a longo prazo, no qual se observa uma sobrevida em 15 anos inferior a 50% (UEDA, Kaori et al.
2020).

O tipo histologico do tumor tem sido considerado um importante preditor do
comportamento biolégico da condicdo, influenciando no seu progndstico e, consequentemente, no
manejo clinico. Os padrdes cribiforme e tubular sdo frequentemente associados a tumores menos
agressivos, enquanto o padrdo solido esta associado ao mais agressivo, com presenca de maior

pleomorfismo celular, mitoses e focos necroticos (DA CRUZ PEREZ, Danyel Elias et al. 2006).

2.2. Via de reparo do DNA — Mismatch Repair System (MMR)

O genoma de cada célula do corpo humano esta em constante ameaca tanto de fatores
enddgenos quanto exdgenos e a preservacao da integridade genémica € um mecanismo crucial
para a transmissdo da informacdo genética e perpetuacdo das espécies. (REINHARDT, H.
Christian; SCHUMACHER, Bjdrn. 2012). As vias de reparo a danos no DNA tém como objetivo
proteger as células contra essas possiveis mutacdes epigenéticas. Os danos causados no DNA
podem ser reparados por via direta, mediado por proteinas como a O6-metilguanina
metiltransferase, como pelas vias de reparo que incluem reparo por excisdo de nucleotideos, juncéo
de extremidades ndo homologas, reparo por recombinacdo homdéloga, reparo por excisdo de bases
e o reparo de incompatibilidade (MMR) (JIANG, Minlin et al. 2021). Erros no reparo dessas
mutacdes podem levar a alteragdes genéticas que podem ser o elemento chave para o
desenvolvimento de diversos canceres.

O MMR codifica uma série de proteinas de correcdo de mutaces do material genético.

A MMR exerce sua funcdo corrigindo nucleotideos incompativeis causados por erros de



incorporacdo da polimerase, recombinacgédo entre DNAs e danos quimicos ou fisicos. Sua principal
funcdo é exercida no processo de replicacdo do material genético, identificando erros espontaneos
de base-base e pequenos loops de insercdes-delecdes (PECINA-SLAUS, Nives et al. 2020).

As proteinas que compde esse sistema atuam de maneira conjunta, formando
heterodimeros que sdo chamados homologos MutS e MutL. O MutS pode ser subdividido na
combinagdo entre hMSH2 (locus do gene em 2p21) com hMSH6 (2p16) ou hMSH3 (5914.1),
resultando em MutSa e MutSp, respectivamente. J& 0 MutL homologues podera ser subdividido
na combinagdo entre hMLH1 (3p21) unido a hPMS2 (7922.2), hPMS1 (2931.1) ou hMLH3
(14g24.3), resultando em heterodimeros hMutLo, hMutLp e hMutLy, respectivamente (PECINA-
SLAUS, Nives et al. 2020; JIANG, Minlin et al. 2021 e CILONA, Maria et al. 2020).

Os subprocessos por eles desenvolvidos se iniciam pelo reconhecimento de danos do
DNA por parte do MutSo. (hMSH2+hMSH6) ou MutSp (hMSH2+hMSH3), seguido de excisdo do
erro, que ¢ iniciada pela ligacdo de MutLa (hnMLH1+hPMS2) ou MutLp (hMLH1+hMLH3) ao
MutS, ocorrendo subsequentemente um recrutamento da exonuclease 1 (EXO 1). Esta remove a
fita de DNA contendo a base incorreta, sendo feita uma ressintese do DNA atraves da DNA
polimerase. O processo é entéo finalizado pela interacdo das proteinas; proteina de replicagdo A

(PRA) e antigeno de proliferacéo celular (PCNA), com selamento pela DNA ligase. (Figura 1)
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Figura 1. Sistema de reparo de incompatibilidade — Via Mismatch Repair (MMR).

(Fonte: CILONA, Maria et al. 2020). (a) Uma base incompativel foi incorporada erroneamente na fita de DNA recém-

sintetizada pela DNA polimerase. (b) hMutSa detecta o erro de replicacdo e recruta hMutLo para formar um
heterodimero. (c) A fita recém-sintetizada é excisada proximalmente e distalmente a regido incompativel por hMutLa,
cuja atividade de endonuclease é ativada por PCNA. (d) hMutSa ativa EXO1 que remove a regido excisada. (e) A

DNA polimerase realiza a ressintese do DNA.

A funcdo alterada da via MMR pode ser causada por mutagdes germinativas ou
somaticas em genes de reparo (MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 e PMS2) dessa via ou pelo
silenciamento epigenético da proteina MLH1, anteriormente estudada por Vilar e Gruber (2010).
O comprometimento dessa via sera caracterizado pelo acimulo de mutacdes frameshift e missense
em diversos locus, induzindo a formacdo de um fendtipo mutador chamado de Instabilidade de
Microssatélites (MSI). Diversos estudos ja evidenciaram a influéncia desse fenétipo na patogénese
de tumores malignos, onde se observa que sua presenca podera resultar em inativacéo de proteinas
importantes para supressdo tumoral e na producdo de peptideos frameshift. (FASSAN, Matteo et
al. 2020; LI, Kai et al. 2020 e EVRARD, Camille et al. 2019)



Além disso, também ja foram observadas associacfes entre a presenca de alteraces
nos genes que codificam proteinas do complexo MMR ao céncer colorretal, de bexiga e
endométrio, as variantes patogénicas ligadas a sindrome de Lynch que aumenta a predisposicao
ao desenvolvimento precoce desses tumores. Um estudo conduzido por He Y (2022) sintetizou de
acordo com cada proteina do MMR as principais correlagfes entre seu silenciamento epigenético
com a tumorigenese, onde os mais frequentes foram o cancer colorretal (MSH2, MSH3, MSH6,
MLH3, PMS2), mama (MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS2, PMS1), tireoide (MSH2, MSH3,
MSH4, MSH6, PMS2), dentre outros. De acordo com Mihaylova (2003), a presenca de um fator
de transcricdo promotor da proliferacdo presente no microambiente tumoral se liga aos promotores
dos genes MMR (MLH1 e MLH2), que levam a uma diminuicdo de MLH1 e MLH2 a nivel
transcricional.

Dentre os tumores de cabeca e pescoco, recentemente Decker (2021) descreveu que a
imunoexpressdo aumentada de PMS2 estd diretamente associada a pior sobrevida global em
pacientes com carcinoma de células escamosas oral jovens e de Oliveira Filho (2021) avaliando
casos de carcinoma de células escamosas da orofaringe observou que a superexpressao de MSH2,
MSH6 e MLH1 séo potentes indicadores de prognostico em tumores p16+.

Assim, tendo em vista que a via MMR se apresenta como potencial preditora de
prognostico em tumores de cabeca e pescoco e sendo 0 CAC um tumor de progndstico sombrio
que ainda ndo apresenta biomarcadores diagnosticos e prognosticos importantes, € objetivo do
presente estudo avaliar a imunoexpressdo das proteinas do complexo MMR em CAC de glandulas

salivares.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da imunoexpressdo para proteinas do complexo Mismatch Repair
em caracteristicas clinico-patologicas e no progndstico do Carcinoma Adendide Cistico das

glandulas salivares.

3.2. Objetivos Especificos
« Caracterizar o perfil clinico-patoldgico de pacientes com CAC de glandulas salivares;

» Comparar o perfil de imunomarcagao para MSH2, MSH6, PMS2 e MLH 1 nos diferentes subtipos

histolégicos do CAC de glandulas salivares;

« Avaliar a influéncia da imunoexpressao para MSH2, MSH6, PMS2 e MLH1 em caracteristicas

clinico-patoldgicas em CAC de glandulas salivares;

* Avaliar a influéncia da imunoexpressao para MSH2, MSH6, PMS2 e MLH1 na sobrevida global

de CAC de glandulas salivares.



4. IMUNOEXPRESSAO PARA MISMATCH REPAIR IMPACTA EM
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS E NO PROGNOSTICO DO
CARCINOMA ADENOIDE CIiSTICO DAS GLANDULAS SALIVARES

IMMUNOEXPRESSION FOR MISMATCH REPAIR IMPACTS ON CLINICAL-
PATHOLOGICAL CHARACTERISTICS AND PROGNOSIS OF ADENOID CYSTIC
CARCINOMA OF SALIVARY GLANDS

RESUMO

O carcinoma adenoide cistico (CAC) é uma neoplasia maligna de glandula salivar de baixa
sobrevida e sem biomarcadores progndsticos adequados. Nosso objetivo foi avaliar a influéncia
das proteinas do sistema MMR em caracteristicas clinico-patologicas e no prognostico de
pacientes com CAC de glandulas salivares. Foram avaliados 24 CAC e revisados dados clinico-
patologicos e blocos parafinados para reacdo de imuno-histoquimica para MSH2, MSH6, PMS2,
MLH1. Dez campos de cada padrao histolégico (cribiforme, tubular e s6lido) foram fotografados
para contagem percentual de células marcadas e as médias dos 30 campos foram considerados para
avaliacdo com demais variaveis clinico-patologicas. Teste de Kruskal-Wallis e Friedman/Dunn,
qui-quadrado e exato de Fisher, Log-Rank Mantel-Cox e regressdo de Cox foram utilizados (SPSS
v20.0, p<0.05). A maior parte dos CAC eram em mulheres (n=15, 62.5%), com uma idade média
de 56,2+15,2 anos, localizados principalmente em par6tida (n=11, 45.8%) e com padrao
predominantemente cribiforme (n=14, 58.3%). Capsula (n=13, 54.2%), invasao perineural (n=18,
75.0%) e linfovascular (n=13, 54.2%) foram observados na maior parte da amostra. Todos 0s
pacientes foram submetidos a ressec¢do cirtrgica e a maioria (n=17, 70.8%) a radioterapia
adjuvante. O padrdo sélido apresentou menor expressdo para MSH2 (p=0.039), significativo
desbalanceio na imunoexpressao de MSH2/MSH®6 foi observado em todos os padrdes histologicos
(p<0.001), e desbalanceio na imunoexpressdo de PMS2/MLH1 foi observado no padréo cribiforme
(p=0.011). A presenca de capsula foi associada com alta expressdo de MSH6 (p=0.019), MLH1
(p=0.045) e PMS2 (p=0.009). A auséncia de padrdo cribiforme (p=0.002) e de capsula (p=0.025),



bem como a baixa expressao para MSH6 (p=0.006) e PMS2 (p=0.037) foram associadas a menor
sobrevida global. Em andlise multivariada a baixa imunoexpressédo de MSH2 (p=0.039) e MLH1
(p=0.017) foram significantemente associadas a pior sobrevida global. O CAC de glandulas
salivares apresenta notavel desbalanceio do complexo MMR e perda da expressdo de seus
componentes se associa com a sobrevida global desses pacientes.

Palavras-chave: Carcinoma Adendide Cistico, Imunohistoquimica, MSH2, MSH6, PMS2,
MLH1.

INTRODUCAO

O genoma de cada celula do corpo humano esta em constante ameaca tanto de fatores
enddgenos quanto exogenos e a preservacao da integridade genémica é um mecanismo crucial
para a transmissdo da informagcédo genética e perpetuacéo das espéciest. As vias de reparo a danos
no DNA tém como objetivo proteger as células contra essas possiveis mutacdes epigenéticas. O
sistema de reparo de incompatibilidade (Mismatch Repair System — MMR) codifica uma série de
proteinas de correcdo de mutacdes do material genético. A MMR exerce sua funcdo corrigindo
nucleotideos incompativeis causados por erros de incorporacdo da polimerase, recombinacéo entre
DNAs e danos quimicos ou fisicos. Sua principal funcdo é exercida no processo de replicacdo do
material genético, identificando erros espontaneos de base-base e pequenos loops de insercdes-

delegdes?.

As proteinas que comple esse sistema atuam de maneira conjunta, formando os
heterodimeros homdlogos MutS e MutL. Estes, por sua vez, podem ser subdivididos de acordo
com as proteinas que os compdem. O complexo MutS subdivido em MutSa (hMSH2 + hMSH6)
e MutSp (hMSH2 + hMSH3) e o MutL em hMutLa (MLH1 + PMS2), hMutLp (MLH1 + PMS1)
e hMutLy (MLH1 + MLH3)%*%. Vilar e Gruber et al. 2010° estudaram as possiveis alteracdes
funcionais da via, associando-as a mutagdes germinativas ou somaticas nos genes de reparo
(MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 e PMS2) ou através do silenciamento epigenético da proteina

MLH1. O comprometimento dessa via sera caracterizado pelo acumulo de mutacdes frameshift e



missense em diversos locus, induzindo a formacdo de um feno6tipo mutador chamado de
Instabilidade de Microssatélites (MSI). Diversos estudos ja evidenciaram a influéncia desse
fendtipo na patogénese de tumores malignos, onde se observa que sua presenca podera resultar em
inativacdo de proteinas importantes para supressdo tumoral e na producdo de peptideos

frameshift®’8.

Avia MMR tem sido investigada em diversos tumores de cabeca e pescogo. Decker
et al. 2021° descreveu que a imunoexpressio aumentada de PMS2 esta diretamente associada a
pior sobrevida global em pacientes com carcinoma de células escamosas oral jovens e de Oliveira
Filho et al. 20211° avaliando casos de carcinoma de células escamosas da orofaringe observou que
a superexpressao de MSH2, MSH6 e MLH1 sdo potentes indicadores de prognostico em tumores
p16+. Interessantemente, Castrilli et al. 2002 observaram que a imunoexpressdo para MSH2
difere significantemente de tumores malignos das glandulas salivares em comparacdo a tumores
benignos de glandulas salivares, demonstrando que essa via também parece estar associada aos

tumores malignos das glandulas salivares.

Os tumores de glandulas salivares correspondem a menos de 5% dos tumores de e dentro
deles o Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) corresponde a aproximadamente 10% dos tumores de
glandulas salivares e apenas 1% de todos os tumores de cabeca e pescogo’?, apresentando uma
maior prevaléncia em adultos de meia idade e do sexo feminino!34° A etiologia do CAC ndo
esta bem definida na literatura, entretanto, Cantt et al. 2021 ressaltou como principais fatores
associados ao desenvolvimento desse tumor os seguintes topicos: exposicdo a radiacdo ionizante,

baixa ingestdo de vitamina C e mulheres previamente tratadas para cancer de mama.

Frente a essa auséncia de aspectos clinicos patognoménicos, o diagndstico do CAC
geralmente é estabelecido de maneira tardia e 0 paciente apresenta um estagio avancado da doenca
quando busca tratamento®>’. Esta entidade é caracterizada pela sua progressdo lenta e indolente,
com invasdo local e perineural, recidiva local e ocorréncia de metéstases a distancia tardias,
principalmente nos pulmdes, ossos e figado!4. Diante dessas caracteristicas clinico patoldgicas
inespecificas, a ressec¢do cirdrgica completa da neoplasia ainda € a primeira linha de tratamento e

ndo existem marcadores prognosticos significativos.



O tipo histolégico do tumor tem sido considerado um dos poucos preditores do
comportamento biolégico dos CAC de glandulas salivares. Os padrdes cribiforme e tubular séo
frequentemente associados a tumores menos agressivos, enquanto o padrdo sélido esta associado
a0 mais agressivo, com presenca de pleomorfismo celular, mitoses e focos necréticos®®. Porém,
estudos de biologia molecular precisam ser realizados ja que o comportamento biolégico mesmo
avaliando os diferentes padrdes microscopicos do CAC de glandulas salivares ainda é

imprevisivel.

Tendo em vista que a via MMR se apresenta como potencial preditora de progndéstico em
tumores de cabeca e pescoco e sendo 0 CAC um tumor de prognostico sombrio que ainda ndo
apresenta biomarcadores diagnosticos e prognésticos importantes, € objetivo do presente estudo
avaliar a imunoexpressao das proteinas do complexo MMR em CAC de glandulas salivares e sua

influéncia nas caracteristicas clinico-patolégicas e progndstico.

MATERIAIS E METODOS

Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo quantitativo, de natureza retrospectiva, observacional e corte
transversal, sendo coletados dados de pacientes diagnosticados/tratados com CAC de glandulas
salivares, no periodo de 1° de janeiro de 2010 a 31 de dezembro de 2021, no Hospital Haroldo
Juacaba/Instituto do Céancer do Ceara (HHJ/ICC), um Centro de Assisténcia de Alta Complexidade
em Oncologia (CACON) no Nordeste Brasileiro.

Esse estudo foi construido com base no delineamento proposto pela STROBE-cheklist!®, e
foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Haroldo Juacaba com o nimero de protocolo é
2.251.564 (ANEXO I). Todas as fases do estudo serdo realizadas em consonancia com a lei 466/12
da legislacdo de ética em pesquisa, sendo garantido o sigilo das informagGes oriundas dos

prontuarios dos pacientes e guarda das mesmas até o fim do estudo.



Delineamento amostral

Para selecdo da amostra de CAC, foi realizado um calculo amostral com base no estudo de
Castrilli et al. 2002, que evidenciaram que a imunoexpressio para MSH2 difere
significantemente de tumores malignos das glandulas salivares em comparagéo a tumores benignos
de glandulas salivares (56.1+31.5% versus 31.1+22.6%), estimando-se ser necessario avaliar 20
espécimes a fim de obter uma amostra que represente com 80% de poder e 95% de confianca a
hipotese alternativa dessa pesquisa (teste t de Student) . Tendo em vista a possibilidade de perda

amostral acresceu-se 20% sobre esta, totalizando 24 pacientes.

Critérios de inclusao e exclusdo e coleta de dados

Foram incluidas ldminas histologicas de CAC do Laboratério de Patologia do ICC e um
patologista com experiéncia (>10 anos de patologia oral) selecionou uma lamina de cada caso que
apresentasse area tumoral com pelo menos um dos padrdes histoldgicos desse tumor. Apos essa
avaliacdo, os blocos parafinados foram avaliados quanto a quantidade de material disponivel para
confeccdo de novas laminas para imuno-histoquimica e foram excluidos os blocos que ndo
apresentavam material suficiente para realizacdo da imunohistoquimica, restando 24 casos de
blocos contendo tumor histologicamente detectavel e material suficiente para realizacdo dos
experimentos. Os tumores foram entéo reclassificados por esse patologista, apos avaliacdo do grau
de concordancia intraexaminador (coeficiente kappa = 0.892), conforme ultima atualizacdo

proposta pela OMS?°.

Coleta de dados sociodemograficos e clinicos

Dados sociodemograficos como idade e sexo foram levantados, assim como dados clinico-
patoldgicos como variante histologica do tumor, localizagdo priméaria, TNM, estadiamento tumoral

e tratamento realizado, dados estes fornecidos através dos prontuérios dos pacientes.

A localizagdo do tumor primério foi re-classificada conforme recomendado pela OMS pela

classificacdo internacional das doencas CID-0 em: glandulas salivares maiores: glandula parotida,



glandula submandibular, glandula sublingual e outras glandulas salivares maiores, glandulas
salivares menores, labio, lingua, palato, assoalho de boca e outras partes e partes ndo identificadas
na boca?!. O pTNM do tumor foi definido conforme as novas diretrizes propostas pelo American
Joint Committee on x’Cancer (AJCC), que determina TNM sendo T referente ao tamanho do
tumor, N ao acometimento linfonodal e M relacionado a metastases a distancia??. Adicionalmente,
foi calculada a sobrevida global por meio de diferenca entre a data da remocao cirurgica do tumor
(dia, més e ano) e a data do 6bito (dia, més e ano) ou do Gltimo final do follow up?.

Processamento Imuno-histoquimico

Foram feitos 4 cortes para reagdo de imuno-histoquimica e um para coloragdo por
hematoxilina-eosina, e a reagdo de imuno-histoquimica foi realizada através da técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase. Foi realizada recuperacdo antigénica com solucdo de 0,1M de
tris-EDTA pH 9,0 em banho maria a 97°C durante 30 minutos. Em seguida, bloqueio da peroxidase
enddgena com peroxido de hidrogénio 3% diluido em PBS, e incubacdo por uma hora com
seguintes anticorpos primarios prontos-para-uso: MSH2 (FE11, Dako®), MSH6 (EP49, Dako®),
PMS2 (EP51, Dako®) e MLH1 (ES05, Dako®).

Apos incubagdo com o anticorpo primario por tempo determinado pelo fabricante, as laminas
foram lavadas (PBS) e incubadas com anticorpo biotinilado por 30 minutos e, apds lavagem,
incubadas com conjugado de peroxidase avidina-biotina ou sistema Envision® por 30 minutos. A
revelagdo foi realizada por meio de incubagdo com 3,3’-Diamino-benzidina (DAB) (Abcam®) e a
contracoloracdo com hematoxilina de Harris 7% por 10 segundos. ApoOs coloracdo e
contracoloracdo, as laminas lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com
Entellam®.

Andlise imuno-histoquimica

A anélise da imunocoloracéo foi realizada de maneira quantitativa, tendo como parametro a

presenca da coloracdo marrom acastanhado no nucleo da célula tumoral. Para avaliagdo



microscépica, dez campos (hot spots) foram fotografados por corte histologico de cada padréo
tumoral (cribiforme, sélido e tubular) em um aumento de 400x, utilizando um microscépico com
camera acoplada (Leica DM 2000®). As imagens foram exportadas para o software Image J® no
qual as células positivas e negativas foram contadas para avaliagdo do percentual de
imunomarcacao. A média dos 30 campos por paciente foi utilizado como unidade amostral.

Andlise estatistica

Os dados clinicos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e 0s
dados de imunoexpressdo dos marcadores do complexo MMR foram expressos em forma de média
e desvio-padréo, comparados entre padrdes por meio dos testes de Wilcoxon e Friedman/Dunn e
com as demais variaveis clinico-patologicas por meio dos testes de Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis/Dunn. Foram construidas curvas ROC para estimativa de ponto de corte de cada marcador
tendo como desfecho o Obito e apos isso curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global com todas
as caracteristicas clinico-patologicas e imuno-histoquimicas as quais foram comparadas utilizando
0 teste de Log-Rank Mantel-Cox. Adicionalmente, modelo de regressdéo de Cox (anélise
multivariada) foi utilizado com as variaveis significativas e os marcadores do complexo MMR

para analise dos fatores preditores de prognostico.

RESULTADOS

Caracterizacédo clinico-patoldgica dos casos de CAC de glandulas salivares

Nossa amostra foi composta por 24 pacientes com diagnostico de Carcinoma Adenoide
Cistico. Quanto a caracterizacdo clinico patoldgica, a maioria dos pacientes foram do sexo
feminino (15; 62,5%), com até 60 anos de idade (14; 58,3%) com uma média de idade de 56,2+15,2
variando de 15 a 82 anos, e todos foram submetidos a resseccéo cirdrgica da lesdo, sendo trés

pacientes (12,5%) submetidos ao procedimento de esvaziamento cervical. Dos tratamentos



adjuvantes realizados a 17 (70,8%) pacientes foram submetidos a radioterapia e cinco (20,8%) a

quimioterapia adjuvante.

A localizacdo mais comum da lesdo foi em glandula parétida (11; 45,8%), seguido de
glandulas salivares menores (9; 37,5%) e glandula submandibular (4;16,7%). A maior parte da
amostra apresentava em seu perfil histologico a presenca dos trés padrdes, sendo o padréo
cribiforme (23; 95,8%) o padrdo histolégico mais frequente, seguido do sélido (23; 95,8%) e
tubular (21; 87,5%). Dos padrGes histolégicos predominantes, o padrdo predominantemente
cribiforme foi o mais frequente (14; 58,3%), seguido pelo sélido (6; 25%) e tubular (4; 16,7%).
Ainda sobre as caracteristicas histologicas, 18 (75%) casos apresentaram IPN, 13 (54,2%)

apresentaram capsula e 13 (54,2%) apresentaram ILV.

Tabela 1. Perfil clinico-patologico de pacientes com CAC de glandulas salivares diagnosticados e
tratados no HHJ/ICC. IPN: Invaséo Perineural. ILV: Invas&o linfovascular. RT: Radioterapia. QT:

Quimioterapia. pT: estadiamento patologico T. pN: estadiamento patolégico N.

n %

Idade (56,2+15,2; 15-82)

Até 60 14 58,3

>60 10 41,7
Sexo

Feminino 15 62,5

Masculino 9 37,5
Localizacéo

Pardtida 11 45,8

Submandibular 4 16,7

Gl. sal. menores 9 37,5
Padrdo predominante

Cribiforme 14 58,3

Tubular 4 16,7

Solido 6 25,0

Presenca de padréo




Padrdo cribiforme 23 95,8

Padréo tubular 21 87,5

Padrdo sélido 23 95,8
Caracteristicas histologicas

Cépsula 13 54,2

IPN 18 75,0

ILV 13 54,2
pT

1 1 59

2 8 47,1

3 2 11,8

4 6 35,3
pN

0 15 88,2

1 0 0,0

2 2 11,8
Ressecc¢ao cirargica 24 100,0
Esvaziamento cervical 3 12,5
RT adjuvante 17 70,8
QT adjuvante 5 20,8

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

A érea sob a curva da imunoexpressdo média para MSH2 (p=0.779; 0.458+0.150
(0.164-0.753) ndo demonstrou capacidade preditiva significativa, mas a area sob a curva da
imunoexpressdo média para MSH6 (p=0.002, 0.958+0.043 (IC95% = 0.650-1000), MLH1
(p=0.049, 0.792+0.114 (1C95% = 0.548-1.000) e PMS2 (p=0.039, 0.806+0.140 (1C95% = 0.654-
1.000) apresentaram capacidade preditiva significativa para a identificacdo do desfecho débito. Os

pontos de corte foram, respectivamente 25%, 85%, 65% e 75% células imunopositivas.
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Figura 2. Curvas ROC para imunoexpressao medias de MSH2, MSH6, PMS2 e MLH1 como

preditores de progndstico em carcinomas adenoides cisticos das glandulas salivares.

Perfil de imunoexpressdo para MutSe e MutLe e influéncia das caracteristicas clinico-

patologicas dos CAC de glandulas salivares

Na analise do complexo MutSa foi observada uma maior média na expressao do MSH6
quando comparado ao MSH2 (p<0.001), sendo a expressdo do MSH6 significativamente maior
nos trés padrdes histologicos: cribiforme (p=0.001), tubular (p<0.001) e solido (p=0.001). Foi
observada uma maior expressdo do MSH6 no padrdo sélido (p=0.039), quando comparado aos

demais padrdes.



No complexo MutLa foi observada uma maior média na expressdo do PMS2 quando
comparado ao MLH1 (p=0.039), apesar de a marcacao ter tido diferenca significante somente no
padréo cribiforme p=(0.011). Nos demais padrdes, ndo houve diferenga significativa entre MLH1
e PMS2 (tubular: p=0.196; s6lido: p=0.078).

Tabela 2. Perfil de imunoexpressdo para as proteinas do complexo MMR em pacientes com CAC
de glandulas salivares diagnosticados e tratados no HHJ/ICC.

Padrdao histoldgico P-
Cribiforme Tubular Solido Valor? Média
MutSa
MSH2 35.84+26.38 32.82+22.83  16.94+14.37*F 0.039  26.39+22.14
MSH6 79.71+24.08 77.69+23.11 78.65+24.05 0.742  79.59+22.87
p-Valor® 0.001 <0.001 0.001 <0.001
MutLa
MLH1 62.01+23.56 64.94+33.30 59.53+27.91 0.463  63.12+25.67
PMS2 73.84+24.13 73.83+25.24 73.95+£34.88 0.200  74.53+£25.71
p-Valor 0.011 0.196 0.078 0.039

*p<0,05, versus padrdo cribiforme; p<0,05 versus padrdo tubular; *Teste de Friedman/Dunn; "Teste de

Wilcoxon (médiaxDP).
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Figura 3: Perfil de imunoexpressao para as proteinas do complexo MMR em pacientes com CAC
de glandulas salivares diagnosticados e tratados no HHJ/ICC. Barra horizontal = 50 um (400x);
HE = hematoxilina-eosina; IHQ = Imuno-histoquimica (DAB-hematoxilina).

N&do houve diferenca significante no perfil de imunoexpressdo para as proteinas do
complexo MMR considerando as variaveis clinico patoldgicas estudadas (Tabela 3), porém, maior
imunoexpressao para MSH6 (p=0.019), MLH1 (p=0.045) e PMS2 (p=0.009) foram observadas

nos tumores que apresentavam capsula.

Tabela 3. Influéncia do perfil clinico-patologico de pacientes com CAC de glandulas salivares

diagnosticados e tratados no HHJ/ICC na imunoexpressdo das proteinas do complexo MMR.

MutSa MutLa
MSH2 MSH6 MLH1 PMS2

Idade

Até 60 24.79+17.15 80.58+17.11 66.75+25.68 73.42+28.26

>60 28.79+29.27 78.26+30.02 57.67+26.38 76.42+22.64

p-Valor? 0.703 0.824 0.453 0.814
Sexo

Feminino 27.57+£25.97 79.05+25.74 64.37+£31.36 78.24+27.01

Masculino 24.19+13.92 80.46+18.88 60.80+10.49 66.48+22.71

p-Valor? 0.754 0.895 0.775 0.369
Localizagdo

Parétida 21.86+19.26 71.13+29.80 53.63+15.53 61.36+19.04

Submandibular 37.25+19.74 85.62+16.16 62.05+43.08 67.80+45.23

Gl. sal. menores 26.01+27.43 88.22+7.09 73.15+23.10 89.40+7.76

p-Valor® 0.536 0.279 0.331 0.084
Padréo
predominante

Cribiforme 30.02+23.20 74.58+29.51 65.87+20.85 76.11+21.49



Tubular

Sélido

p-Valor®
Cépsula

Né&o

Sim

p-Valor?
Invaséo
perineural

Né&o

Sim

p-Valor?
Invaséo
linfovascular

Né&o

Sim

p-Valor?
pT

pT1-2

pT3-4

p-Valor?
pN

NO

N+

p-Valor?
Esvaziamento
cervical

Néo

Sim

p-Valor?
Radioterapia
adjuvante

Néo

Sim

25.78+4.21
18.03+26.68
0.620

23.64+24.16
29.14+20.84
0.592

20.59+15.76
28.87+24.47
0.458

22.58+20.75
28.44+23.40
0.586

30.23+16.56
37.16+31.11
0.618

30.96+22.75
63.03+0.00
0.203

24.27+22.16
38.39+21.74
0.321

32.87+25.13
22.90+20.55

92.85+1.85
79.93+12.32
0.412

67.71+28.43
90.39+6.98
0.019

86.49+9.83
76.83+26.15
0.396

79.66+30.59
79.54+16.43
0.991

89.78+5.54
78.78+34.84
0.392

83.93+25.54
89.27+8.47
0.780

77.13+23.87
94.33+1.93
0.237

89.10+7.63
74.83+26.54

51.71+17.94
66.30+45.17
0.635

50.58+26.76
73.38+20.54
0.045

79.11+10.70
57.79+27.20
0.109

66.58+24.22
60.81+27.40
0.636

59.46+20.81
72.64+26.01
0.296

64.01+23.53
88.06+0.00
0.341

61.21+27.16
73.97+12.23
0.442

78.26+10.07
54.97+28.05

78.01+13.71
67.16+45.32
0.824

57.50+31.25
86.90+10.30
0.009

89.41+5.24
69.21+28.13
0.135

87.67+12.95
66.86+28.57
0.089

75.94+19.37
87.63+14.50
0.240

80.24+18.39
90.10+0.00
0.615

73.42+27.44
80.40+15.50
0.679

86.75+11.91
67.40+29.22



p-Valor? 0.350
Quimioterapia
adjuvante
Néo 25.43+23.91
Sim 30.21+14.89
p-Valor? 0.710

0.184 0.052
82.91+15.27 61.50+25.92
65.45+43.74 69.61+27.29

0.175 0.586

0.116

76.19+27.15
68.28+21.46
0.599

*p<0,05, “Teste Mann-Whitney; "Teste Kruskal-Wallis/Dunn (média+DP)

Analise de sobrevida global: influéncia do perfil clinico-patolégico e de imunoexpressdo para

MutSa e MutLa nos CAC de glandulas salivares

A Sobrevida global mediana foi de 65 (IC95% = 45.66-84.34) meses e média de
79.63+14.32 (1C95% = 51.56-107.71) meses tendo 13 (54.2%) pacientes sobrevivido ao final do

follow up desse estudo. Apds associacdes, a presenca do padréao cribiforme (p=0.002) e de capsula

(p=0.025) foram diretamente associadas a melhor prognéstico. As demais variaveis nado

influenciaram significativamente nesse parametro.

Tabela 4. Influéncia do perfil clinico-patolégico e da imunoexpressao das proteinas do complexo

MMR na sobrevida global de pacientes com CAC de glandulas salivares diagnosticados e tratados

no HHJ/ICC.
SG-12 Sobrevida global (meses) p-
anos (%) MédiatEPM (1C95%) Mediana (1C95%) Valor
Total 13 (54.2%) 79.63+14.32 (51.56-107.71) 65 (45.66-84.34) -
Idade
Até 60 9 (64.3%) 92.66+20.99 (51.52-133.80) NC 0.602
>60 4 (40.0%) 73.35+19.44 (35.25-111.45) 65 (7.98-122.02)
Sexo
Feminino 10 (66.7%) 89.60+19.49 (51.41-127.79) 71 (43.54-98.46) 0.269
Masculino 3 (33.3%) 68.00+22.86 (23.19-112.81) 65 (0.00-173.99)



Localizacéo
Pardtida
Submandibular
Gl. sal. menores

Padrao predominante
Cribiforme
Tubular
Sélido

Padréo cribiforme
Né&o
Sim

Padré&o tubular
Nao
Sim

Padréo solido
Né&o
Sim

Cépsula
Né&o
Sim

Invasdo perineural
Né&o
Sim

Invaséo linfovascular
Né&o
Sim

pT
pT1-2

3 (27.3%)
3 (75.0%)
7 (77.8%)

7 (50.0%)
3 (75.0%)

3 (50.0%)

0 (0.0%)
13 (56.5%)

1 (33.3%)
12 (57.1%)

0 (0.0%)
13 (56.5%)

2 (18.2%)
11 (84.6%)

5 (83.3%)
8 (44.4%)

6 (54.5%)
7 (53.8%)

7 (77.8%)

53.38+18.44 (17.24-89.52)
57.00+0.00 (57.00-57.00)
112.37+23.47 (66.38-158.37)

62.94+18.13 (27.41-98.48)
140.0020.00 (140.00-140.00)

44.50+9.36 (26.15-62.85)

7.00+0.00 (7.00-7.00)
82.95+14.59 (54.36-111.54)

49.67+24.63 (1.38-97.95)
82.87+15.94 (51.62-114.12)

71.00+0.00 (71.00-71.00)
82.48+15.34 (52.41-112.56)

52.46+16.24 (20.64-84.29)
69.77+5.25 (59.49-80.05)

116.00+30.21 (56.79-175.21)
68.71+15.55 (38.23-99.18)

84.63+21.14 (43.20-126.05)
49.30+8.58 (32.48-66.12)

64.75+8.23 (48.62-80.88)

27 (0.00-69.85)
57
NC

65 (0.00-135.46)
140

S7

7
65 (45.90-84.10)

71
65 (33.79-96.21)

71
65 (32.87-97.13)

42 (0.00-90.25)
NC

NC
65 (9.99-120.01)

71 (13.14-128.86)
65 (6.90-123.10)

NC

0.124

0.184

0.002

0.662

0.906

0.025

0.160

0.595

0.518



pT3-4
pN

NO

N+

Esvaziamento cervical

Néo

Sim

Radioterapia adjuvante

Néo

Sim

Quimioterapia

adjuvante
Né&o
Sim

MSH2

Até 25%
>25%

MSHG6

Até 85%
>85%

MLH1

Ate 65%
>65%

PMS2

Ate 75%
>75%

4 (50.0%)

10 (66.7%)
1 (50.0%)

10 (47.6%)
3 (100.0%)

6 (85.7%)
7 (41.2%)

11 (57.9%)
2 (40.0%)

6 (54.5%)
6 (66.7%)

1 (12.5%)
11 (84.6%)

3 (33.3%)
10 (90.9%)

2 (28.6%)
11 (91.7%)

75.89+27.44 (22.11-129.67)

95.45+18.63 (58.94-131.97)
8.000.71 (6.61-9.39)

NC
NC

132.00+19.44 (93.89-170.11)
63.19+14.90 (33.98-92.40)

88.36+16.77 (55.49-121.24)
59.80+9.22 (41.73-77.87)

67.20+23.01 (22.11-112.29)
57.56+9.90 (38.16-76.96)

34.88+8.80 (17.63-52.12)
135.69+11.22 (113.71-157.68)

70.50+21.21 (28.94-112.06)
139.64+12.74 (114.66-164.61)

41.00+10.86 (19.71-62.29)
140.75+11.73 (117.76-163.74)

71 (4.13-137.87)

71 (28.02-113.98)
7

NC
NC

NC
57 (27.16-86.84)

140 (36.01-243.99)
65 (9.76-120.24)

57 (26.43-87.57)
NC

27 (0.00-71.35)
140

57 (11.86-102.14)
NC

27 (0.00-83.41)
NC

0.110

0.229

0.094

0.783

0.544

0.003

0.081

0.037

*p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox; EPM = erro padrdo da média; 1C95% = Intervalo de
confianca 95%; NC = ndo computado. Médias e medianas de sobrevida global calculadas com

base em curvas de Kaplan-Meier.



A alta expressdo dos marcadores MSH6 (p=0.003) e PMS2 (p=0.037) foram
significativamente associadas ao maior tempo médio de sobrevida global. Os demais marcadores

ndo influenciaram significativamente nesse parametro.
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Figura 4. Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global em pacientes com CAC de glandulas

salivares. Linha continua = alta expressdo; Linha tracejada = baixa expressao.



Em anélise multivariada alta imunoexpressdo do MSH2 (p=0.039) e MSH6 (p=0.017)
diminuiriam 0.91 (IC95% = 0.82-0.99) e 0.95 (1C95% = 0.90-0.99) vezes, respectivamente, 0 risco
de morte dos pacientes.

Tabela 5: Analise multivariada de fatores progndésticos na sobrevida global de pacientes com CAC

de glandulas salivares diagnosticados e tratados no HHJ/ICC

HR ajustada Cl195%
Sobrevida global
Capsula 0.938 0.13 (0.02-7.77)
Padré&o cribiforme 1.000 0.51 (0.04-3.12)
MSH2 *0.039 0.91 (0.82-0.99)
MSH6 *0.017 0.95 (0.90-0.99)
MLH1 0.989 1.00 (0.93-1.07)
PMS2 0.528 0.98 (0.93-1.04)
*p<0,05, regressdo de Cox; HR = hazard risk; C195% = Intervalo de confianca 95% da HR
ajustada.
DISCUSSAO

Alteracdes no complexo de proteinas que participam da via de reparo de
incompatibilidades do DNA (MMR) sdo alvo de pesquisas para melhor compreensdo da
patogénese de inUmeras neoplasias malignas, sendo consideradas um importante preditor para
avaliacdo do prognostico de diversas lesfes. Ja esta bem estabelecido na literatura a influéncia de
alteracdes, seja a perda de expressao seja a superexpressdo dessas proteinas que compdem a via
MMR no céncer colorretal, de endométrio, mama, prostata, tireoide, dentre outros?*. Todavia, 0
Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) é considerado um tumor maligno raro, com caracteristicas
histopatoldgicas complexas que dificultam o seu correto diagndstico e que contribuem para uma

baixa taxa de sobrevida. Nesse contexto, avaliamos a imunoexpressdo das proteinas dos



complexos MutSa (hMSH2+hMSH6) e MutLa (hMLH1+hPMS2) em amostras de pacientes
diagnosticados com CAC.

Em nosso estudo, observamos maior prevaléncia de pacientes de CAC do sexo
feminino, com até 60 anos de idade e todos foram submetidos ao procedimento de resseccao
cirtrgica da lesdo, associado ou ndo a tratamento adjuvante, principalmente a radioterapia. Morita
et al. 20212 em um estudo retrospectivo de 195 casos de CAC com perfil clinico patoldgico similar
aos encontrados em nosso estudo. Essa neoplasia apresenta altas taxas de recorréncia local e
metéastase a distancia, sendo indicado por diversos autores como tratamento padrdo ouro a
resseccdo cirtrgica da lesdo, associada a radioterapia?®?’ e em nosso estudo observamos
igualmente uma taxa de sobrevida em 12 anos de 54.2% com apenas 65 meses de sobrevida

mediana.

O CAC pode se originar em localiza¢Ges anatdmicas diversas, sendo mais comum em
glandulas salivares menores, principalmente na regido do palato e, quando originado em glandulas
salivares maiores, ha uma maior prevaléncia na glandula submandibular seguida da pardtida®’282°,
Esse achado diverge do encontrado em nosso estudo, onde o local de maior acometimento do

tumor foi na glandula parotida, seguida de glandulas salivares menores e glandula submandibular.

A invasdo perineural foi observada em trés quartos da amostra estudada e esse
parametro tem sido fortemente associado a presenca de recidiva pior progndstico®3. A IPN ocorre
quando as células tumorais invadem a bainha do nervo, podendo migrar ao longo dos ax6nios
desse nervo, sendo, portanto, uma importante via de disseminacdo tumoral. Em tumores malignos
de pancreas®, colon?!, prostata® dente outros, esse fendmeno é considerado como uma importante
caracteristica patoldgica associada ao mau progndstico e a reducao da sobrevida. Apesar de mais
da metade da nossa amostra apresentar IPN, essa variavel ndo foi significativamente associada ao

prognostico e sobrevida global dos nossos pacientes.

Com relacdo as demais caracteristicas microscopicas, o padrao cribiforme e a presenca
de cépsula foram os Unicos parametros histologicos que mostraram associagdo com a sobrevida
global dos pacientes com CAC. Em outros tumores epiteliais malignos, como carcinoma de
tireoide®334 e renal®, a presenca de capsula é uma caracteristica importante para definicdo de

menores indices recidiva e melhor prognostico do paciente. Ja nos adenomas pleomérficos de



glandulas salivares as auséncias ou fenestracao capsulares sdo fortemente relacionadas as recidiva

e transformacdo maligna nesses tumores benignos=¢-’.

No estudo imuno-histoquimico em nossa amostra demonstrou grande desbalanceio
(razdo entre a imunoexpressdo percentual dos heterodimeros) de MSH6 quando comparada a
MSH2, em todos os padrdes histologicos. Além disso, observamos uma menor expressdo da
hMSH2 no padrdo sélido. do Amaral-Silva, GK et al. 2022 avaliando a expressdo de MSH2,
MSH3 e MSH6 em tumores benignos e malignos de glandulas salivares observou que o CAC
apresenta aumento na expressdo de MSH2 e reducdo na expressao de MSH3 e MSH6 em
comparacdo a glandulas salivares sem alteracdes microscopicas. Esse desbalanceio foi igualmente
em nosso estudo por meio da diferenca significativa da imunoexpressdo dos pares de

heterodimeros.

Analisando a interassociacdo entre as caracteristicas microscopicas e a
imunoexpressao para as proteinas do MMR, pdde-se observar que a presenca de padréo cribiforme
e de capsula foram associados a maior imunoexpressdo das proteinas do complexo MMR, com a
presenca de capsula sendo associada a maior imunoexpressdo para MSH6, MLH1 e PMS2. A
perda de capsula é um preditor ¢ um indicador de progndstico de tumores de glandulas salivares®®-’
e 0 aumento da imunoexpressao de MMR tem sido fortemente descrita como marcadores de mau

progndstico em tumores de cabeca e pescoco® 0.

Outro achado importante foi a perda de expressdo de MSH2 no padrao s6lido dos CAC
avaliados. HE, Shizhi et al. 2017%° avaliando 130 casos de CAC, observou pior sobrevida global e
sobrevida livre de recidiva em CAC com padréo histologico predominantemente sélido, 0 mesmo
padrdo cuja perda de expressdao de hMSH2 foi observada. Porém, em nossa analise multivariada,
a baixa imuno-expressdo de proteinas do complexo MMR foi o preditor mais fortemente associada
a pior sobrevida global. Essas associages tém sido descritas em tumores de prostata*, pancreas*:,
ovario*?, mama*® e em carcinomas uroteliais*. Interessantemente, todos esses tumores tém um
componente glandular, mostrando a clara participacédo da via MMR na carcinogénese e progressao

de inimeros tumores malignos.

A maior limitacdo do nosso estudo é a quantidade limitada de casos, dado a raridade dos

CAC de glandulas salivares, compensada por um longo follow up, e a impossibilidade de



realizagdo de instabilidade microssatélite por PCR. No entanto, estudos demonstram que a perda
imuno-histoquimica para as proteinas do complexo MMR apresenta sensibilidade adequada na
predicdo de instabilidade microssatélite®.

Porque foi impossibilitado o pcr?
CONCLUSAO

Apesar dessas limitacdes, esse estudo mostrou que a perda de expressdo de MSH2 esta
associada a um padrdo histolégico mais agressivo do CAC de glandulas salivares (padrédo solido)
e que a perda de expressdo de proteinas do complexo MMR esté associada a menor sobrevida

global nesses pacientes.
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5. CONCLUSAO GERAL

Esse estudo mostrou que a perda de expressdo de MSH2 esta associada a um padrdo
histologico mais agressivo do CAC de glandulas salivares (padrdo sélido) e que a perda de
expressdo de proteinas do complexo MMR est4 associada a menor sobrevida global nesses
pacientes.
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