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INTRODUCAO

O Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) esta entre os mais frequentes tumores malignos de glandulas
salivares. E caracterizado por curso clinico prolongado, com frequentes recidivas locais, metastases tardias e,
posteriormente, obito. A transformacao para alto-grau € um fenGmeno incomum em carcinomas salivares e
tem sido associada ao aumento de agressividade. Em CACs com transformacao para alto-grau (CAC-TAG), o
curso clinico tende a ser acelerado e com uma grande propensao para metastases linfonodais.

Por que aHipoxia?
e Alteraaexpressao de genes especificos (tumores agressivos)
¢ Fendtipo desdiferenciado em certos tipos de canceres tais como o carcinoma ductal de mama in situ e em

células de neuroblastoma

Como estudar a Hipoxia?

e HIF-1a N&o degradado durante a hipdxia. Transcreve genes respondiveis a hipoxia como VEGF e
GLUT-1

e GLUT-1 Transportador de glicose encontrado em todas as celulas. Em hipdxia, mantém a nutricao celular
por via glicolitica
e VEGF Molecula mais importante que controla a angiogénese (crescimento de vasos sanguineos)
fisiologica e patologica
e CD105 Super-regulado na hipoxia, parece exercer um efeito antiapoptotico das células endoteliais
Objetivo: verificar se a hipoxia esta envolvida na patogénese do CAC-TAG

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado com 26 amostras de CAC (8 de CAC-TAG e 18 de tumores classicos).

As areas com transformacao para alto-grau foram identificadas segundo as recomendacoes de Seethala
et al (2007) e, em todos os casos, pelo menos trés dos critérios maiores estavam presentes: proliferacao de
células tumorais com pelo menos perda focal de células mioepiteliais ao redor do ninho tumoral; tamanho
nuclear pelo menos 2-3 vezes maior que o tamanho do nucleo do CAC classico; membrana nuclear irregular e
espessada; nucleolo proeminente na maioria das celulas .

Metodo imuno-histoquimica:

Desparafinizada, Incubadas com anticorpo
seccbes | Imersao em peroxido de | hidratada e atividade primario e com sistema de
de 5um hidrogenio 3% da peroxidase peroxidase EnVision

endogena bloqueada
VEGF, GLUT-1 inducao de calor, em
tampao de citrato (pH 6.0)
Recuperacao HIF-12 | \
antigenica IrisEDTA (p 9.0) Corada com DAB e
pepsina 0.4% por 30min contra-corada com
CD105 i
hematoxilina

MARCADOR 3 HOTSPOTS (40x) CONSIDERADO PADRAO

CD105 Area com maior densidade microvascular Numero médio de vasos
(DMV)

HIF-1a Area de maior concentragao de células Porcentagem de células positivas Puramente difuso, perinecrotico ou misto

positivas

VEGF

[-10-25%
IT — entre 25-50%
1 —>50%
Antiestromal ou proestromal

Numero relativo de cé€lulas neoplésicas
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Expressao de HIF-1a (nucleo castanho escuro).
A, B: CAC classico — note a ausé ncia de
expressao na glandula salivar normal adjacente
ao tumor (A) o qual contém células positivas. C,
D: Areas convencionais e transformadas
(respectivamente) em CAC-TAG. CAC classico
e CAC-TAG mostram um padrao de expressao
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Vasos positivos para CD105 (*) em areas
convencionais (A) e transformadas (B) de CAC-
TAG. C — auséncia da expressao de GLUT1 em
area convencional de CAC-TAG (apenas
eritrocitos sao positivos para GLUT1 —cabecga da
flecha). D —expressao de GLUT1 proestromal no
componente transformado (X400).
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(em A, note a auséncia de expressao na glandula
salivar normal ao redor do tumor). C,D. CAC-
TAG — areas convencionais (C) e transformadas
(D). CAC classico e CAC-TAG mostram niveis
similares de expressao de VEGF (A, C—-X200; B,
D X400).

difuso de HIF-1a. (X400).

RESULTADOS

MARCADOR VALORES o

As diferencas entre os grupos de HIF-1a, VEGF e CD105 nao

CAC>0,7-19,7 foram significantes ;
CDIE0S CAC-TAG=> e N3o existe associacdo entre niveis de HIF-1a, metastases e
AC: 1,7-11; AT: 0 -5,7 recidivas;
%Z%?ngf’ * Nenhuma positividade para GLUT1 foi encontrada;
AC: 47,4%: AT: 41,3% ®* Frequénciade expressaode GLUT1 estava aumentada nas areas
100% puramente difuso transformadas;
CAC > I1I — 88% e (Comparando a expressao de VEGF e de CD105-DMV entre as
CAC-TAG > areas convencionais e transformadas no CAC-TAG e,

VEGF
AC: I -75%

AT: IIT - 37,5%

100% proestromal

posteriormente, com o CAC classico nao foi detectada nenhuma
diferenca significativa.

GLUT-1

Expressao de HIF-1a ¢ CD105-DM V em cé¢lulas Expressao de VEGF em células carcinomatosas
EAIERITTITANGSA Qua:étll:lz(:e - N CAC classico N CACTAG g
A hi
CAC-TAG (média + DP) positivas ¢ i
Teste Anticorpo CAC clssico P
rp (média + DP) - . <50% 2 2.00 £ 0.00 2 2.00 £ 0.00 0563
>50% 16 3.00 +0.00 6 3.00 + 0.00
Quantidade de
CD105 52+4.7 44+35 0.724 células N CACIRG N LA o
Mann -Whitney " AC AT McNemar
positivas
HIF-1a 54.3+17.8 474 4.1 0.371
Wilcoxon CD105 44+35  20+£17  0.128 0% 2 2.00+0.00 > 1.80=0.45 1.000
HIF-1a 474+41 413+£19.0 0463 >50% 6 3.00 +0.00 3 3.00 + 0.00

AC-area convencional; AT- area transformada; CAC-
carcinoma adenoide cistico

AC-areas convencionais; AT-areas transformadas;
CAC-carcinoma adenoide cistico; DMV-densidade
microvascular; DP-desvio padrao

DISCUSSAO

HIF-1a

e Nao existem alteracoes significativas do nivel de indugao de HIF-1a durante o processo de transformacgao
para alto-grau em CACs;

e Aexpressao daproteina HIF-1anao pode ser utilizada como marcador de agressividade tumoral;

e A expressao difusa de HIF-1a pode ser induzida por mecanismos oxigeno-independentes e, assim, a
hipoxia provavelmente nio seria o principal fator na estabilizacao de HIF-1anos CACs.

GLUT1

e O caracteristico alto indice de proliferacdo do componente transformado do CAC-TAG pode ser uma
explicacao para a alta expressao de GLUT1 assim como para seu padrao proestromal (nao-hipoxico).

CD105e VEGF

e Atensao de oxigénio tecidual no componente transformado provavelmente nao difere significativamente
se comparada as areas convencionais.

CONCLUSAO

Em CAC-TAG, a auséncia de alteracoes significativas nos niveis de expressao do HIF-1a, VEGF e
CD105, assim como o padrao de expressao do HIF-1a e GLUT-1, sugerem que a hipoxia pode nao
desempenhar um papel chave no processo de transformacgao para alto-grau. Apesar da expressao de HIF-1a
ser um achado comum nos CACs, ela nao pode ser utilizada como um marcador da agressividade tumoral.
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