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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estudar por meio da
imunoistoquimica, a participacdo de mastocitos em uma série de
tumor de Warthin, bem como descrever suas caracteristicas
demogréficas. A amostra foi composta por 11 casos de tumores de
Warthin. Para a avaliacdo dos mastocitos foram quantificadas as
células imunorreativas aos marcadores mast cell triptase, em 10
campos (400x). Foram utilizados o teste T e a Correlacdo de Pearson
para analise estatistica. Foi observado na populacao, predominancia
pelo sexo masculino (72,7%), localizacdo 100% em glandula
parétida, o tratamento foi a parotidectomia (100%). A analise da
expressao de mastocitos pela estatistica (p< 0,05), ndo revelou
diferenca significativa entre mastécitos x idade (p 0,69) e mastoécitos
X género (p 0,46). Os resultados demograficos do presente estudo
corroboram com dados encontrados na literatura e apontam para
uma possivel participagdo dos mastocitos no desenvolvimento
tumoral.

Palavras-chave: Cistadenoma papilar linfomatoso; neoplasias de
glandulas salivares; mastocitos



ABSTRACT

The present study aimed to study, through immunohistochemistry, the
participation of mast cells in a Warthin tumor series, as well as to
describe their demographic characteristics. The sample consisted of
11 cases of Warthin's tumors. For the evaluation of mast cells, the
immunoreactive cells were quantified to the mast cell tryptase
markers, in 10 fields (400x). The T test and Pearson's correlation
were used for statistical analysis. It was observed in the population,
predominance by the male sex (72.7%), 100% location in the parotid
gland, the treatment was parotidectomy (100%). The analysis of mast
cell expression by statistics (p <0.05), did not reveal a significant
difference between mast cells x age (p 0.69) and mast cells x gender
(p 0.46). The demographic results of the present study corroborate
data found in the literature and point to a possible participation of mast
cells in tumor development.

Keywords: Papillary lymphomatous cystadenoma; salivary glands
neoplasm; mast cells
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1. INTRODUCAO

Os tumores das glandulas salivares séao raros e compdem cerca de 2%
a 6% de todas as neoplasias da cabeca e do pescoco (LIAO et al., 2020; SUCIC
et al.,, 2020). A parotida, a glandula submandibular e as glandulas salivares
menores do palato sdo as mais acometidas, e a glandula sublingual raramente
é afetada (SUBHASHRAJ, 2008; LUERS et al., 2016; LIAO et al., 2020). Dentre
as trés, a glandula parotida, além de ser a maior glandula salivar, é o local de
maior incidéncia dos tumores salivares (LIAO et al., 2020). Dentre os tumores
originarios na parétida, destacam-se o adenoma pleomorfico e o cistadenoma
papilar linfomatoso, também conhecido como tumor de Warthin, por serem
tumores benignos comuns (KUZENZO et al., 2016; MATSUDA et al., 2017;
CHEN et al., 2019). O tumor de Warthin, ocupa o segundo lugar no indice dos
tumores parotideos, seguido pelo adenoma pleomorfico (DAGUCI et al., 2011;
LIANG et al., 2014; KOYBASIOGLU et al., 2020).

A Organizacdo mundial de Saude (OMS), em 2017, define o Tumor de
Warthin, como uma patologia de glandula salivar, bem encapsulada que
geralmente ocorre no polo caudal e superficial da parétida. HA controversa
dentre os tumores benignos, tendo em vista a sua aparéncia histopatoldgica e
origem desconhecida (FAUR et al., 2009; LIANG et al., 2014). Consiste de
componente de células epiteliais oncociticas dispostas em camada dupla
exibindo projecdes papilares. Possui estroma com quantidade variavel de tecido
linféide. (SEETHALA et al., 2017; SUCIC et al., 2020). Multicentricidade e
bilateralidade sao especialmente encontrados em fumantes inveterados
(SEETHALA et al.,, 2017; TUNC et al.,, 2020). As caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas do tumor de Warthin manifestam-se comumente em pacientes
com idade mais avancada, historico de tabagismo, predominantemente do sexo
masculino e possui aspectos de multicentricidade (DAGUCI et al., 2011;
FRANZEN et al., 2018).

10



Histologicamente, a lesdo de Warthin € composta por epitélio oncocitico
e componentes de estroma linféide distribuidos em areas tanto cisticas como
sélidas (DIAZ-SEGARRA et al., 2018; KOYBASIOGLU et al., 2020; Sucic et al.,
2020),0 componente linfoide possui células epiteliais, oncécitos, no entanto,
entre 0s componentes celulares que esse tumor pode apresentar, também
encontra-se os mastocitos (KATOPODI et al., 2004; ASHKAVANDI et al., 2014,)

Os mastdcitos originam-se a partir de células progenitoras especificas
pertencentes a linhagem hematopoiética derivadas da medula 6ssea (PIO
CONTI et al., 2007; MALTBY et al.,, 2009; KOMI et al., 2019). Sdo células
inflamatorias, provenientes da medula éssea, cujas caracteristicas sdo granulos
citoplasmaticos presentes em todos os tecidos do corpo humano, com excecéo
do osso e da cartilagem (PIO CONTI et al., 2007; ASHKAVANDI, et al., 2014;
KOMI et al., 2019). Essas células, dentre varios mediadores quimicos, geram e
secretam IL-8, que pode atuar como fator angiogénico, bem como fator
quimiotatico de células tumorais e mitdgeno tumoral. Estas caracteristicas
podem apresentar efeitos benéficos a biologia tumoral ou participar efetivamente
na rejeicao e supressao do tumor (PIO CONTI et al., 2007; MALTBY et al., 2009).

Estas células também ja foram detectadas e/ou estudadas em diferentes
neoplasias de glandulas salivares maiores e menores, como 0 adenoma
pleomorfico, carcinoma adenoma cistico, carcinoma mucoepidermoide (VIDAL
et al., 2013; ASHKAVANDI et al., 2014,)

Tendo em vista a escassez de estudos sobre mastocitos em tumores de
glandulas salivares, principalmente relacionado com o tumor de Warthin, € valido
investigar a importancia dos mastocitos em neoplasicas humanas, e a
possibilidade de contribuir para o conhecimento do perfil biolégico desse tumor
(KATOPODI et al., 2004; VIDAL et al., 2010).

Portanto, o objetivo do presente trabalho é estudar a expressédo de
mastocitos em uma serie de tumores de Warthin, na tentativa de obter subsidios
gue acrescentem ao conhecimento desse tumor tdo pouco estudado. Em adicéo,

sera realizado um estudo demografico de casos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico e definicdo

Identificado pela primeira vez pelo patologista Aldred Scott Warthin em
1929, o tumor de Warthin € o segundo tumor de glandulas salivares mais comum,
perfazendo 3 a 17% de todas as neoplasias destas estruturas, precedido apenas
pelo adenoma pleomorfico (YOO et al., 1994; FAUR et al., 2009; LUERS
et al., 2016; SOOD et al., 2018).

Uma segunda denominacgao para a lesdo, que leva em consideracao seu
aspecto histopatolégico, é cistadenoma papilar linfomatoso (TAN et al., 2016;
KUZENZO et al., 2016; CHEN et al., 2019).

Este, pode ser definido como um tumor benigno, composto por bicamada
de epitélio oncocitico, e estroma linféide em seu interior (KOYBASIOGLU et al.,
2020; SUCIC et al., 2020)

2.2 Patogénese

Embora a patogénese exata desta lesdo seja incerta, ha duas principais
teorias acerca da origem do tumor de Warthin, que sdo baseadas na presenca
na presenca do estroma linféide (KOBAYASHI et al., 1999; FRANZEN et al.,
2018).

A primeira hipotese para sua origem € atribuida aos defeitos na capsula
da parétida durante seu desenvolvimento, que resultariam no aprisionamento de
elementos ductais aprisionados nos linfonodos parotideos (TEYMOORTASH et
al., 2006; (LIANG et al., 2014; TAN et al., 2016)

A segunda teoria defende que a lesao €, na verdade, um adenoma com
infiltrac@o linfocitica, sugerindo que ha um componente imunolégico ou de
reacdo de hipersensibilidade na sua génese (TEYMOORTASH et al., 2006;
KUZENZO et al., 2016; FRANZEN et al., 2018).

Os estudos clinicos apontam que o principal fator de risco associado ao
desenvolvimento da leséo é o tabaco (DEDITIVIS et al., 2010; SEOK et al., 2018;
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KOYBASIOGLU et al., 2020; TUNC et al., 2020). Neste interim, os tabagistas
possuem uma probabilidade oito vezes maior que ndo tabagistas de desenvolvé-
la (LIANG et al., 2014).

Diante do elevado indice, a principal hipotese € que o tabaco e seus
subprodutos, como benzo(a)pireno, N-nitroso piperidina e arsénico promovem
metaplasia do tecido glandular do ducto parotideo e consequente proliferacdo
de células glandulares e tecido linféide (TAN et al., 2016; LIANG et al., 2014;
KOYBASIOGLU et al., 2020).

Apesar de o0s mecanismos moleculares ndo serem tdo bem
compreendidos, outros fatores de risco que podem estar implicados na
patogénese do tumor sdo a exposicao a radiacao, infeccao por virus Epstein-
Barr (EBV) e desordens autoimunes (KUZENZO et al., 2016; FRAZEN et al.,
2018; SUCIC et al., 2020).

2.3 Aspectos Clinicos

Clinicamente, o tumor de Warthin caracteriza-se por uma lesdo de
crescimento lento e que ocorre especialmente em adultos caucasianos entre a
quinta e a sétima década de vida, com uma discreta predilecdo pelo sexo
masculino (COPE et al., 2013; TAN et al., 2016, LUERS et al., 2016; LIAO et al.,
2020).

Classicamente, a proporcédo de acometimento entre 0s sexos masculino
e feminino era de 10:1, respectivamente, provavelmente devido ao habito de
fumar mais prevalente entre homens (PATEL et al., 2016); entretanto, estudos
mais recentes mostram uma proporcao de 1,6:1 (LUERS et al., 2016; PATEL et
al., 2016; FRANZEN et al., 2018), sugerindo um aumento do habito de fumar
entre mulheres, descrito desde os anos 1990 (YOO et al., 1994; LEE et al.,
2019).

Dentre o0s sinais e sintomas associados a lesdo, embora raros,
compreendem parestesia e paralisia do nervo facial, especialmente nas lesdes
associadas a inflamacéo e fibrose (FAUR et al., 2009). Otalgia, zumbido e
hipoacusia s&o sintomas associados, porém extremamente raros, embora
descritos na Literatura Cientifica (FAUR et al., 2009; SUCIC et al., 2020).
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O principal sitio acometido pela leséo € a glandula parétida. Trata-se de
uma glandula salivar maior, exdcrina e serosa (GREY et al., 2010; ITOO et al.,
2015,), localizada no espaco fascial parotidea, anterior e inferior a orelha externa
e posterior ao ramo mandibular. No mesmo espaco sdo encontradas estruturas
nobres, como o nervo facial e seus ramos, especialmente o auriculotemporal,
além do ducto de Stensen, responsavel pela drenagem da secre¢do salivar
serosa, linfonodos e alguns vasos (FODOR et al., 2010, GREY et al.,2010). A
glandula apresenta um lobo superior pequeno e superficies superior,
anteromedial e posteromedial, afunilando-se inferiormente num apice obtuso
(GREY et al., 2010, ITOO et al., 2015).

O lobo superficial da glandula parétida é o local tipico de manifestacédo
clinica do tumor de Warthin, embora sitios menos comuns sejam a glandula
submandibular (cerca de 0,1% dos casos) e linfonodos cervicais (KUZENZO et
al., 2016; FRANZEN et al., 2018).

A lesao se manifesta como uma massa indolor, de consisténcia
fibroelastica e geralmente ndo aderida a planos profundos, podendo ser
multicéntrica em 12 a 20% dos casos ou bilateral, em 5% dos casos (BRADLEY
et al., 2000; FRANZEN et al., 2018, DIAZ-SEGARRA et al., 2018;).

Quando se trata de uma lesao Unica, ndo ha indices documentados na
literatura acerca de recidiva; entretanto, em se tratando de les6es multiplas, a
taxa de recidiva é de cerca de 10% (HELLQUIST et al., 2019).

Teeymoostar, em 2006, produziu estudo com 81 pacientes
diagnosticados com tumor de Warthin, e obteve como resultado uma taxa
predominante no sexo masculino de 3,3:1. Diante da significativa incidéncia em
homens, o autor sugere uma dependéncia hormonal desta doenca. Os
resultados indicam que as glandulas salivares ndo sao consideradas os 6rgaos-
alvo classicos dos hormonios esteroides. Salientando em suas anotacdes que,
foram encontrados receptores de progesterona no tumor de Warthin.

A existéncia dos horménios masculinos e femininos ndo estédo
relacionados nos impactos das glandulas salivares e suas doencas
correlacionadas. Principalmente diante das limitacdes e em decorréncia de ter
poucos estudos relacionados a esta questdo. Porém, a sua presenca pode
explicar a predominancia particular do sexo masculino em relagdo a esta

neoplasia.
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2.4 Diagnostico Diferencial

Existe um desafio quanto ao diagndstico do tumor em questdo. O
diagnostico diferencial do tumor de Warthin inclui particularmente patologias
provenientes do tecido glandular salivar que tém elementos linfoides e
oncociticos proeminentes, incluindo um cisto linfoepitelial benigno, sialadenite
linfoepitelial, linfadenoma e hiperplasia linféide cistica da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SOOD et al., 2018; SUCIC et al., 2020).

O adengam pleoférmico possui caracteristicas relevantes que se
distinguem do tumor de Warthin. O adenoma pleomadrfico possui uma massa
densa ndo associada a vascularizacdo, enquanto o tumor de Warthin é
multicéntrico, e frequentemente possui centros germinativos associado a
formacdo de vaso sanguineo (FAUR et al., 2009). Normalmente, o adenoma
pleomorfico apresenta dimensfes maiores que o tumor de Warthin (FODOR et
al., 2010). Além disso, em relacdo a recidiva, o adenoma pleomorfico costuma
recidivar mais frequentemente que o tumor de Warthin (THIELKER et al., 2018).
Importante salientar que, ndo ha critérios clinicos precisos para diferencié-los,
sendo imprescindivel a solicitacdo de exames complementares para o adequado
diagndstico dos tumores.

Outras lesdes que devem constar no diagnéstico diferencial, embora

raras, sdo o adenoma de células basais e mioepitelioma (LEE et al., 2016).

2.5 Exames Complementares

Exames complementares, podem ser realizadas para auxiliar o processo
de diagndstico, como Ultrassonografia (US), Tomografia Computadorizada (TC)
ou Puncéo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF), além de serem (teis na exclusédo

de lesdo maligna (YU et al., 2016).

2.5.1 Puncéo Aspirativa por Agulha Fina
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A Puncéao Aspirativa por Agulha Fina € comumente utilizada como teste
diagnostico na avaliacao inicial, sendo um procedimento minimamente invasivo
e com um baixo risco de complicacdes (LIU et al., 2016).

A sensibilidade e especificidade do método em lesfes de paroétida, tem
sido estimada em torno de 78% e 98%, respectivamente, na diferenciacdo de
neoplasias benignas e malignas e a probabilidade de se obter um resultado
indeterminado com a PAAF é de 5,3% (LIU et al., 2016).

2.5.2 Core biopsy

A obtencdo de material para diagnéstico diferencial de massas
parotideas, através da core biopsy, € considerada um método alternativo a
tradicional PAAF, e apresenta a sensibilidade e especificidade de 96% e 100%,
respectivamente, por permiti, ndo uma andlise citolégica, mas
anatomopatologica da lesdo (LIU et al., 2016; THIELKER et al., 2018).

Diante das especificidades para a coleta do material, ndo € comumente
utilizada, devendo ser realizado quando o exame citopatologico € inconclusivo
ou os resultados ndo sejam suficientes (WITT et al., 2014; LIU et al., 2016, e
THIELKER et al., 2018).

2.5.3 Ultrassonografia

Na ultrassonografia, o tumor de Warthin apresenta-se como uma massa
oval ou arredondada, hipoecoica ou com uma ecotextura heterogénea a
depender da presenca de componente cistico e de contornos bem definidos
(FODOR et al., 2010; MATSUDA et al., 2017).

Estas caracteristicas auxiliam no diagnéstico diferencial diante de outras
lesBes, especialmente o adenoma pleomérfico, o qual, em contraste com o tumor
de Warthin, apresenta ecogenicidade homogénea (KIM et al., 2004; MATSUDA
et al., 2017).

Porém, tal método, especialmente quando a leséo se localiza nos lobos
profundos ou posterior a mandibula, ndo é capaz de caracterizar completamente
a massa parotidea, sendo necessario exames complementares (FODOR, et al.,
2010).
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2.5.4 Tomografia Computadorizada

Na Tomografia Computadorizada, o tumor de Warthin manifesta-se
como uma lesdo ovalada ou arredondada com contornos bem definidos,
apresentando densidade intermediéria e, por vezes, heterogénea (LIANG et
al.,2014). A densidade heterogénea desta lesdo se deve a propria composicao
celular do tumor de Warthin, em que ha tecido epitelial papilar, estratificado e
eosinofilico em um estroma linfoide denso (LIANG et al., 2014).

Outra importante caracteristica do tumor de Warthin em relacdo ao
contraste € que, diferente de outras les6es, ha um decréscimo do realce da leséo
em uma imagem em fase tardia de administracdo do contraste (WOO et al.,
2013).

A justificativa para este comportamento do tumor de Warthin encontra-
se na sua histologia. Esta lesdo possui uma quantidade maior e mais
compactada de vasos, além de maior expressdo de VEGF-R2, de modo que o
tumor de Warthin provavelmente possui maior atividade angiogénica e uma
interacdo com células endoteliais mais préxima que o adenoma pleomorfico
(WOO et al., 2013).

2.6 Caracteristicas Histopatoldgicas

Histologicamente, a lesdo de Warthin € composta por epitélio oncocitico
e componentes de estroma linfoide distribuidos em areas tanto cisticas como
solidas (DIAZ-SEGARRA, et al., 2018).

Nas areas cisticas, 0 epitélio oncocitico se organiza em bicamadas e em
projecdes papilares com quantidade aumentada de mitocondrias densamente
agrupadas e em formato e tamanho anormais. O estroma linfoide, por sua vez,
pode conter centros germinativos (FRANZEN et al., 2018; HELLQUIST et al.,
2019).

Na periferia das lesdes, ha fibrose extensa, com colageno denso
hipocelular e proliferagdo de células miofibroblasticas e um denso infiltrado

inflamato6rio composto de linfécitos e macréfagos (KUZENZO et al., 2018).
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A leséo esta, também, associada a angiogénese e linfangiogénese
aumentadas (RABIA et al., 2015).

Observa-se uma relacdo entre metaplasia escamosa e isquemia em
tumores de Warthin (YORITA et al., 2019). Alguns autores observam o processo
em 35 a 70% (SEITFERT et al.,, 1980; YORITA et al., 2019) dos casos, a
depender da metodologia empregada. As causas de metaplasia em tumores de
Warthin incluem isquemia, irradiacéo e bidpsia, tal qual um fenébmeno biolbgico
que ocorre na glandula salivar sadia submetida a isquemia: sialometaplasia
necrotizante (YORITA et al., 2019)

No que se refere a transformacdo maligna do tumor de Warthin é
considerada incomum, com taxas que se aproximam de 0,3 a 1%. Apesar de
muito raras, as transformacfes malignas ocorrem mais comumente no
componente linfoide do tumor (LUERS et al., 2016, YU et al., 2016; SEOK et
al.,2019).

2.6.1. Caracteristica Imunoistoquimica

Com o intuito de conhecer a biologia do tumor de Warthin, diversos
estudos tém sido realizados para analisar seu comportamento, seus
componentes e como se manifestam. Investigacdes imunoistoquimicas foram
realizadas para analise dos biomarcadores presentes no tumor de Warthin
(DAGUCI et al., 2011).

Em andlise do estroma de 21 lesbes, foram observadas reacdes
positivas para os marcadores CD20cy, revelando predominancia de linfocitos B
em cinco les6es e CD45R0, com predominancia de linfécitos T em quatro casos.
Além disso, houve positividade para a proteina S100, similar as células de
Langerhans, de modo que a hipersensibilidade tardia pode estar implicada no
desenvolvimento do tumor.

Na reagdo imunoistoquimica, os mastécitos sdo diferenciados pela
presenca de granulos marrons por todo o citoplasma. Geralmente estéo situados
na camada celular epitelial. Os mastdcitos, no tumor de Warthin, demonstraram
imunorreatividade mais intensa, no componente epitelial do que no estroma
linfoide. Apesar disso, esse achado n&o foi considerado especifico para
diagnosticar o tumor. (KOBAYASHI et al., 1999).
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Kuzenko (2016) realizou estudo imunoistoquimico em tumores de
Warthin e observou positividade para os marcadores MGMT, Ki-67, Bcl-2 e p53.
As expressdes destes marcadores indicam os aspectos de crescimento do
epitélio proliferativo e das células imunes. A proteina p53, importante
desencadeador da cascata apoptética, quando mutada, permite a proliferacéo
de células neoplasicas. O Bcl-2 é um potente inibidor da morte celular e modula
a atividade da p53; quando ativado, desencadeia proliferacdo celular e
transformacao neoplasica.

A analise histopatologia de toda a estrutura, revelaram uma distribuicao
equilibrada dos comportes epitelial e estroma. Diante dos resultados, foi
identificado que o componente epitelial do tumor de Warthin € o gatilho para a
evolucdo do processo tumoral.

Em seus estudos, Nakamura et al., (2001), tentou evidenciar interacdes
entre fatores e receptores de crescimento e moléculas de adeséo celular no
Tumor de Warthin, com analise imunoistoquimica e reacdo em cadeia da
transcriptase reversa. Dentre seus principais resultados imunoistoquimicos, foi
evidenciado positividade para o TGF-a ao longo da superficie luminal, e
encontrado HB-EGF na superficie das células epiteliais, assim como,
macréfagos no tecido linfoide e os TGF-b2 e b3 ao longo dos epitélios basais. A
conclusao foi no sentido de que, os resultados apurados apoiam a teoria de uma
neoplasia epitelial encorajada por uma resposta linfocitica na patogénese do

tumor.

2.6.2 Mastocitos

Mastécitos (mast cells ou MC) séo células inflamatérias derivadas da
medula 0ssea, caracterizada por seus granulos citoplasmaticos e presentes em
todos os tecidos do corpo humano, exceto 0 0sso e a cartilagem (PIO CONTI et
al., 2007; ASHKAVANDI, et al., 2014).

Anatomicamente, o0os mastécitos localizam-se préximos aos vasos
sanguineos, linfaticos e as fibras nervosas. Sua localizagéo correlaciona-se com
a sua funcéo, seja, a liberacdo imediata de mediadores proé-inflamatorios, pré-

formados tanto em processos alérgicos, como em respostas imunes mediadas
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por células e na resposta antimicrobiana protetora PIO CONTI et al., 2007,
(ASHKAVANDI, et al., 2014; TIKOO et al., 2018).

Os granulos citoplasmaticos encontrados nos mastocitos contém
diversos mediadores bioguimicos, como histamina, heparina, triptase e quimase,
além de algumas citocinas importantes mediadoras das respostas inflamatorias,
como IL-4, IL-6 e IL-8 (ASHKAVANDI, et al., 2014). Outros mediadores
igualmente importantes, e que desempenham funcao de estimulo a proliferacédo
celular, a fibrose e a angiogénse, sdo: o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF), o Fator de Crescimento de Fibroblastos-2 (FGF-2) e o Fator
de Transformacao do Crescimento- (TGF-) (ARTUC et al., 2002; TIKOO et al.,
2018).

Os mastocitos parecem estar envolvidos ndo apenas em processos
tumorais, mas também em lesbes reativas em cavidade oral (Ferreira et al.
2016). Este trabalho se debrucou na realizacdo do estudo in vitro para investigar
a densidade de mastocitos e o0s microvasos, através de estudo
imunoistoquimico, numa série de lesdes: hiperplasia fibrosa, hiperplasia fibrosa
inflamatoria, leséo periférica de células gigantes e hemangioma lobular capilar.

Como resultado de suas andlises, foram encontrados mastocitos
proximos aos vasos sanguineos e areas de fibrose em todas as lesfes, ao passo
gue os microvasos foram encontrados em todas as lesdes, porém, concentradas
no tecido estromal. A justificativa € que a presenca destas células em areas de
fibrose se da pelo fato de que os granulos séo ricos em proteases.

Os mastdcitos produzem uma miriade de citocinas, quimiocinas e outros
fatores de crescimento. A ativacdo dos mastécitos pode ocorrer por patégenos
ou através de imunoglobulina IgE, com consequente liberagcdo desses
mediadores. A liberagédo de TNF, histamina, VEGF e proteases sobre o endotélio
pelos mastocitos resultam em aumento da permeabilidade vascular, edema e
recrutamento de outras células do sistema imune, como células NK e linfocitos
T (TIKOO et al., 2018).

De acordo com o conteudo de proteases, localizadas no interior de
granulos intracitoplasmaticos, os mastocitos podem ser subdivididas em dois
tipos: triptase e quimase positiva (MCrc) e triptase-positiva e quimase-negativa
(MCt) (FUKUSHIMA et al., 20086).
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As triptases sao um forte fator de crescimento para as células epiteliais,
ao passo que as quimases atual no processo de angiogénese (ARTUC et al.,
2002, MALTBY et al., 2009. Os mastocitos triptase positivo estdo associadas a
processos de angiogénese e fibrose, e 0s mastdcitos quimase-positiva estao
relacionadas a degradacdo da matriz extracelular ao previnir acumulo de
coldgeno e a inducao de apontoes de células do musculo liso.

Os métodos classicos para identificacdo de mastécitos se ddo através
da utilizacdo de corantes que se ligam a componentes basicos nos granulos
destas células, como heparina ou outros proteoglicanos, mediante de métodos
simples, como coloragéo por hematoxilina e eosina (H&E), azul de toluidina e
Giemsa (WALLS et al., 2014; TIKOO et al., 2018). Entretanto, estes métodos,
por utilizarem fixadores a base de formaldeido, com consequente perda do
corante no processo, ndo sao confidveis para o estudo das MC, por
subestimarem seu numero no tecido (WALLS et al., 2014).

Assim, métodos imunoistoquimicos com anticorpos especificos para
triptase, especificas para mastocitos, sdo preferidos e, atualmente, séo
considerados o padréo-ouro para identificacao deste tipo celular (WALLS et al.,
2014).

Em termos de tumorigénese, a presenca de mastécitos no estroma
peritumoral sugere que estas células desempenham uma importante funcao
nesse processo (ASHKAVANDI et al., 2014). Estes infiltram no tumor ou no
tecido peritumoral e desempenham um papel remodelando o microambiente
estromal para que o tumor possa se desenvolver e expandir (ARTUC et al.,
2002).

JA em relacdo as glandulas salivares menores, a densidade de
mastocitos também foi encontrado em quantidade elevada no adenoma

pleomorfico, especialmente nas areas periparenquimatosas (VIDAL et al., 2012).
2.7 Tratamento
O tratamento eletivo para o tumor de Warthin € a exérese cirargica, a

qual pode ser facilmente executada, tendo em vista que sua localizacao &,

majoritariamente, superficial (FAUR et al., 2009).
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Em relacdo ao tipo de abordagem, ndo ha diferencas entre resseccéo
local do tumor e parotidectomia superficial, no sentido de evitar a ruptura da
capsula tumoral e consequentemente a recidiva da lesdo (FAUR et al., 2009,
YOO et al., 1994).

Entretanto, a parotidectomia superficial esta relacionada a complicacdes
pés-operatorias, como sindrome de Frey e paralisia facial temporaria ou
permanente (YOO et al., 1994).
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3. PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de mastocitos em uma série de casos do tumor de

Warthin, através da imunoistoquimica.
3.2 Objetivo Especifico

e Descrever a presenca e localizacdo de mastécitos no tumor de
Warthin;

e Associar a presenca dos mastocitos com a expressao de fatores de
crescimento;

e Descrever o perfil clinico e demografico da amostra.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia da UFBA, para a devida avaliacédo, e aprovado,
sob o parecer n° 3.948.733.

4.2 Selecao dos casos

Foram analisados 11 casos de tumor de Warthin a partir dos arquivos do
Laboratério de Patologia Clinica e Maxilofacial da Faculdade de Odontologia —
UFBA. O diagnéstico histopatolégico foi revisado e classificado por um
patologista com base na classificacdo da Organiza¢do Mundial de Saude (OMS)
de 2017.

Foram selecionados casos com presenca de material suficiente e em

boas condicdes de uso.

4.3 Estudo Imunoistoquimico

Para realizacdo da técnica imunoistoquimica, foram feitos cortes de 3
um de espessura a partir do material embebido em formol (10%) e incluidos em
parafina, sendo os cortes estendidos sobre lamina de vidro previamente
sinalizadas. Os cortes histoldgicos foram desparafinizados iniciamente em estufa
por 30 minutos a 55° C e em seguida despafinizada em Xileno, foram imergidas
em trés banhos por 5 minutos a uma temperatura ambiente.

Posteriormente, foram re-hidratadas em 2 banhos em alcool absoluto,
um banho com alcool 95% e, por fim, em alcool 70% durante 3 minutos cada,
em temperatura ambiente. Na etapa seguinte, as laminas foram submetidas a
duas lavagens com TRIS-HCI (ph 6.8), por 2 minutos e meio cada e em seguida
realizado o bloqueio da Peroxidase Enddgena, realizado em solucdo de peroxido
de hidrogénio a 3% e agua destilada, duas vezes por 10 minutos, em campo
escuro. Repetida as duas lavagens com TRIS-HCI, durante dois minutos e meio,

apos o bloqueio acima.
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A recuperacao antigénica foi realizado por incubacéo. As laminas foram
submetidas a banho-maria em 1% de tripsina a 37° C por 30 minutos (trés ciclos
de dez minutos cada). Apos os ciclos, foi realizada novamente a lavagem com
solucéo tampao descrita acima, por duas vezes e com duracdo de dois minutos
e meio. Aplés essas etapas, assim que 0s cortes retornaram a temperatura
ambiente, foram incubados com o anticorpo primario diluido de anticorpo Mast
cell (1:50, clone AA1, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA), a 4° C, por 18
horas (overnight).

As laminas foram submetidas a nova lavagem com TRIS-HCL, e o
anticorpo secundario (Polimero EnVision™, Dako Corporation) foi inserido, e o
permanece por 30 minutos a temperatura ambiente, seguido pelo
desenvolvimento da reacdo com 3,3-diaminobenzidina (DAB) - (Dako
Corporation) como solucdo de cromogéno por 10 minutos regressivos.
Posteriormente, as secg¢Oes foram submetidas a contra coloragdo com
hematoxilina de Harris por 2 minutos. Como controle positivo e negativo, foram
utilizados casos de cistos radiculares, em demonstravam em sua lamina HE,

regides de intensa inflamacéo.

4.4 Analise Imunoistoquimica

Cada espécime foi analisada por um examinador previamente treinado,
a microscopia de luz de alta definicdo (AXIOSTARPLUS, ZEISS, Germany,
2008), com um aumento de 400x em até 10 campos, e transferidas para um
monitor de video por um sistema computadorizado. A captura foi realizada
através de uma camara digital (AXIOCAM lcc3, ZEIS, Germany, 2008).

Para o marcador mastcell triptase e, consequente avaliacdo dos
mastoécitos, foi empregada a metodologia proposta por VIDAL et al. (2013). A
quantificacdo de células positivas ao marcador mastcell triptase foi calculada

pela propor¢cédo do nimero médio em cada caso.
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4.5 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica das imunomarca¢gfes do anticorpo, e sua
correlagdo com as demais variaveis do estudo, foi aplicado o Teste-T e
Correlacdo de Pearson. Todas as analises foram realizadas com 95% de

confianca, ou seja, o nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).

26



5. RESULTADOS

A amostra consistiu em 11 casos com diagnostico de tumor de Warthin.

cujo resultados demograficos estéo descritos na tabela 1.

Os resultados apontam uma média de idade geral de 59,3 anos. A média

de idade entre homens e mulheres se coincidiram no valor de 59,3 anos quando

contabilizadas separadamente.

Foi identificada uma predominéancia pelo género masculino (72,7%). No

gue se refere a localizagéo do tumor, em 100% dos casos ocorreram em glandula

parétida. Em relacdo a lateralidade, 45,4% foi encontrado do lado direito e 54,6%

encontrado do lado esquerdo.

No presente estudo, ndo foi observado acometimento bilateral do tumor.

O tratamento instituido para todos os casos foi a parotidectomia do lado

acometido.

Tabela 01. Distribuicdo da amostra de acordo com género, localizacao

do tumor, lateralidade, tratamento instituido.

Variavel
Género
Masculino
Feminino
Localizacao
Parotida
Outra

Lado
Direito

Esquerdo

NUmero de individuos

11

%

12,7

27,2

100

45,4

54,6
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Bilateral 0 0

Tratamento
Parotidectomia 11 100
Outra 0

Com relacao a IH, foi encontrada positivamente para os mastécitos em
todos os casos de tumor de Warthin analisados, sendo a expressao superior no
componente epitelial quando comparado com o estroma da leséo (r+ -0,42, p -
0,69).

Na Tabela 03, encontram-se descritos os valores da expressdo de
mastoécitos no tumor de Warthin em regido do estroma e revestimento epitelial,
contabilizados em seus numeros totais. Nao houve relevancia significativa na
relacdo mastocitos em epitélio e estroma.

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenga estatisticamente
significativa, observou-se uma tendéncia de maior expressdo de mastocitos no
componente epitelial. Dos 11 casos, 8 exibiram expressao superior em epitélio,

com 60,6%, com p-valor 0,474, enquanto no estroma 39,4%, p-valor - 0,474

Tabela 03. Caracterizacdo da amostra quanto a expressao de
mastécitos no estroma e tecido epitelial. Representada em valores

totais encontrados e porcentagem de cada local.

Amostra Estroma E;;?(;:I.ial % Estroma %Egitéli
1 51 190 21,1 78,9
2 11 85 11,4 88.6
3 54 62 46,5 53,5
4 28 263 9,6 904
S 67 73 47,8 52.2
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6 101 106 48,8 51,2
7 114 44 72,1 27,9
8 70 32 68,6 31,4
9 45 66 40,5 59,5
10 169 58 74,4 25,6
11 68 99 40,7 59,3

No que se refere a relacdo de mastdcitos com a idade e género, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa, observados na tabela 2 a seguir:

Tabela 02 - Medidas de correlacao

Variaveis R P valor

Mastdcitos totais X idade 0,14 0,69
Mastdcitos Epitélio X idade - 0,047 0,89
Mastdcitos Estroma x Idade 0,280 0,405
Mastdcitos totais X género 0,81 0,466
Mastécitos Estroma X género 0,23 0,829
Mastacitos Epitélio X género 0,87 0,410

Na Tabela 04, sdo apresentados dados ja descritos anteriormente,
porém reagrupados para melhor visualizagdo da relagdo entre quantidade de
mastocitos, género e o volume encontrado, ndo obtendo diferengca estaticas

entre tamanho e quantidade de mastacitos.
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Tabela 04. Caracterizacdo da amostra quanto a expresséo de mastoécitos (epitélio

+ estroma), dimensdes (cm) e género.

AMOSIr \astocitos Género Dimensao
6 207 F 3.9
9 116 F 4.5
4 291 M 3.5
3 116 F 3.0

11 7 M 3.5
8 102 M 4.0
1 241 M 3.2
7 158 M 2.5

10 227 M 3.2
2 96 M 2.7
5 140 M -
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Imagens das laminas em Hematoxilina Eosina (HE)

Histopatologicamente, os casos mostravam espacos cisticos revestidos
por dupla camada de células epiteliais, sendo a camada luminal constituida por
células colunares e a basal por células cuboidais, com estroma linféide
adjacente. O epitélio de revestimento exibia arranjo papilifero. Em dois casos
foram vistas escassas células oncociticas. Em sete casos foram encontrados

foliculos linféides.

Figura 1. Tumor de Warthin. Células epiteliais em duplas camadas, estroma linféide.
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&

Figura 2.T
Identificado foliculo linfoide.

ljmor de Warth

duplas camadas, em estroma linfoide.
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Imunoexpresséo de mastocito

Figura 3. Imunoexpresséo dos mastdcitos no tumor de Warthin. Note imunopositividade significativa no

componente epitelial.

Figura 4. Expressdo de mastocitos uniforme em estroma e epitélio.
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6. Discussao

Este estudo mostrou que o tumor de Warthin possui achados clinicos e
anatomopatoldgico similares aos estudos prévios da literatura. Além disso, as
caracteristicas imunoistoquimicas dos componentes celulares da lesdo do
presente estudo, podem contribuir para a compreensdo da patogénese, e
comportamento biologico do tumor.

Nesta série de casos o tumor de Warthin ocorreu com maior frequéncia
entre homens (72,7%), corroborando com o relato de alguns autores (DAGUCI
et al., 2011; PATEL et al., 2016; LEE et al., 2019). Entretanto, outros autores
relatam um aumento progressivo no sexo feminino (LUERS et al., 2016; PATEL
et al., 2016; FRANZEN et al., 2018). Geralmente, a incidéncia se perfaz entre a
quinta e sétima década de vida (COPE et al.,, 2013; CITAK et al., 2019)
concordando assim com nossos resultados, que apresentou média de 59,3 anos.

Sobre origem do tumor, essa entidade patolégica ainda deixa
pesquisadores intrigados. Porém, muitos autores concordam que sua origem
advém do tecido epitelial e linféide ectdpicos, da presenca de restos glandulares
heterotdpicos dentro de linfonodos parotideos (DAGUCI et al., 2011; LIANG et
al.,, 2014). Esses restos glandulares podem ser encontrados intra ou
periparotideo, e a partir desta, definird sua localizacdo na parétida, se no lobo

superficial ou em camadas mais profundas na glandula. (DEDITIVIS et al., 2010).

A associacao do Tumor de Warthin e o tabagismo ja € bem conhecida
na literatura (YOO et al., 1994; DAGUCI et al., 2011; LIANG et al., 2014; COPE
et al., 2014; SAVIG et al., 2016; PSYCHOGIOS et al., 2020), demonstraram que
esses tumores estdo fortemente associados ao tabagismo, descrevendo taxas
das suas populacgdes de estudos, que variaram de 78% a 98% sendo fumantes
gue desenvolveram o tumor. Kuzenzo (et al., 2016) sugere que sua génese pode
ser devido a irritacdo do epitélio ductal por fumaca de tabaco, iniciando assim a
tumorigénese.

Daguci (et al., 2011), em sua escrita utiliza o termo “inveterado”,
sugerindo um uso do tabaco de forma exaustiva e de longo prazo. Suas taxas

chegam a 98% da amostra pacientes fumantes, com multifocalidade e
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bilateralidade. Outra informacé&o importante é sobre a taxa de malignidade que &
rara, ndo ultrapassa taxas acima de 3% (CITAK et al., 2019, SEOK et al., 2018;
FRAZEN et al., 2018) e, tal caracteristica ndo foi observada nos nossos casos.

No presente estudo, todos os 11 casos das amostras, foram encontrados
em glandula paroétida, o que também é registro comum na literatura (FAUR et al.,
2009, FODOR et al. 2010), visto que, diversos estudos relatam em 100% das
amostras foram encontrados em glandula parétida. As caracteristicas
diferenciais sdo apenas a profundidade do tumor, seja superficial ou em lobos
mais profundos (DIAZ-SEGARRA et al., 2018).

Insta salientar que, apesar de ser quase que exclusivamente em
parétida, o tumor de Warthin, j& foi encontrado em glandula submandibular e em
linfonodos cervicais, sendo registrados 10 casos em linfonodos cervicais (YOO
et al., 1994; PATEL et al., 2016).

Com relagédo a profundidade, no presente estudo todos os casos
apresentaram-se no lobo superficial, 0 que est4 de acordo com os achados de
Savig (2018), que em seu trabalho com analise de 486 casos, identificou em
98,4% dos casos que o tumor fora encontrado no lobo superficial e apenas 1,6%
dos casos em lobo profundo. Demonstrando assim, uma significativa
predominéancia do aparecimento da doencga no lobo superficial.

No que se refere ao diagnostico do tumor de Warthin, pode ser obtido
através da analise das amostras das glandulas salivares, possuindo nestes, a
presenca de dois elementos fundamentais para sua confirmagdo: células
epiteliais e componentes linfoides (FRANZEN et al., 2018; DIAZ-SEGARRA et
al., 2018; HELLQUIST et al., 2019).

O tumor de Warthin revela dois importantes componentes de células de
diagnéstico - linféides e epiteliais (células oncociticas; grandes células oxifilicas
poligonais) (FAUR et al., 2009; DAGUCI et al., 2011; COPE et al., 2014;
KUZENZO et al., 2016) O material cistico possui aparéncia aguosa a mucoide,
forma predominante nos aspirados desse tumor, e esta € uma informacao
caracteristica para o seu diagnostico (KOBAYASHI et al., 1999; KUZENZO et al.,
2016).

Em relagéo ao tamanho dos tumores, foi observado, conforme “Tabela
2”7, dimensdes que variaram de 1.2cm a 4.5cm, com persisténcia de dimensdes

préximas a 2cm, corroborando com estudos de Liang (2014) e SUCIC (2020)
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que relataram diametros maiores que 2cm. Neste interim, Teymoostar (2006),
encontrou tamanhos que variaram de 2,56 +- 0,9 cm, e 98% dos seus casos
encontrados no lobo superficial.

O tratamento para esse tumor, € de carater eletivo, de facil execucéo,
qguando localizado no lobo superficial a técnica comumente utilizada é a exérese
tumoral e remocao superficial da glandula, somente. Quando em lobo profundo,
a exérese com parotidectomia € indicada (FAUR et al., 2009). Possui baixas
taxas de recidiva (2-5%) dos casos. Foi optado pelo cirurgido a remocéo total do
tumor e glandula parétida, dos casos do presente estudo. Seok (2018), sugere
tratamento conservador da leséo, justificando pelo carater de baixissima taxa de
malignizacgéo e risco de les&o do nervo facial, com a parotidectomia.

A avaliacdo do Tumor de Warthin pode incluir aspiracéo por agulha fina
com citologia que é caracterizada pela triade de oncécitos, células linféides e um
fundo proteico. Embora altamente precisa, essa técnica pode muitas vezes
diagnosticar erroneamente oncocitoma (se 0 epitélio predominantemente
oncocitico for amostrado), linfoma (se principalmente a area rica em linfécitos for
retirada) e carcinoma de células escamosas (se metaplasia escamosa estiver
presente), e também pode nado ser diagnosticado (SAVIG et al., 2016).

Estudos de Orell e Kobayashi (et al., 1995 e et al., 1999), apés realizacéo
de puncdo aspirativa por agulha fina, houve equivocos em diagndsticos,
comparando-os com o carcinoma mucoepiderméide e o acinar, levando em
consideracdo a presenca de camadas de células epiteliais brandas com
oncacitos no citoplasma. Esse diagnostico errdneo, pode ser explicado porque o
revestimento epitelial do tumor de Warthin, pode mostrar células escamosas e
metaplasia mucinosa, durante a aspiracdo (KOBAYASHI et al., 1999).

Ainda na técnica da PAAF, Laucirica (et al., 1989) publicaram um relato
de um falso positivo para Tumor de Warthin, devido a presenca de necrose
extensa e alteracbes escamosas altamente atipicas, sugerindo que o0s
diagnésticos de linfonodo intraparotideo benigno, leséao linfoepitelial e linfoma
maligno também devem ser considerados no diagnéstico diferencial.

O tumor de Warthin, assim como outros tumores, estdo sendo cada vez
mais relacionados com os mastocitos, haja visto os avan¢os no conhecimento

sobre sua origem e desenvolvimento tumoral.
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Os mastocitos sao derivados da medula 0ssea que desempenham
importantes funcbes, como em reacgfes alérgicas, inflamacdo, e respostas
imunes mediados por células T. (VIDAL et al, 2012). Armazenados em seus
granulos citoplasmaticos, os mastécitos sdo capazes de secretar uma gama de
produtos biologicamente ativos, a exemplo da triptase, quimase, histamina,
prostaglandinas, citocinas, leucotrienos e fatores de crescimento (CAUGHEY et
al., 2007, RIBATTIA et al., 2009). Além das funcdes acima citadas, essas células
parecem ter papel fundamental no crescimento e desenvolvimento tumor,
influenciando sua angiogénse, remodelacdo do tecido e resposta imune do
hospedeiro (KATOPODI et al., 2004; MALTBY et al., 2009; VITAL et al, 2012).

No presente trabalho, foram detectados mastécitos em todas nossas
amostras de Tumor de Warthin, o que estad de acordo com trabalhos prévios
(KATOPODI et al., 2004; FAUR et al., 2009; DAGUCI et al., 2011).

Foi identificado também, uma maior expressao de mastécitos em regides
epiteliais, em conformidade com estudos de VIDAL et al., 2012. Outros autores
gue encontraram maior concentracdo de mastécitos em areas peritumorais
foram KATOPODI (2004) e ASHKAVANDI (2014).

Essa caracteristica observada nos mastocitos de uma maior prevaléncia
em areas peritumorais, com afinidade em areas que ampla atividade vascular,
também foi encontrado em outras neoplasias (VIDAL et al., 2012, ASHKAVANDI
et al., 2014, KATAPODI et al., 2004), como em carcinomas orais, esofagicos,
cancer de mama, melanoma e malignidades cutaneas (ASHKAVANDI et al.,
2014). O que pode sugerir um possivel papel de agressividade tumoral com a
presenca dessas células. Além disso, os mastécitos foram significativamente
observados em grandes células oxifilicas do que no estroma linfoide com centros
germinativos (KOBAYASHI et al., 1999).

O acumulo de mastocitos nesta area promove a progressdo do tumor
por diferentes vias, incluindo um aumento na angiogénese, degradacdo da
matriz extracelular e proteinas da membrana basal que facilitam a invasao
tumoral e metastase (ASHKAVANDI et al., 2014).

Imunoistoquimicamente, os mastocitos se distinguem pela presenca de
granulos marrons em todo o citoplasma (KATOPODI et al., 2004; MALTBY et al.,
2009; DAGUCI et al., 2011; VITAL et al., 2012; ASHKAVANDI et al., 2014),
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geralmente situados no meio de uma camada de células epiteliais (DAGUCI et
al., 2011, LIANG et al., 2014), o que foi encontrado no nosso presente trabalho.

A presenca de mastocitos no tumor de Warthin, pode ser atribuida ao
seu componente linfoide, enquanto sua auséncia em adenomas monomorficos
pode ser explicada pela relativa falta de tecido conjuntivo estromal. Essa
explicacdo apoia a hipétese de que a associacao de mastocitos é mais provavel
de ser encontrada em lesdes com tecido conjuntivo modificado, como o0s
adenoma pleomorficos (KATOPODI et al., 2004).

Também demonstramos claramente que a imunorreatividade da triptase
anti-mastocitos foi mais intensa no componente epitelial do que no estroma
linfoide. VIDAL et al., 2012 observou uma maior densidade de mastdcitos em
regido epitelial em neoplasias benignas, e maior quantidade de mastocitos em
estroma de carcinomas mucoepidermoides, sugerindo um raciocinio de que
uma presenca de mastocitos em revestimento epitelial, h4 uma tendéncia a
benignidade. Parece que a presenca de mastdcitos ndo é totalmente especifica
para o diagndstico do tumor de Warthin e ndo pode diferenciar uma leséo de
outras lesdes de glandula salivar.

No entanto, nossos dados e o amplo estudo realizado na confeccéo
dessa dissertacdo, sugere-se que 0s mastécitos podem desempenhar um papel

importante, direta ou indiretamente, na patogénese do tumor de Warthin.

7. Conclusodes

Apesar da nossa série de casos ser pequena, o Tumor de Warthin possui
achados clinicos similares aos trabalhos prévios da literatura, especialmente da
sua localizagdo na parotida. Em adicdo, a proporgdo de mastocitos presentes
tanto no parénquima como no estroma da lesdo, sugere sua possivel

participacéo na patogénese da lesao.
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