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RESUMO

Stamboni HB. Assinatura imunoistoquica das células mioepiteliais em
neoplasias benignas de glandulas salivares. Sdo Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundacao Anténio Prudente].

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de
lesbes, apresentando  diferentes caracteristicas  histolégicas e
comportamento clinico diverso. A grande variagdo no padrao histolégico das
lesbes benignas de glandulas salivares muitas vezes é atribuida a presenga
de células mioepiteliais que apresentam padroes distintos em cada
neoplasia: o mioepitelioma (M) é composto predominantemente por células
mioepiteliais, o adenoma de células basais (ACB) €& composto
predominantemente por células epiteliais e o adenoma pleomdérfico (AP)
composto por variagdes de células mioepiteliais e epiteliais. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a expressdo de um painel de proteinas do citoesqueleto
(citoceratina 14 (CK14), vimentina, actina de musculo liso (AML), calponina e
caldesmon), da matriz extracelular (colageno) e proteina PLAG1, em
neoplasias benignas das glandulas salivares por meio de técnica
imunoistoquimica. Para tanto foram selecionadas 28 amostras de AP, 3 de
M, 5 de ACB e 3 amostras de glandulas salivares histologicamente normais.
A proteina CK14 foi predominantemente expressa no adenoma pleomorfico
e adenoma de células basais. A AML foi expressa em todos os casos de
adenoma pleomorfico e sua expressao foi menos frequente no adenoma de
células basais e mioepitelioma. Caldesmon e vimentina foram expressas em
todos os casos de AP, M e ACB. A proteina calponina foi expressa em todos
os casos de mioepitelioma e adenoma de células basais e frequentemente
positiva no adenoma pleomorfico. Colageno tipo IV foi raramente expresso
nos casos de adenoma pleomérfico e no adenoma de células basais. PLAG1
foi expressa na maioria dos tumores. Utilizando analise de clusterizagéo

hierarquica nao foi possivel classificar os diferentes tumores benignos de



glandula salivar. A analise estatistica demonstrou que a AML €& mais
expressa em adenoma pleomoérfico e que existe uma associagao entre a
expressédo das proteinas calponina e PLAG1. Nossos resultados sugerem
que o mioepitelioma, adenoma pleomdérfico e adenoma de células basais

representam espectros histolégicos de um mesmo tumor.



SUMMARY

Stamboni HB. [Immunohistochemical signature of myoepithelial cells in
benign neoplasms of salivary glands]. Sao Paulo; 2018. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Salivary gland tumors comprise a heterogeneous group of lesions,
presenting different histological characteristics and diverse clinical behavior.
The large variation in the histological pattern of benign lesions of the salivary
glands is often attributed to the presence of myoepithelial cells presenting
distinct patterns in each neoplasia: myoepithelioma is predominantly
composed of myoepithelial cells, basal cell adenoma is composed
predominantly of epithelial cells and pleomorphic adenoma composed of
variations of myoepithelial and epithelial cells. The aim of this work was to
determine a myoepithelial cell signature in benign salivary gland neoplasms
using a panel of cytoskeleton proteins (cytokeratin, vimentin, smooth muscle
actin, calponin and caldesmon), extracellular matrix protein (collagen) and
PLAG1 protein by means of immunohistochemical technique. For this
purpose 28 samples of pleomorphic adenoma, 3 of myoepithelioma, 5 of
basal cell adenoma and 3 samples of histologically normal salivary glands
were selected. CK14 protein was predominantly expressed in pleomorphic
adenoma and basal cell adenoma. Smooth muscle actin was expressed in all
cases of pleomorphic adenoma and its expression was less frequent in basal
cell adenoma and myoepithelioma. Caldesmon and vimentin were expressed
in all cases of pelomorphic adenoma, myoepithelioma and basal cell
adenoma. Calponin protein was expressed in all cases of myoepithelioma
and basal cell adenoma and frequently positive in pleomorphic adenoma.
Type IV collagen was rarely expressed in cases of pleomorphic adenoma
and basal cell adenoma. PLAG1 was expressed in the majority of the tumors.
Using hierarchical clustering analysis it was not possible to classify the

different benign tumors of the salivary gland. Statistical analysis



demonstrated that smooth muscle actin is more expressed in pleomorphic
adenoma and that there is an association between the expression of the
calponin and PLAG1 proteins. Our results suggest that myoepithelioma,
pleomorphic adenoma, and basal cell adenoma represent histological

spectra of the same tumor.
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1 INTRODUGAO

1.1 GLANDULA SALIVAR E CELULAS MIOEPITELIAIS

As glandulas salivares sao divididas anatomicamente em glandulas
salivares maiores, que incluem as parotidas, submandibulares e sublinguais;
e menores que consistem de 600 a 1000 glandulas independentes,
encontradas na cavidade oral, tonsilas palatinas, faringe e laringe
(MILLETICH 2010; DE PAULA et al. 2017).

Histologicamente, as glandulas salivares se desenvolvem de forma
similar, a partir do epitélio bucal na vida fetal, possuem 3 tipos de por¢des
secretoras (mucosas, serosas e mistas) e 3 tipos de ductos (intercalados,
estriados e excretores). A estrutura do sistema ductal € composta por
células luminais e nao-luminais (células basais e células mioepiteliais)
(ELLIS e AUCLAIR 2008; IANEZ et al. 2010; MILLETICH 2010; DE PAULA

et al. 2017) (Figura 1).
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Figura 1 — Representacdo da estrutura da glandula salivar, indicando a

localizagc&o dos acinos, ductos, células mioepiteliais e regido de origem de

alguns tumores mais frequentes.

A morfogénese da glandula salivar divide-se em varios estagios,
iniciando a partir da proliferagdo do epitélio até atingir a formagao de botdes
terminais e a diferenciagcédo celular em tubulos terminais e pré-acinares. As
células mioepiteliais se desenvolvem simultaneamente a citodiferenciagao
das células acinares e s&o caracterizadas pela agregagdo de
microfilamentos e presenga de actina, miosina, e filamentos intermediarios
(YAKU 1983; TUCKER 2007; LOURENCO et al. 2007; LOURENCO et al.
2008; IANEZ et al. 2010).

As células mioepiteliais sdo de origem ectodérmica, encontradas no
epitélio glandular, como uma camada fina da membrana basal, normalmente

abaixo das células luminais; consistem de 4 a 8 processos que se ramificam



envolvendo a unidade secretora, a parte final da glandula e ductos
(RAUBENHEIMER et al. 1987; BALACHANDER et al. 2015; SHAH et al.
2016) (Figura 2). Estdo envolvidas na morfogénese da glandula salivar e
diferenciagcao celular, sao células contrateis e desempenham papel
importante na expulsdo da saliva, regulam a troca eletrolitica e controlam o
metabolismo glandular; atuam na propagagao do estimulo neural, na sintese
da membrana basal e da matriz extracelular. Tém funcdo primordial na
génese do tumor, sendo capazes de se transformar em diversos tipos
histolégicos e produzir diferentes padrdes arquiteturais, agem como
supressores tumorais, inibindo invasdo e angiogénese e sao consideradas
componentes principais de varios tumores de glandulas salivares
(CASELITZ et al. 1986; BATSAKIS e EL-NAGGAR 1999; FOSCHINI et al.
2000; DEUGNIER et al. 2002; ZARBO 2002; CHITTURI et al. 2015;
BALACHANDER et al. 2015; SHAH et al. 2016). As caracteristicas das

células mioepiteliais estao descritas no Quadro 1.
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Figura 2 - Imagem ilustrativa da porgédo secretora de uma gléndula salivar.
Representacdo esquematica da estrutura de uma glandula salivar demonstrando sua
porgao secretora envolvida em células mioepiteliais.



Quadro 1

- Caracteristicas das células mioepiteliais

CELULAS MIOEPITELIAIS

Origem

Ectodérmica

BALACHANDER et al. 2015;

Atividade
fisiolégica

troca eletrolitica, controle do metabolismo glandular,

basal e matriz extracelular, supresséo tumoral, anti-
invasivo, participam da morfogénese da glandula,
diferenciagao celular

Células de contracao, expulséo da saliva, regulagédo da

propagacgéao do estimulo neural, sintese da membrana

RAUBENHEIMER et al. 1987;
ZARBO 2002; DEUGNIER et
al. 2002; BALACHANDER et
al. 2015; SHAH et al. 2016.

Participagao no
tumor

Produz diferentes padrées arquiteturais, diferenciacéo
citologica e da matriz extracelular, metaplasia,
capacidade de se transformar em diversos tipos
histolégicos

CASELITZ et al. 1986;
ARAUJO et al. 1994;
BATSAKIS e EL-NAGGAR et
al. 1999; ZARBO 2002;
DEUGNIER et al. 2002;
RODRIGUES JUNIOR 2008;
CHITTURI et al. 2015;
BALACHANDER et al.
2015; SHAH et al. 2016.

Localizagao

Tecidos secretores normais/Epitélio glandular:
glandulas salivares maior e menor, lacrimal,
sudoripara, mama, prostata, eséfago e glandulas
produtoras de muco da traquéia

CHITTURI et al. 2015

Localizagao
histolégica

Envolvem a unidade secretora, a parte final da
gléndula e ductos

BALACHANDER et al. 2015;
CHITTURI et al. 2015

Caracteristicas
morfolégicas

- Angular ou Basaléide: pequeno nucleo hipercromatico
e citoplasma eosinofilico
- Epitelidides: Células poligonais com nucleo vesicular
e amplo citoplasma;

- Células Claras: Citoplasma claro devido ao glicogénio
- Células fusiformes: alongadas, fusiformes com
citoplasma palido;

- Células Plasmocitoides (células hialinas): citoplasma
brilhante eosinofilico com nucleos excéntricos.

BALACHANDER et al. 2015;
CHITTURI et al. 2015; SHAH
etal. 2016

Padroes
estruturais

- Padrao Mixoide: produgao abundante de matriz
condromixéide
- Padrao Sdlido (ndo mixoide): as células estao
dispostas em forma de ninhos, folhas envolvidas por
uma matriz hialinizada,

- Padrao Reticular: padréo de anastomose, contendo

células epitelidide e mioepitelial,

- Padrao Microcistico ou pseudocistico: presenga de
varios tamanhos de espagos cisticos formados por
acumulo de matriz mix6ide com nichos de células

tumorais,

Padrao Cribriforme ou Pseudoglandular: agrupamentos

de células epitelidides formam estruturas cribriformes e

pseudocistica devido a sua produgdo de matriz

mixoide.

DARDICK et al. 1983, 1990;
REDDER et al. 2013;
CHITTURI et al. 2015

Se divide em
duas porgoes

- Filamentosa: proteinas do citoesqueleto e matriz
extracelular
- N&o filamentosa: granulos de glicogénio e poucos
glébulos de gordura neutra, porém nenhum produto
secretorio.

BALACHANDER et al. 2015

Padrao
histolégico nas
neoplasias

- Aspecto Plasmocitéide: grande quantidade de
filamentos intermediarios,

- Aspecto Fusiforme: pequena quantidade de
microfilamentos com corpos densos (diferenciagdo do
tipo musculo liso),

- Aspecto Poligonal: aspecto epitelial e exibe jun¢des
intercelulares do tipo desmossomos ou formam grupos

com metaplasia escamosa

DARDICK et al. 1983, 1990;
RODRIGUES JUNIOR 2008;
SHAH et al. 2016




1.2 TUMORES DE GLANDULA SALIVAR

As neoplasias de glandulas salivares constituem um amplo espectro
de doengas com comportamento morfolégico e bioldgico variavel, benigno
ou maligno, e devido a sua natureza rara e heterogénea, esses tumores
frequentemente apresentam dificil diagndstico (ARAUJO et al. 2000;
GILLESPIE et al. 2012; SHAH et al. 2016). Surgem geralmente como uma
massa de crescimento lento e assintomatico, mas podem ocorrer sinais e
sintomas de acordo com a localizacdo do tumor, tais como: infecgao,
hemorragia, dor, paralisia facial, sinusite e rinite, disfagia, tosse e sensacao
de corpo estranho (XIMENES FILHO et al. 2002; GILLESPIE et al. 2012).

Cerca de 67,7 a 84,0% dos tumores de gléandula salivar originam-se
na parotida, 10 a 23% na submandibular e os demais casos na sublingual e
glandulas salivares menores (SANTOS et al. 2003; LIMA et al. 2005; ITO
2005; GILLESPIE et al. 2012). Os tipos de neoplasia benigna mais comuns
de gléndulas salivares sao: adenoma pleomorfico, mioepitelioma, tumor de
Warthin ou cistoadenoma papilar linfomatoso, oncocitoma, adenoma de
células basais; e os tipos de neoplasia maligna s&o: carcinoma
mucoepidermdide, carcinoma adendide cistico, carcinoma de células
acinares, carcinoma  epitelial-mioepitelial, = carcinoma  ex-adenoma
pleomdérfico, adenocarcinoma polimérfico de baixo grau, carcinoma de
células escamosas, sarcoma e linfoma (BARNES et al. 2005).

A grande variagdo no padrdo histolégico das lesbes benignas de

glandulas salivares muitas vezes € atribuida a presengca de células



mioepiteliais que apresentam padrdes distintos em cada neoplasia. A
variedade citolégica, o padrao estrutural e matriz extracelular produzida
pelas células mioepiteliais neoplasicas podem ocorrer de forma isolada ou
em conjunto com outros componentes tumorais, e as lesbes mostram que a
diferenciacao das células mioepiteliais neoplasicas podem ser classificadas
em: 1) tumor benigno com participagdo completa/predominante de células
mioepiteliais neoplasicas — adenoma pleomdérfico e mioepitelioma; 2) tumor
benigno com participagdo parcial das células mioepiteliais neoplasicas —
adenoma de células basais (YU et al. 1998; ZARBO et al. 2000; SIMPSON
2002; CHITTURI et al. 2015).

O adenoma pleomoérfico € um tumor benigno que corresponde a 2/3
de todas as neoplasias da parétida e macroscopicamente possui uma
capsula fibrosa bem definida (DAY et al. 2004). O tratamento do adenoma é
cirargico e a radioterapia pode ser utilizada, em alguns casos, no tratamento
de mudltiplas recorréncias (DAY et al. 2004). E raro o desenvolvimento de
malignidade, mas quando ocorre € denominado carcinoma ex-adenoma
pleomérfico, e estda entre os tumores mais agressivos das glandulas
salivares, levando a 30 a 50% de mortalidade em 5 anos, e em alguns casos
pode originar metastases a distdncia (GHANEM et al. 2016).
Estruturalmente, o adenoma pleomérfico é formado por uma proliferacdo de
elementos ductais (células epiteliais) e células mioepiteliais (responsaveis
pela producdo da matriz extracelular), dispostas em estroma bastante

variavel (DARDICK et al. 1983; VALSTAR et al. 2017, LOPES et al. 2017).



O adenoma de células basais, também considerado um adenoma
monomorfico, € um tumor benigno, formado por células arredondadas sobre
uma delgada membrana basal. Representa uma lesao rara, nao agressiva,
caracterizada pela presenca de células basaldéides monomorficas sem
componente mixocondroide, pela integridade da lamina basal, diminuigao do
nuamero de mitoses e apresenta varios padrdes de crescimento (tubular,
trabecular, cribriforme, sélido e membranoso) (REGESE e SCIUBBA 1993;
ELLIS e AUCLAIR 2008; RAJASENTHIL e RAVI 2014). Geralmente, é
encapsulado ou bem circunscrito (CHAUDHRY et al. 1983, DARDICK et al.
1983, 1992). Segundo MARGARITESCU et al. (2005), o adenoma de células
basais foi relacionado com outras variagbes de adenomas de glandula
salivar, como o adenoma pleomorfico e mioepitelioma, e sugeriram que
esses tumores tem uma origem em comum, provavelmente dos ductos
intercalados e a proporgao dos tipos celulares, o arranjo citoarquitetural e a
quantidade de producdo de matriz extracelular pode ser a diferenciagao
entre eles (MARGARITESCU et al. 2005; ZARBO et al. 2000).

O mioepitelioma é uma neoplasia benigna rara, de natureza
mioepitelial, compreendendo 7% dos tumores de glandulas salivares,
ocorrendo principalmente na parétida (LEE et al. 2005). A lesdo apresenta
variado padrao de crescimento morfoldgico: solido, mixdide ou reticular com
diferenciagcao mioepitelial, onde a arquitetura e o tipo celular ndo alteram o
prognéstico da doenca (LEE et al. 2005; JAEGER et al. 1997). O
mioepitelioma €& composto quase que completamente por células

mioepiteliais e as formacdes ductais estdo ausentes ou muito raras



(SCIUBBA e BRANNON 1982; BARNES et al. 1985). Evolui como um tumor
de crescimento lento e seu tamanho varia de 1 a 5 cm de didmetro.
Geralmente, é encapsulado e bem delimitado. Para considerar o diagndstico
histopatolégico de mioepitelioma puro, o componente epitelial deve ser
menor que 5-10%, e o estroma fibromixdide deve estar ausente (a presenca
deste estroma indica adenoma pleomorfico).

Uma alteragdo genética frequentemente encontrada no adenoma
pleomérfico € o rearranjo envolvendo o gene PLAG1 (do inglés, Pleomorphic
Adenoma Gene 1). O gene PLAGL localiza-se na regidao cromossOmica 8q12
e codifica um fator de transcricdo. Os genes CTNNB1, CHCHD7, LIFR e
TCEAL podem se fundir ao PLAG1 e sua ativacgao transcricional leva a um
aumento de sua expressao promovendo a ativacao de vias de sinalizagao
que regulam a proliferacdo celular e a tumorigénese, resultando em
hiperexpressao da proteina PLAG1 nesses tumores (KATABI et al. 2018).

A fusdo pode ser identificada por RT-PCR, FISH, CISH e, mais
recentemente, por imunoistoquimica. Alteracdo em PLAG1 ja foi descrita em
até 92% dos adenomas pleomérficos, considerando as diferentes técnicas
de deteccdo (KATABI et al. 2018; AVADHANI et al. 2016; KATABI et al.
2015; MATSYUAMA et al. 2011). Contudo, outros tumores de glandula
salivar também podem apresentar alteracdo em PLAGL.

Estudos sugerem que a presenca dessa alteragao possa ser utilizada
para a identificacdo desses tumores (MARTINS et al. 2005; FOO et al. 2016;
AVADHANI et al. 2016). Contudo, ainda € controverso se outros tumores

com participacdo de células mioepiteliais também apresentam esse



rearranjo (MATSYUAMA et al. 2011; BARNES et al. 2005; EL-NAGGAR et

al. 1999).

O Quadro 2 descreve algumas caracteristicas do adenoma

pleomodrfico, adenoma de células basais e mioepitelioma.

Quadro 2 - Caracteristicas do adenoma pleomérfico, adenoma de células
basais e mioepitelioma de glandula salivar

TUMORES BENIGNOS DE GLANDULA SALIVAR COM DIFERENCIAGAO MIOEPITELIAL

ADENOMA DE CELULAS
BASAIS

ADENOMA PLEOMORFICO

MIOEPITELIOMA

Células epiteliais e células
basaloides monomaorficas
sem componente

mixocondroéide;

Células epiteliais e
mioepiteliais; Componente
mioepitelial: células
anguladas, plasmocitoides,

fusiformes, clara, oncociticas

Componente mioepitelial:
células fusiformes,
plasmocitdides, epitelidide ou
claras em componente ductal ou
raros;

Componente epitelial menor que

Componente Componente parcial de e produtoras de muco; . )
o o 5-10%, com células do tipo
Celular células mioepiteliais. Componente epitelial: . o
o fusiforme, plasmocitéides,
(REGESE e SCIUBBA 1993; corddes, ilhas, ductos e o
o epitelidides ou clara (SCIUBBA
ZARBO et al. 2000; SMULLIN estruturas cisticas;
e BRANNON 1982; BARNES et
et al. 2004; MARGARITESCU Componente estromal:
al. 1985; KANEDA et al. 1994;
et al. 2005, LI et al. 2014) mixocondroide (DARDICK et
MICHAL et al. 1996; JAEGER et
al. 1983; NEVES et al. 2007)
al. 1997; LEE et al. 2005;)
Possivel origem no ducto . .
) Possivel origem no ducto Possivel origem no ducto
intercalado
Origem intercalado (NEVES et al. intercalado (MARGARITESCU
(MARGARITESCU et al.
2007) et al. 2005)
2005)
Varios padroes de _ .
. Padréo morfolégico: tubular, ~ . o
~ crescimento: tubular, o . Padréo de crescimento: sélido,
Padrao de trabecular, cribriforme, soélido

crescimento

cribriforme, sélido e
membranoso (BHAGAT
SINGH et al. 2015)

e membranoso (ZARBO et al.
2000; NAZEER et al. 2014)

mixdide e reticular (JAEGER et
al. 1997; LEE et al. 2005)
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1.3 CARACTERIZAGAO DOS TUMORES DE GLANDULA
SALIVAR COM DIFERENCIAGAO  MIOEPITELIAL  POR

IMUNOISTOQUIMICA

Em relacédo as glandulas salivares, a expressao de varias proteinas
tem sido avaliada para a caracterizacdo das células tumorais e
estabelecimento de diferencas entre os tipos de neoplasias (ARAUJO et al.
1994, 2000; RAITZ e ARAUJO 2004; RODRIGUES JUNIOR 2008;
BALACHANDER et al. 2015; CHITTURI et al. 2015).

Considerando as células mioepiteliais, a expressdo de vimentina,
calponina, S-100, GFAP, miosina, desmina, citoceratinas, actina de musculo
liso (a-AML), entre outras tem sido empregada para sua identificagao.
Contudo, um marcador universal para as células mioepiteliais normais e
neoplasicas ainda ndo foi identificado (ARAUJO et al. 1994, 2000;
FOSCHINI et al. 2000; RAITZ e ARAUJO 2004; RODRIGUES JUNIOR
2008; IANEZ et al. 2010; BALACHANDER et al. 2015; CHITTURI et al. 2015;
SHAH et al. 2016; MUTLU et al. 2017). Nos Quadros 3 e 4 estdo descritas
algumas proteinas que s&o utilizadas para a identificagdo das células
mioepiteliais neoplasicas.

A citoceratina, vimentina, actina de musculo liso, calponina e
caldesmon sao proteinas do citoesqueleto, o qual € definido como uma
estrutura formada por uma rede complexa de proteinas que proporciona o
suporte estrutural da célula e mobilidade das organelas intracelulares, além

de compor uma estrutura para movimentagao e separagéo de cromossomos
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durante a divisdo celular. Dessa forma, essas proteinas sao fundamentais
para a mobilidade celular e determinam a forma da célula (MARTINS et al.
2002; SANDBO et al. 2016; XIANG et al. 2017).

O colageno é uma proteina da matriz extracelular, que é uma
estrutura composta por varias proteinas que oferecem condicbes para o
crescimento e diferenciagao celular, favorecendo a sobrevivéncia dos
tecidos. Sua constituigdo por proteinas fibrosas e glicoproteinas proporciona
adesao célula-célula e célula-matriz. No ambiente tumoral, pode contribuir
para os processos de invasdo e metastase (PEREIRA et al. 2005;

DESHMUKH et al. 2016).
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Quadro 3 - Proteinas do citoesqueleto utilizadas para a caracterizagéo de
células mioepiteliais neoplasicas

PROTEINAS DO CITOESQUELETO

Proteina Tipg de_ Tumor Localizagao da gxpresséo da Referéncias
enigno proteina
NATHRATH et al. 1982; SCIUBBA
Células externas das estruturas e BRANNON 1982; HARA et al.
AME (Actina Adenoma glandulares; células mioepiteliais 1983; SATO et al. 1984, ARAUJO
Masculo Pleomoarfico normais e pode ser pacial ou e ARAUJO 1990; ARAUJO et al.
Especifica) Mioepiteliomé totalmente substituida pela 1994; TAKAI et al. 1995; ARAUJO
vimentina nas células mioepiteliais e SOUSA 1996; MACHADO DE
neoplasicas SOUSA et al. 2001; RAITZ e
ARAUJO 2004.
Adenoma Parcial_ou to_talmente substituida
Pleomarfico, pela vilmentina no adenama de | ARAUJO etal. 1994; TAKAI et al.
Actina Mioepiteliomae | €8S as(f'sfe m('j"ep('je loma, € 1995; IANEZ et al. 2010; DE
Adenoma de encontrada fora dos ductos e PAULA et al. 2017.
células basais células pollgona!s no adenoma
pleomérfico
Adenoma FOSCHINI et al. 2000; OGAWA
Pleomoarfico 2003; FURUSE et al. 2005;
a-SMA (alfa actina adenoma de‘ Células fusiformes, nao luminais RODRIGUES JUNIOR 2008;
musculo liso) células Basais e de estruturas ductais MARTINEZ et al. 2012,
Mioepitelioma MARTINEZ et al. 2015.
Mioepitelioma Células fusiformes, ndo luminais FRANQUEMONT e MILLS 1993;
HHF35 Adenoma ’ de estruturas du’ctais areas MACHADO DE SOUSA et al.
Pleomériico mixodes ’ 2001; CAVALCANTE et al. 2007;
RODRIGUES JUNIOR 2008
Adenoma FRANQUEMONT e MILLS 1993,
CK5 Pleomarfico Células nao luminais OGAWA et al. 1999, OGAWA et
al. 2000, OGAWA 2003.
ARAUJO e ARAUJO 1990;
FRANQUEMONT e MILLS 1993;
Adenoma Fusiformes, epitelidides ARAUJO e SOUSA 1996;
CK14 Pleomérfico, plasmocitéide ’células exter‘nas OGAWA et al. 1999; OGAWA et
Adenoma de das estrutu;as glandulares al. 2000; MACHADO DE SOUSA
Células Basais et al. 2001; OGAWA 2003; RAITZ
e ARAUJO 2004; SILVEIRA et al.
2006
ARAUJO e ARAUJO 1990;
Adenoma FRANQUEMONT e MILLS 1993;
Pleomoarfico ARAUJO et al. 1994; TAKAI et al.
Mioepiteliomé ‘ ) 1995; ARAUJO e SOUSA 1996;
Adenoma de’ Todos os tipos celulares, células ARAUJO et al. 2000; MACHADO
Vimentina Células Basais néao Iuminais, estrutura§_ ductais e DE SOUSA et al. 2001; OGAWA
Adenoma ’ areas condromixoéides 2003; FURUSE et al. 2005;
epitelial- SILVEIRA et al. 2006;
mioepitelial RODRIGUES JUNIOR 2008;
DEIHIMY et al. 2008, MARTINEZ
et al. 2015, MUTLU et al. 2017.
Adenoma . Céluilas plasmocitc’)jdes, GIMONA et al. 1990; FOSCHINI et
Pleomérfico poligonais, Células fusiformes e al. 2000; OGAWA 2003; FURUSE
Calponina Mioepiteliomé plasmocitéides, nao luminais de et al. 2005; CAVALCANTE et al.
Adenoma de’ fe§t.ruturas ducta|§, células 2007; RODRIGUES JUNIOR
células Basais periféricas dos lengois em casos 2008; IANEZ et al. 2010; DE
solidos PAULA et al. 2017.
Adenoma FOSCHINI et al. 2000; OGAWA
Pleomorfico, 2003; FURUSE et al. 2005;
Caldesmon Mioepitelioma, Células mioepiteliais RODRIGUES JUNIOR 2008;
Adenoma de IANEZ et al. 2010; DE PAULA et
Células Basais al. 2017.
Mioepitelioma, Células fusiformes, poligonais e FRANQUEMONT e MILLS 1993;
S-100 Adenoma Iasmocitc';ides OGAWA 2003; FURUSE et al.
Pleomorfico P 2005; DEIHIMY et al. 2008.
. L ) S . FRANQUEMONT e MILLS 1993;
Desmina Mioepitelioma Células mioepiteliais fusiformes OGAWA 2003,
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Quadro 4 - Proteinas da matriz extracelular utilizadas para a caracterizagao
de células mioepiteliais neoplasicas

PROTEINAS DA MATRIZ EXTRACELULAR

Tipo de Tumor

Localizagao da expressao da
proteina

Referéncias

Estruturas ductiformes e tubulares,
na periferia de grupos de células
sélidas, aparecendo como uma
cada continua ou n&o e algumas
vezes focal, e em todos os tipos
de estroma, células mioepiteliais
fusiformes

CASELITZ 1987; SAKU et al.
1990; CHENG et al. 1991;
SKALOVA e LEIVO 1992;

FELIX et al. 1999; RAITZ et al.

2003; RAITZ e ARAUJO 2004.

Proteinas .
Benigno
Laminina Adenoma
Pleomorfico
Adenoma
Fibronectina Pleomérfico,

Mioepitelioma

Estruturas tubulares, na periferia
de grupos de células sdlidas,
aparecendo como uma cada

continua ou ndo e algumas vezes
focal, e em todos os tipos de
estroma, células mioepiteliais

fusiformes

RAITZ et al. 2003; MARTINEZ
et al. 2012; MARTINEZ et al.
2015

Adenoma
Pleomérfico,
Mioepitelioma

Tenascina

Em torno de estruturas epiteliais
ductais, estroma hialino,
Estruturas tubulares, na periferia
de grupos de células sdlidas,
aparecendo como uma cada
continua ou nédo e algumas vezes
focal, e em todos os tipos de
estroma, células mioepiteliais
plasmocitéides

SOINI et al. 1992;
SUNARDHI-WIDYPUTRA E
VAN DAME 1993;
SHRESTHA et al. 1994;
SHINTANI et al. 1997; RAITZ
et al. 2003.

Adenoma
Pleomérfico,
Mioepitelioma e
Adenoma de Células
basais

Colageno tipo |l e
v

Estruturas ductais e tubulares, na
periferia de grupos de células
sélidas, aparecendo como uma
cada continua ou n&o e algumas
vezes focal, e em todos os tipos
de estroma, células mioepiteliais
fusiformes

CASELITZ 1987; SKALOVA e
LEIVO 1992; FELIX et al.
1999; RAITZ et al. 2003,

MARTINEZ et al. 2012;
MARTINEZ et al. 2015.

As citoceratinas (CK) sao proteinas dos filamentos intermediarios das

células epiteliais associadas com a diferenciagcdo e organizagdo do

citoesqueleto, sendo expressas em células epiteliais especificas
dependendo do seu estagio de diferenciacdo. Em glandulas normais, a
citoceratina é positiva em células mioepiteliais dos ductos intercalares e em
células basais do ducto excretor. A presenca desta, permite que as células
constituam uma rede elastica que as une com a membrana basal para
resistir ao estresse mecanico, além de contribuir para a cito-arquitetura e
integridade estrutural, realizando a ancoragem dessas células apds a

diferenciagcdo (FUCHS e CLEVELAND 1998). A marcacdo de CK14 nas
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células externas das estruturas glandulares supde que esse seja 0 momento
em que o tumor melhor reproduza o segmento do ducto intercalado da
glandula salivar normal, indicando um maior grau de diferenciacédo da
neoplasia (RAITZ e ARAUJO 2004).

A vimentina é um filamento intermediario encontrado nas células de
origem mesenquimal e neuroectodermal, que esta relacionado com
miofilamentos e células de adesdo (ARAUJO e ARAUJO 1990;
GUSTAFSSON et al. 1998).

ARAUJO e ARAUJO (1990) e MACHADO DE SOUSA et al. (2001)
nao detectaram vimentina no parénquima de glandulas salivares normais em
desenvolvimento ou adultas, e consideraram esse filamento como um dos
indicadores mais precoces da diferenciacdo mioepitelial no adenoma
pleomodrfico, mioepitelioma, adenoma epitelial-mioepitelial, adenoma de
células basais, carcinoma adendisde cistico, carcinoma epitelial-mioepitelial
e adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade. ARAUJO et al.
(1994) também mostraram que as células mioepiteliais permanecem
expressando vimentina, sugerindo que nos tumores de glandula salivar a
célula mioepitelial raramente alcanga completa diferenciagdo. Segundo
RODRIGUES JUNIOR (2008), a vimentina foi o melhor marcador de células
mioepiteliais neoplasicas nos casos de adenoma pleomoérfico, mioepitelioma
e carcinoma adendide cistico, seguido por a-AML (a-actina musculo liso) e
calponina no adenoma pleomarfico e carcinoma adendide cistico.

Contudo, a vimentina ndo é um marcador exclusivo de célula

mioepitelial neoplasica, pois a mesma € necessaria para migragao de
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células epiteliais em processos patologicos e fisioldgicos, e pode ser
expressa por outras células originarias do ducto intercalar (ARAUJO et al.
2000).

A calponina € uma proteina que se liga a actina, calmodulina e
tropomiosina, sendo encontrada nos tecidos musculares lisos (TANIGUCHI
2005; LIU e JIN 2016). Ela participa do citoesqueleto das células musculares
lisas, desempenhando papel na regulagao da contragao do musculo (TAKAI
et al. 1995; LIU e JIN, 2016). Segundo GIMONA et al. (1990), a calponina se
acumula durante a diferenciacdo e desaparece durante a proliferacao das
células musculares lisas, sugerindo que essa proteina é potencialmente util
como marcador de diferenciacdo do musculo liso.

A proteina caldesmon é uma proteina reguladora que se liga a actina,
miosina, tropomiosina e calmodulina (PRITCHARD e MOODY 1986). A
isoforma h-caldesmon (do inglés, high molecular weight isoform) é
encontrada em células da musculatura lisa. Essa proteina parece ter, como
a calponina, um papel regulador na contragdo muscular, impossibilitando ou
favorecendo a interagao e o deslizamento sobre a actina e miosina, e sua
localizacdo é quase que exclusivamente no dominio contratil da célula
muscular lisa (SOBUE e SELLERS 1991; CARMICHAEL et al. 1994).

Em glandula salivar normal, alguns estudos mostram um papel da
matriz extracelular na morfogénese e diferenciagdo, particularmente a
laminina e o colageno tipo IV (BATSAKIS 1980; KIBBEY et al. 1992). E em

tumores de glandula salivar, observa-se a participagao da laminina e do
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colageno tipo IV no estroma do adenoma pleomoérfico e no carcinoma
adenoide cistico (CHENG et al. 1991; SAKU et al. 1990).

Neste estudo, foram empregados marcadores considerados classicos
nos estudos das células mioepiteliais, a saber: citoceratina 14 (CK14), actina
de musculo liso alfa (AML), vimentina, h-caldesmon, calponina e colageno IV

(Figura 3).

_._Hernbrana basal Legenda

Colageno
Célula Mioepitelial

Célula Epitelial Vimentina

CK14

i AML

1 Calponina

@ Caldesmon

Integrina

Figura 3 - Imagem ilustrativa da célula mioepitelial. Representagdo esquematica
da estrutura de uma célula mioepitelial e proteinas utilizadas na sua caracterizagéo.
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1.4 JUSTIFICATIVA

Ha um espectro de lesbdes de glandulas com variavel composigédo de
células mioepiteliais e que apresentam padrées histoldgicos distintos:
predominancia de células mioepiteliais no mioepitelioma e adenoma
pleomorfico e participacdo parcial das células mioepiteliais no adenoma de
células basais. Essas variagdes histolégicas implicam em dificuldades no
diagnostico e nomenclatura para esses tumores. Diversos estudos tém sido
realizados visando a identificacdo de células mioepiteliais em glandulas
salivares para auxiliar no diagnostico morfolégico desses tumores. Contudo,
os estudos avaliam poucos marcadores isoladamente e um marcador
apropriado para as células mioepiteliais em condicbes normais e
neoplasicas ainda ndo esta definido. Uma alteragcdo genética
frequentemente encontrada no adenoma pleomorfico € o rearranjo
envolvendo o gene PLAG1 (do inglés, Pleomorphic Adenoma Gene 1).
Contudo, ainda é controverso se outros tumores com participacao de células
mioepiteliais também apresentam esse rearranjo. Dessa forma, o estudo de
proteinas expressas pelas células mioepiteliais em neoplasias benignas das
glandulas salivares utilizando um painel de proteinas do citoesqueleto,
proteina da matriz extracelular e proteina PLAG1, poderia levar a
determinacdo de um painel de marcadores para a identificacdo dos
diferentes tumores de glandula salivar bem como fornecer informagdes

sobre o papel dessas células no processo de tumorigénese desses tumores.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da expressdo de um painel de proteinas de citoesqueleto,

proteina da matriz extracelular e da proteina PLAG1 em neoplasias

benignas das glandulas salivares

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar por imunoistoquimica a expressao das proteinas citoceratina
14, vimentina, actina de musculo liso, calponina, caldesmon, colageno
IV e PLAG1 em amostras de adenoma pleomérfico, adenoma de

células basais e mioepitelioma

Verificar se os tumores benignos de glandula salivar com participacao
diferencial das células mioepiteliais podem ser classificados de

acordo com o perfil de expressao dessas proteinas

Associar a expressdo das proteinas com caracteristicas

demograficas, clinicas e patologicas
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo retrospectivo, onde foram selecionadas
neoplasias benignas de origem em gléndulas salivares maiores e menores,
com sabida participacdo de componente mioepitelial: 28 amostras de
adenoma pleomoérfico (11 com predominio de material mixoide e 17 com
predominio celular), 3 amostras de mioepitelioma e 5 amostras de adenoma
de células basais. Como controles do estudo, 3 amostras de glandulas
salivares histologicamente normais, provenientes de margens cirurgicas,
foram incluidas. Todos os espécimes utilizados na pesquisa foram
provenientes de pacientes submetidos a bidpsia/cirurgia no periodo de 1980
a 2016 no A.C.Camargo Cancer Center, e com material fixado em formalina
e emblocado em parafina armazenado no arquivo do Departamento de
Anatomia Patologica desta Instituicdo. Foram incluidos neste estudo casos
com confirmacéao diagndstica revista por dois patologistas e foram excluidos
0s casos que apresentaram blocos de parafina com material suficiente.
Dados clinico-demograficos e caracteristicas histopatolégicas de cada caso
foram estudados nos prontuarios arquivados no SAME do A.C.Camargo
Cancer Center.

Os cortes histolégicos corados em hematoxilina e eosina de cada

caso foram analisadas, com o auxilio de um patologista, para checagem das
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estruturas glandulares presentes e selecdo do material a ser utilizado na
pesquisa. Apos a escolha dos fragmentos a serem utilizados na pesquisa, os
blocos de parafina foram separados e cortes histolégicos desse material,
com 3um de espessura, foram submetidos a técnica de imunoistoquimica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
A.C.Camargo Cancer Center em 10/11/2015 (protocolo numero 2103/15)

(Anexo 1).

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

Os espécimens preparados foram desparafinizados em 3 banhos de
xilol por 5 minutos. O tecido foi re-hidratado em solugbes de etanol/agua e
as laminas lavadas em agua.

A recuperagdo antigénica, que € um processo que resulta na
exposicao de epitopos antigénicos do material, foi realizada por tratamento
com calor na presenca de: citrato de sodio pH 6.0 ou EDTA/Tris pH 9.0,
utilizando-se panela de pressao, de acordo com a padronizacdo de cada
anticorpo primario (Quadro 5).

Apds a recuperagao antigénica foi feito o bloqueio da peroxidase
endoégena utilizando-se solugéao de perdxido de hidrogénio em 3 banhos de 5
minutos.

Em seguida, realizado o bloqueio de proteinas inespecificas

utilizando-se a solugéo Protein Block (Dako) por 20 minutos. As laminas
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foram, entdo incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com o
anticorpo especifico.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de
deteccdo HiDef (Cell Marque). A revelagao foi feita utilizando-se como
substrato cromoégeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e a contracoloragao foi
realizada utilizando-se a hematoxilina. Todas as reacdes foram
acompanhadas de um controle positivo, em tecido sabidamente positivo
para cada anticorpo testado. Os controles negativos das reagdes foram
realizados por meio de incubacgao dos cortes histolégicos com soro primario
nao reagente. As reagdes para os anticorpos vimentina, actina musculo liso,
caldesmon e colageno tipo IV foram realizadas em sistema automatizado
Ventana (Roche). As reagdes foram analisadas em microscopio 6ptico
convencional por 2 pesquisadores e foram consideradas positivas quando as
células analisadas nos espécimes apresentavam coloragdo castanho-
dourada; a positividade foi analisada morfologicamente de acordo com a
area dos cortes estudados e os dados foram tabulados de forma descritiva e
semi-quantitativa. Na analise semi-quantitativa foi considerado o seguinte
escore, baseado no numero de células e intensidade de marcagao: O,
negativo (quando até 10% das células estdo marcadas); 1, positivo focal
(10% - <33% das células marcadas), 2, positivo difuso (>33% - 90%) e
positivo forte (>90%) (Adaptado de PRASAD et al. 2008). Na analise
descritiva foi avaliada a localizagdo da marcagao (nucleo, citoplasma,

membrana) e o padrdao de marcagao (difuso, focal).
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Quadro 5 - Anticorpos primarios, clones, procedéncia, diluicdo, recuperagao
antigénica, controles positivos e padrdo de marcagao

o L. L Recuperacao Controle Padrao de
Soro primario Clone Procedéncia Diluicdo L. . -
antigénica positivo marcagao
EDTA/Tris pH9,0,
Calponina EP798Y Cell Marque 1:100 panela de Mama Citoplasma
pressao 15’
Protocolo
Pronto para
Caldesmon E89 Roche automatizado Intestino Citoplasma
uso
(Ventana Roche)
Protocolo
Actina Pronto para .
1A4 Roche automatizado Utero Citoplasma
Musculo liso uso
(Ventana Roche)
Protocolo
. . Pronto para . )
Vimentina V9 Roche automatizado Placenta Citoplasma

uso
(Ventana Roche)

Citrato pH6,0,

Citoceratina Carcinoma )

LLO02 Cell Marque 1:500 panela de ) Citoplasma

14 . espinocelular

pressao 15’
| . Protocolo
Colageno tipo Pronto para ) . Membrana

CIv22 Roche automatizado Pulmao

v uso Basal

(Ventana Roche)

EDTA/Tris pH9,0,
Novus Adenoma
PLAG1 3B7 ) ) 1:100 panela de o Nuclear
Biologicals . pleomorfico
presséo 15’

3.3 ANALISE DE CLUSTERIZAGAO HIERARQUICA

Para fins de analise de clusterizagao hierarquica nao supervisionada,
a expressao das proteinas foi categorizada de forma semi-quantitativa
(conforme descrigdo no item 3.2). Para a construgao da clusterizagéo
hierarquica foi utilizada a fungdo heatmap.2 disponivel no pacote gplots
(versao 3.0.1) e obtido no repositério bioconductor
(https://www.bioconductor.org/). O programa utilizado nessa analise foi o R

(https://www.r-project.org/).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise de associagao das variaveis qualitativas foi avaliada pelo
teste qui-quadrado ou exato de Fisher quando apropriado. O nivel de
significancia adotado foi de 5% para todos os testes. As analises estatisticas

foram realizadas utilizando-se o software SPSS (versao 20).
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4 RESULTADOS

41 CASUISTICA

Foram selecionados 36 pacientes diagnosticados com tumores
benignos das glandulas salivares, correspondendo a 28 casos de adenoma
pleomodrfico, 5 casos de adenoma de células basais e 3 casos de
mioepitelioma. Imagens representativas de alguns casos selecionados

podem ser observadas na Figura 2.

4.2 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E PATOLOGICOS

Os dados demograficos, clinicos e patoldgicos foram coletados e
estao descritos na Tabela 1. As informacdes disponiveis dos pacientes com
adenoma pleomoérfico mostram que 19 pacientes eram mulheres e 9
homens, com a idade variando entre 12 e 78 anos de idade (média das
idades = 40,6 anos). O local mais frequentemente acometido foi a parétida.
Onze casos apresentaram padrdo histolégico pouco celular, com
predominancia mixéide e 17 casos apresentaram padrdo celular, com
predominancia de lencbis de células mioepiteliais de fendtipo plasmocitdide.

Das informagdes disponiveis dos pacientes com mioepitelioma, 2
eram do sexo masculino e 1 do sexo feminino, com a idade variando entre

35 e 62 anos de idade (média das idades = 44,0 anos).
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Das informagdes disponiveis dos pacientes com adenoma de células
basais, 2 eram do sexo masculino e 3 do sexo feminino, com a idade
variando entre 23 e 79 anos de idade (média das idades = 54,0 anos). Todos

0s casos acometeram a paroétida.

Figura 4 - Aspectos histopatoldgicos de tumores benignos de glandulas

salivares. A e B, adenoma de células basais. Neoplasia basaldide encapsulada. Células
neoplasicas com nucleo basofilico e citoplasma amplo; C e D, mioepitelioma. Neoplasia
encapsulada (seta) composta majoritariamente por células mioepiteliais de citoplasma claro.
Em algumas regides notam-se formacdes hialinas (asterisco); E e F, adenoma pleomorfico.
Neoplasia bem delimitada composta por células mioepiteliais, formacgdes ductais (E, seta) e

estroma hialino e frouxo (mixoide). Células epiteliais de fenoétipo plasmocitoide.
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas dos
pacientes com tumores benigos de glandula salivar: adenoma plemorfico,
mioepitelioma e adenoma de células basais

Adenoma Mioepitelioma Adenoma de
pleomérfico células basais
Numero de Numero de Numero de
Caracteristica Categoria
pacientes (%) pacientes (%) pacientes (%)
Género Masculino 9(34,1) 2 (70,0) 2 (40,0)
Feminino 19 (67,9) 1 (30,0) 3 (60,0)
Racga Branca 16 (57,1) 1(33,3) 1 (20,0)
Nao branca 4 (14,3) 0(0,0) 1(20,0)
N/D* 8 (28,6) 2 (66,7) 3(60,0)
Idade Média 40,6 44,0 54,0
Mediana 40,5 35,0 55,0
Localizagao Parétida 18 (64,3) 2 (66,7) 5(100,0)
Submandibular 6 (21,4) 0(0,0) 0(0,0)

Glandulas salivares
4 (14,3) 1(33,3) 0 (0,0)
menores

*, informacgao nao disponivel

4.3 IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas para as proteinas do
citoesqueleto: citoceratina 14, vimentina, actina, caldesmon e calponina; e a
proteina da matriz extracelular: colageno tipo IV (Figuras 3 e 4 e Tabela 2).

No adenoma pleomérfico a citoceratina 14 foi detectada nas células
epiteliais e mioepiteliais ao redor das estruturas ductiformes. Nas areas mais
mixoides da neoplasia a expressado dessa proteina foi observada nas células
mioepiteliais de fendtipo estrelado e plasmocitéide. No mioepitelioma raras

células foram positivas e no adenoma de células basais a positividade foi
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observada nas células basais. Nas glandulas salivares histologicamente
normais a citoceratina 14 foi expressa nas estruturas ductiformes.

A actina de musculo liso foi positiva nas células mioepiteliais ao
redor das estruturas ductiformes no adenoma pleomorfico. A positividade foi
observada nas células com fendtipo estrelado e fusiforme. Ja as células
plasmocitdides nao apresentaram expressdo dessa proteina. No
mioepitelioma a positividade foi observada na periferia proxima a capsula
tumoral. No adenoma de células basais a positividade foi observada ao
redor das estruturas ductiformes e raras células mioepiteliais isoladas foram
positivas. Nas glandulas salivares histologicamente normais a expressao foi
observada em estruturas ductiformes.

A proteina caldesmon foi expressa nas células mioepiteliais
(estreladas e fusiformes) ao redor das estruturas ductiformes no adenoma
pleomodrfico. No mioepitelioma foi expressa nas células mioepiteliais € no
adenoma de células basais foi expressa nas células basais. Nas glandulas
salivares histologicamente normais a expressdao de caldesmon nao foi
detectada.

A proteina vimentina foi amplamente expressa nas células
mioepiteliais em todos os tumores avaliados. As células luminais nao
apresentaram expressao dessa proteina. Nas glandulas salivares
histologicamente normais a expressao foi observada nas células
mioepiteliais.

A proteina calponina apresentou uma expressao focal ao redor das

estruturas ductiformes e também em agrupamentos isolados de células
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mioepiteliais no adenoma pleomoérfico. No mioepitelioma foi observada
expressao em células mioepiteliais isoladas ao redor de estruturas
ductiformes. No adenoma de células basais foi observada expressao ao
redor das estruturas ductiformes, especialmente em células de fendtipo
estrelado. Nas glandulas salivares histologicamente normais a expresséao foi
observada nas células mioepiteliais.

A proteina colageno IV foi pouco positiva nos tumores estudados,
apresentando expressdo focal ao redor de estruturas ductiformes no
adenoma pleomorfico e no adenoma de células basais. Nas glandulas
salivares histologicamente normais a expressao foi observada na membrana
basal ao redor dos acinos.

O resultado da expressao das proteinas nos amostras de glandula

salivar esta sumarizado na Tabela 3.
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Figura 5 - Expresséao das proteinas citoceratina 14, actina de musculo liso e

caldesmon em tumores benignos das glandulas salivares. A, D, G, J: expresséo
de citoceratina 14 (CK14). A, presenca de CK14 no citoplasma de células epiteliais e
mioepiteliais plasmocitdides no adenoma plemérfico (x400); D, pequena ilha de células
epiteliais positivas para CK14 no mioepitelioma (x400); G, células basais positivas para
CK14 no adenoma de células basais (x200); J, presenga de CK14 nos ductos excretores
extra lobulares e em algumas células mioepiteliais ao redor das unidades acinares (x400);
B, E, H, K: expressédo de actina de musculo liso (AML). B, presenca de positividade para
AML em células fusiformes e estreladas no adenoma pleomoérfico (x400); E, presencga difusa
de células positivas para AML no mioepielioma (x200); H, presenca focal de células
positivas para AML ao redor das estruturas luminais (x400); K, expresséao forte de AML nas
células mioepiteliais ao redor das unidades acinares e ductos intercalares (seta) (x400); C,
F, I, L: caldesmon. C, presenca difusa de positividade para caldesmon nas células
mioepiteliais estreladas e fusiformes (x400); F, presenca de positividade nas células
mioepiteliais com fendtipo fusiforme e estrelado no mioepitelioma (x400); |, presenga de
células positivas ao redor das unidades neoplasicas ductiformes (x400); L, a proteina
caldesmon néao foi detectada nos espécimes de glandulas salivares normais utilizadas como
controles (x200).




30

colédgeno IV
TR AR AN
Ve v

’
[
-
Sl
-
'
-

'bd
P
49z
2
L

-1
=

.

]
.
-
-~
.
b3
.

.
A o N v 1
Za \-\\\ E ‘:\ \ E.r:..i|- - %
. ¥ N \ N
y  adenoma-, - A} WA L S
| pleonérfico " B j,j )
=r— = e

\ 4 . e i & 5 e
LR g P By 4 2\ i b i {
A . : . A
T s o T L e Y, .‘Q"‘- 2 . o o q &% iy R =
3 ;:& . ,;ﬁ'ﬁ&ﬁ- Yo %&S&i \_9&.“?" 1£ndtied » | SRS e T
5 SR~ R (B el . 7 X 4 e

Figura 6 - Expressdo das proteinas vimentina, calponina e colageno IV em

tumores benignos das glandulas salivares. A, D, G, J: expressdo de vimentina. Em
A, D e G expressao difusa de vimentina nas células mioepiteliais do adenoma pleomoérfico,
mioepitelioma e adenoma de células basais. Em J, expressdo de vimentina nas células
mioepiteliais que contornam as unidades acinares e ductos intercalares da glandula salivar
normal. B1 e 2, E, H, K: expressédo de calponina. B1 e B2, presenca de positividade para
calponina nas células mioepiteliais que contornam as unidades ductais neoplasicas; em E,
raras células mioepiteliais positivas para calponina no mioepitleioma; H, positividade para
calponina no adenoma de células basais, ao redor de estruturas ductiformes; K, positividade
para calponina nas paredes de pequenos vasos na glandula salivar normal; C, F, |, L:
expressdo de colageno IV: colageno IV detectado principalmente na parede dos vasos
sanguineos dos tumroes estudados e nas glandulas salivares normais consideradas como

controles no estudo. (Aumento original de todas as fotomicrografias: x400).
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Tabela 2 - Imunoexpressao das proteinas em amostras de adenoma
pleomdérfico, mioepitelioma e adenoma de células basais

Total de
Proteina Tecido Positivo Negativo amostras
(namero/%)*
Citoceratina 14 Adenoma pleomorfico 22 (91,7%) 02 (8,3%) 24 (100,0%)
Mioepitelioma 01 (33,3%) 02 (66,7%) 03 (100,0%)
Adenoma de células basais 05 (100,0%) 00 (0,0%) 05 (100,0%)
Actina de musculo liso  Adenoma pleomoérfico 24 (100,0%) 00 (0,0%) 24 (100,0%)
Mioepitelioma 01 (33,3%) 02 (66,7%) 03 (100,0%)
Adenoma de células basais 02 (50,0%) 02 (50,0%) 04 (100,0%)
Caldesmon Adenoma pleomaérfico 17 (77,3%) 05 (22,7%) 22 (100,0%)
Mioepitelioma 03 (100,0%) 00 (0,0%) 03 (100,0%)
Adenoma de células basais 04 (80,0%) 01 (20,0%) 05 (100,0%)
Vimentina Adenoma pleomorfico 23 (100,0%) 00 (0,0%) 23 (100,0%)
Mioepitelioma 03 (100,0%) 00 (0,0%) 03 (100,0%)
Adenoma de células basais 03 (100,0%) 00 (0,0%) 03 (100,0%)
Calponina Adenoma pleomarfico 18 (72,0%) 07 (28,0%) 25 (100,0%)
Mioepitelioma 03 (100,0%) 00 (0,0%) 03 (100,0%)
Adenoma de células basais 03 (100,0%) 00 (0,0%) 03 (100,0%)
Colageno IV Adenoma pleomaérfico 05 (25,0%) 15 (75,0%) 20 (100,0%)
Mioepitelioma 00 (0,0%) 02 (100,0%) 02 (100,0%)
Adenoma de células basais 03 (60,0%) 02 (40,0%) 05 (100,0%)
Plag1 Adenoma pleomorfico 22 (84,6%) 4 (15,4%) 26 (100,0%)
Mioepitelioma 03 (100,0%) 00 (0,0%) 03 (100,0%)
Adenoma de células basais 03 (60,0%) 02 (40,0%) 05 (100,0%)

*, 0 numero total de amostras pode variar de acordo com a disponibilidade de material para a realizagédo da técnica

de imunoistoquimica
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Tabela 3 - Distribuicdo das proteinas citoceratina 14, vimentina, actina de
musculo liso, calponina, caldesmon, colageno tipo IV em amostras de

glandula salivar

Adenoma
Pleomérfico

Mioepitelioma

Adenoma de
Células Basais

Glandula Salivar
Normal

Citoceratina 14

Actina de
Musculo liso

Caldesmon

Vimentina

Calponina

Colageno IV

PLAG1

Células epiteliais
e mioepiteliais ao
redor de
estruturas
ductiformes

Células
mioepiteliais ao
redor de
estruturas
ductiformes

Células
mioepiteliais
estreladas e
fusiformes ao

redor de

estruturas
ductiformes

Células
mioepiteliais

Expresséo focal
ao redor de
estruturas
ductiformes e
agrupamentos
isoalados de
células
mioepiteliais

Focal ao redor de
estruturas
ductiformes

Expresséo

nuclear no

parénquima
tumoral

Raras células
foram positivas

Células
mioepiteliais na
periferia proximo

a capsula tumoral

Células
mioepiteliais

Células
mioepiteliais

Células
mioepiteliais ao
redor de
estruturas
ductiformes

Auséncia de
expressao

Expresséao

nuclear no

parénquima
tumoral

Células basais

Ao redor de
estruturas
ductiformes e em
raras células
mioepiteliais
isoladas

Células basais

Células
mioepiteliais

Células
mioepiteliais ao
redor de
estruturas
ductiformes

Focal ao redor de
estruturas
ductiformes

Expresséao

nuclear no

parénquima
tumoral

Estruturas
Ductiformes

Estruturas
Ductiformes

Nao foi detectada

Células
Mioepiteliais

Células
Mioepiteliais

Membrana Basal
ao redor dos
acinos

Auséncia de
expressao
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4.4 EXPRESSAO DE PLAGT

A expressao da proteina PLAG1 (utilizada como um indicativo da
presenga da translocagao envolvendo o gene PLAG1) foi investigada por
imunoistoquimica nos 36 casos de tumores benignos de glandula salivar em
estudo prévio do grupo (dados ndo publicados). Aumento de expressao de
PLAG1 foi observado em 22 (84,6%) dos 26 casos de adenoma pleomorfico
avaliaveis; nos 3 (100,0%) casos de mioepitelioma e em 3 (60,0%) dos 5
casos de adenoma de células basais. Nos 2 casos de glandulas salivares
histologicamente normais avaliaveis n&o foi observado o aumento de
expressdo da proteina. Imagem representativa dessa analise pode ser

observada na Figura 7.
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Figura 7 - Expresséo da proteina PLAG1 em amostras de glandula salivar.

A, expressdo de PLAG1 em mioepitelioma; B, expressdo de PLAG1 em adenoma
pleomorfico; C, expressdo de PLAG1 em adenoma de células basais; D, auséncia de

expressao de PLAG1 em glandula salivar histologicamente normal.

4.5 ANALISE DE CLUSTERIZAGAO HIERARQUICA

A fim de verificar se o perfil de expressao das proteinas citoceratina
14, vimentina, actina, caldesmon, calponina e colageno tipo IV era capaz de
diferenciar os tumores benignos de glandula salivar com participagao distinta
do componente mioepitelial (adenoma pleomdérfico versus mioepitelioma
versus adenoma de células basais) foi realizada uma analise de
clusterizacdo hierarquica, considerando os valores de expressdao semi-

quantitativos e a presenga/auséncia de expressdo de PLAG1 (Figura 8).
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Histologia

= Mioepitelioma

mmm Adenoma de células basais
mmm Adenoma pleomarfico celular
e Adenoma pleomdrfico mixdide
mmm Normal

Plagl
e Negativo para translocagdo
B Positivo para translocagdo

=

APC5
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APC10
APM11
APC7
APC13
APC11
ACB3
APC15
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APM7
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ACB4
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APC12
APC9
APC17
APM4
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ACB5
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APM9
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Figura 8 - Perfil de expressdo de proteinas nas amostras de adenoma
pleomdérfico, mioepitelioma, adenoma de células basais e glandulas salivares
histologicamente normais. Rosa, auséncia de expresséo; vermelho, positivo focal; azul
claro, positivo difuso; azul escuro, positivo forte; branco, expressdao nao avaliavel.

Dendrograma baseado na expressao das proteinas vimentina, colageno IV, actina de

musculo liso (AML), citoceratina 14 (CK14), calponina e caldesmon.
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Foi observada a formacdo de 2 clusters. Um cluster contendo 8
amostras (1 mioepitelioma, 1 adenoma de células basais, 5 adenomas
pleomérficos e 1 glandula salivar histologicamente normal) denominado
cluster A e outro contendo 31 amostras (2 mioepiteliomas, 4 adenomas de
células basais, 23 adenomas pleomoérficos e 2 glandulas salivares

histologicamente normais) denominado cluster B.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Comparando-se a expressao das proteinas nos diferentes tumores,
foi observada uma maior expressao da proteina AML nos casos de adenoma
pleomdérfico (p=0,001). A proteina CK14 foi mais expressa nos casos de
adenoma de células basais e adenoma pleomorfico. Contudo, ndo houve
associagao estatisticamente significativa (p=0,062).

Considerando-se as variaveis demograficas, clinicas e patoldgicas
ndo houve associagdo estatisticamente significativa das proteinas com
nenhuma das caracteristicas avaliadas. Foi observado que os casos de
adenoma pleomdérfico mais celulares apresentam menor expressao de
colageno. Contudo, ndo houve associagdo estatisticamente significativa
(p=0,073).

Comparando-se a expressao das proteinas entre si, foi observada
uma associagdo estatisticamente significativa (p=0,031) entre a expressao

de calponina e PLAG1.
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Considerando a analise de clusterizacdo hierarquica, foi observado
que o cluster B apresentou maior expressao da proteina caldesmon quando
comparado com o cluster A (p= 0,018). A proteina AML também foi mais
expressa no cluster B. Contudo, ndo houve associacdo estatisticamente

significativa (p=0,070).
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5 DISCUSSAO

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo de lesdes, apresentando diferentes caracteristicas histoldgicas.
De incidéncia variavel, apresentam-se com relativa similaridade clinica
(LIMA et al. 2005; OGAWA et al. 2008). A variedade histologica apresentada
por essas lesdes tem sido atribuida ao componente mioepitelial das mesmas
(BATSAKIS et al. 1983; ELLIS e AUCLAIR 1996; REDDER et al. 2013;
CHITTURI et al. 2015; BALACHANDER et al. 2015; SHAH et al. 2016).

O mioepitelioma, o adenoma pleomoérfico e o adenoma de células
basais sdo tumores benignos, derivados da porcgao intercalar das glandulas
salivares e cujo componente mioepitelial se destaca (LIMA et al. 2005;
OGAWA et al. 2008; MENDENHALL et al. 2008; LINGAM et al. 2011; JO
2015; WILSON et al 2016; SEETHALA 2017; SEETHALA e STENMAN
2017). Contudo, cada tipo histolégico exibe algumas particularidades, e
devido as suas caracteristicas histologicas, ainda ha controvérsia na
literatura se esses tumores representam lesdes diferentes ou representam
um espectro de uma mesma lesdo (MARGARITESCU et al. 2005; NEVES et
al. 2007; DEIHIMY et al. 2008).

Estudos tém sido realizados visando a identificacdo de células
mioepiteliais em tumores de glandula salivar. Os marcadores
imunoistoquimicos para as células mioepiteliais incluem os marcadores das

proteinas de musculo liso (alfa-actina de musculo liso (a-AML), miosina, h-
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caldesmon e calponina), os marcadores de filamentos inermediarios (CK14,
5, 17, vimentina) entre outros (RAITZ e ARAUJO 2004; OGAWA 2003;
IANEZ et al. 2010; REDDER et al. 2013; BALACHANDER et al. 2015;
CHITTURI et al. 2015; SHAH et al. 2016). Contudo, um marcador apropriado
para as células mioepiteliais em condicbes normais e neoplasicas ainda nao
esta definido.

Os marcadores avaliados na pesquisa foram empregados por serem
considerados classicos nos estudos das células mioepiteliais, e serao
discutidos individualmente a seguir, associando-se ao contexto clinco-
patolégico dos pacientes.

Em nosso estudo, foi observada expressdo de citoceratina 14
(CK14) em todos os tumores e na glandula salivar histologicamente normal.
CK14 foi mais expressa no adenoma de células basais. Contudo, esse
resultado nao foi estatisticamente significativo. O mioepitelioma apresentou
rara positividade. Outros estudos também demonstraram expressao variavel
de CK14 em mioepitelioma (FRANQUEMONT e MILLS 1993; RAITZ e
ARAUJO 2004; ARAUJO et al. 2000; SILVEIRA et al. 2006). A presenca de
CK14 permite que as células constituam uma rede elastica que as unem
com a membrana basal para resistir ao estresse mecanico, além de
contribuir para a citoarquitetura e integridade estrutural, onde a CK14 realiza
a ancoragem das células mioepiteliais e basais do ducto excretor (FUCHS e
CLEVELAND 1998).

Com relagdo ao adenoma pleomoérfico, no qual observamos

positividade de CK14 nas células epiteliais e mioepiteliais, esses resultados
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também foram observados por RAITZ e ARAUJO (2004) e OGAWA et al.
(2000).

Nos casos de adenoma de células basais, CK14 foi positiva em
células basais. Ja MACHADO DE SOUSA et al. (2001), descreveu auséncia
de expressdo em areas solidas do adenoma de células basais, sendo
observada positividade em estruturas ductiformes. MONTALLI et al. (2014)
observaram expressao de CK14 em células mioepiteliais do adenoma de
células basais.

Considerando a glandula salivar normal, nossos resultados
concordam com FUCHS e CLEVELAND (1998) que encontraram expressao
de CK14 nos ductos excretores, e também observaram nas células
mioepiteliais dos ductos intercalares. ARAUJO et al. (2000) observaram a
expressao de CK14 na glandula salivar normal.

Em nosso estudo observamos expresséao variavel de actina muasculo
liso (AML): predominante no adenoma pleomorfico, em 50% dos casos de
adenoma de células basais e em cerca de 30% dos casos de mioepitelioma,
sendo a expressao de AML associada ao adenoma pleomorfico.

RODRIGUES JUNIOR (2008), observaram expresséo dessa proteina
em algumas células fusiformes, expressdo ocasional em células
plasmocitdides e poligonais e expressao variavel em areas mixdide do
mioepitelioma. Ja SILVEIRA et al. (2006), descreveram auséncia de AML em
amostras de mioepiteliomas.

Considerando o adenoma pleomorfico, nossos resultados também

estdo de acordo com RODRIGUES JUNIOR (2008) e FURUSE et al. (2005).
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RODRIGUES JUNIOR (2008) observaram ainda expressdo ocasional em
células poligonais e em areas mixoides, e expressdo negativa em células
plasmocitdides, luminais, em areas condréide e em metaplasia escamosa.
Ja ZAIB et al. (2014) observaram que a maioria dos casos de adenoma
pleomodrfico ndo apresentaram expressao de AML.

O adenoma de células basais apresentou raras células mioepitelias
isoladas positivas para AML, concordando com os resultados de MACHADO
DE SOUSA et al. (2001). SILVEIRA et al. (2006), ao contrario, observaram
que a AML foi frequentemente expressa nesse tumor. ZARBO et al. (2000)
observaram expressdo de AML no adenoma de células basais e BHAGAT
SINGH et al. (2015) observaram expressao fraca a moderada de AML nos
casos de adenoma de células basais e adenoma pleomorfico.

ARAUJO et al. (1994) ndo observaram positividade para actina no
adenoma pleomorfico, adenoma de células basais e mioepitelioma,
sugerindo que esta proteina seria parcialmente substituida por vimentina nas
células mioepiteliais neoplasicas, pois a vimentina foi observada em todas
as neoplasias estudadas por estes autores. TAKAI et al. (1995) e OGAWA et
al. (2000), também observaram expressao negativa ou variavel no adenoma
pleomodrfico e mioepitelioma.

Expressdao de AML também foi observada nas glandulas salivares
histologicamente normais, concordando com o estudo de DARDICK et al.
(1992) e IANEZ et al. (2010). Segundo CHITTURI et al. (2015) e
BALACHANDER et al. (2015), a expressao de actina de musculo liso nas

células mioepiteliais tumorais tem sido procedimento diagndstico padrao.
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Caldesmon foi predominantemente expressa nos tumores de
glandula salivar avaliados em nosso estudo. J4& RODRIGUES JUNIOR
(2008) nao observaram a expressdo dessa proteina em mioepitelioma e
adenoma pleomorfico. OGAWA et al. (2000) observaram rara expressao de
caldesmon em adenoma pleomérfico. Ja FURUSE et al. (2005) também né&o
observaram essa proteina nos casos de adenoma pleomorfico sugerindo
que a expressao ocorra em células bem diferenciadas.

Em nosso estudo nao foi observada a expressdo de caldesmon nas
glandulas normais. OGAWA et al. (2000) observaram expressao variavel
dessa proteina em glandulas normais.

A vimentina foi amplamente expressa em todos os tumores avaliados
em nosso estudo. Considerando os mioepiteliomas, muitos estudos
demonstram expressdo de vimentina (FRANQUEMONT e MILLS 1993;
ARAUJO et al. 1994, 2000; TAKAI et al. 1995; FURUSE et al. 2005;
SILVEIRA et al. 2006; CAVALCANTE et al. 2007). SILVEIRA et al. (2006)
observaram vimentina em todos os tipos celulares, concordando com
ARAUJO et al. (2000).

Diversos estudos utilizando como modelo o adenoma pleomorfico
observaram expressao de vimentina na maioria das células ndo luminais,
fusiformes, plasmocitéides, poligonais, em &areas mixdide e condréide e
auséncia de expressao em area de metaplasia escamosa e células luminais
(ARAUJO et al. 1994, 2000; FURUSE et al. 2005; CAVALCANTE et al. 2007;

RODRIGUES JUNIOR 2008; DEIHIMY et al 2008).
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ARAUJO et al. (1994), observaram no adenoma de células basais que
a vimentina foi presente em grande numero de células ndo luminais e
marcagcao mais evidente de vimentina foi vista nas células mioepiteliais
modificadas, hialinas ou plasmocitdides do adenoma pleomoérfico e
mioepitelioma. Segundo ARAUJO et al. (2000), a vimentina estad sempre
presente em células mioepiteliais neoplasicas, porém, ndo é marcador
exclusivo dessas ceélulas pois pode ser expressa por outras células
originarias do ducto intercalar.

Em nosso trabalho, foi observada a expressdo de vimentina nas
células mioepiteliais que contornam as unidades acinares e ductos
intercalares da glandula salivar histologicamente normal. Ao contrario,
ARAUJO e ARAUJO (1990) ndo detectaram vimentina no parénquima da
glandula normal, sugerindo que esse filamento seja um dos indicadores
precoces da diferenciacdo mioepitelial neoplasica, baseado na observacao
de sua presenga em todas as neoplasias de glandula salivar com
participacdo da célula mioepitelial (ARAUJO et al. 1994; FURUSE et al.
2005; CAVALCANTE et al. 2007). As glandulas salivares histologicamente
normais utilizadas em nosso estudo sao provenientes de margens cirugicas,
portanto, apesar de histologicamente normais podem apresentar alguma
alteracao molecular.

A expressao de calponina, uma proteina musculo liso especifica, foi
predominantemente observada nos tumores de glandula salivar avaliados

em nosso estudo.
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Nos casos de mioepitelioma, foi observada expressao de calponina
em células mioepiteliais isoladas ao redor de estruturas ductiformes,
concordando com os resultados de RODRIGUES JUNIOR (2008), que
também observaram calponina em células nao Iluminais, fusiformes,
plasmocitdides, poligonais, concordando com CAVALCANTE et al. (2007) e
FURUSE et al. (2005).

Em nosso estudo, a expressao de calponina nos casos de adenoma
pleomodrfico foi observada em padrao focal ao redor das estruturas
ductiformes e também em agrupamentos isolados de células mioepiteliais.
Outros estudos mostram que essa proteina pode ser observada em células
nao luminais, fusiformes, poligonais e plamocitéides (FURUSE et al. 2005;
CAVALCANTE et al. 2007; RODRIGUES JUNIOR 2008).

Ja nos casos de adenoma de células basais, a expressao de
calponina foi observada ao redor das estruturas ductiformes, especialmente
em células de fendtipo estrelado. ZARBO et al. (2000) observaram
expressao de calponina no adenoma de células basais e BHAGAT SINGH et
al. (2015) também observaram expressdo moderada a forte de calponina
nos casos de adenoma de células basais e adenoma pleomorfico.

Nas glandulas salivares histologicamente normais foi observada
expressdo de calponina nas células mioepiteliais. IANEZ et al. (2010)
também observaram essa proteina na maioria das células mioepiteliais das
glandulas salivares normais, tanto na regido periacinar quanto na periferia

dos ductos intercalares.
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A proteina colageno tipo IV é a principal componente da lamina
basal. Em nosso estudo, colageno IV foi amplamente observada na parede
dos vasos sanguineos. Considerando as areas tumorais, foi observada de
forma focal ao redor de estruturas ductiformes no adenoma pleomérfico e no
adenoma de células basais. Os casos de adenoma pleomoérfico menos
celularizados apresentaram menor expressdo de colageno V. Contudo,
esse resultado nado foi estatisticamente significativo. Nos casos de
mioepitelioma ndo foi observada expressdo de colageno IV nas areas
tumorais.

RAITZ et al. (2003) observaram a expressao de colageno tipo IV ao
redor de agrupamentos celulares e acompanhando o0s vasos sanguineos
nos casos de mioepitelioma. No adenoma pleomodrfico a expressao foi
observada ao redor de estruturas tubulares e na periferia de agrupamentos
celulares solidos. Nos casos de adenoma de células basais a expressao foi
observada em agrupamentos celulares no subtipo sélido e delineando as
trabéculas no subtipo trabecular. FELIX et al. (1999) também observaram
expressao de colageno IV circundando agregados celulares no adenoma
pleomérfico. Ja SKALOVA e LEIVO (1992) observaram expressao de
colageno IV nos casos de mioepitelioma, adenoma pleomorfico e adenoma
de células basais.

Em nosso estudo, por imunoistoquimica, observamos aumento de
expressao de PLAG1 em amostras de adenoma pleomorfico, mioepitelioma

e adenoma de células basais.
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AVADHANI et al. (2016) também observaram aumento de expressao
de PLAG1 em amostras de adenoma de células basais. J& MATSYUAMA et
al. (2011) n&o observaram positividade para PLAG1 em amostras de
adenoma de células basais. KATABI et al. (2015) observaram que os
rearranjos nos genes PLAG1l ou HMGA2 eram mais frequentes nos casos
de adenoma pleomédrfico com maior componente mixdide quando
comparado com os tumores mais celularizados. Contudo, nao foi avaliada a
expressao imunoistoquimica de PLAG1. Em nosso estudo, observamos que
casos de adenoma pleomorfico mais celulares apresentaram uma frequencia
maior de expressao de PLAG1 por imunoistoquimica quando comparado
com os casos de adenoma pleomaérfico com maior componente mixoide.

Por outro lado, KATABI et al. (2018) comparando os dados de
expressao imunoistoquimica de PLAG1 e alteragdes genéticas identificadas
por FISH em tumores de glandula salivar, sugeriram que a imunoistoquimica
para PLAG1 apresenta alta sensibilidade, mas ndo especificidade na
predicdo da fusdo génica. Dessa forma, a presenga da fusdao génica nas
amostras de adenoma de células basais e mioepitelioma em nosso estudo
deve ser confirmada por outra técnica, para excluir que o aumento de
expressdo de PLAG1 seja devido a outros mecanismos, como ja sugerido
por MATSYUAMA et al. (2011).

Considerando os dados demograficos, clinicos e patolégicos, nao foi
observada associagdo com a expressdo das proteinas. Ja considerando a
expressao das proteinas entre si, foi observada associacdo entre a

expressao de calponina e PLAG1.
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A fim de verificarmos se os casos de mioepitelioma, adenoma
pleomodrfico e adenoma de células basais poderiam ser classificados de
acordo com o perfil de expressio das proteinas avaliadas em nosso estudo
foi realizada uma analise de clusterizagdo hierarquica. Essa abordagem
metodolégica tem sido empregada tradicionalmente em estudos de
expressdo génica e de microRNAs. Contudo, diversos estudos tém
demonstrado a sua utilizagao para analise de perfis proteicos na tentativa de
se identificar subgrupos de tumores baseado em seu sitio de origem,
fendtipo, comportamento biolégico e progndstico (PRASAD et al. 2008;
CLARK et al. 2011; BEGNAMI et al. 2012; COUTINHO-CAMILLO et al.
2017). Considerando o perfil de expressao de proteinas avaliadas em nosso
estudo, n&o foi possivel separar as amostras em grupos de mioepitelioma,
adenoma pleomorfico e adenoma de células basais. Foram observados dois
agrupamento distintos. Um desses agrupamentos apresentou maior
expressao de caldesmon e AML, mas era composto pelos diferentes
tumores.

E importante salientar que a analise de clusterizacdo é bastante
utilizada para estudo de variaveis continuas e no nosso caso utilizamos a
expressdo das proteinas de forma catergorizada, mesma abordagem
utiizada por PRASAD et al. (2008). Devemos considerar também, a
casuistica pequena avaliada em nosso estudo, especialmente para o
mioepitelioma e adenoma de células basais que s&o tipos histoldégicos mais
raros, o0 que pode interferir na andlise desse tipo de aboradagem

metodoldgica.
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O estudo desenvolvido demonstrou que todas as neoplasias
derivadas do ducto intercalar das glandulas salivares incluidas na pesquisa
apresentaram um marcante componente mioepitelial com caracteristicas
fenotipicas bastantes similares. A vimentina se mostrou um marcador
presente em todos os tumores, seguida da calponina, caldesmon e AML,
sugerindo que essas proteinas possam ser utilizadas na identificacdo das
células mioepiteliais. Contudo, ndo sao marcadores especificos dessas
células.

Os resultados da analise de imunoistoquimica e analise de
clusterizagdo sugerem que essas lesdes representem espectros histoldgicos
de um mesmo tumor. Contudo, outros estudos, com uma casuistica maior,

sao necessarios para a validacao dessa hipotese.
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CONCLUSAO

As proteinas citoceratina 14, vimentina, actina de musculo liso,
calponina, caldesmon e colageno tipo IV foram expressas em padrao
variavel nas células mioepiteliais do adenoma pleomorfico, adenoma

de células basais e mioepitelioma da glandula salivar

A analise de clusterizagdo hierarquica demonstrou que adenoma
pleomoérfico, adenoma de células basais e mioepitelioma da glandula
salivar ndo podem ser classificados baseado no perfil de expressao

dessas proteinas nos diferentes tumores estudados

A proteina AML foi frequentemente mais expressa nos casos de
adenoma pleomoérfico em relacdo ao mioepitelioma e adenoma de
células basais e houve associagdo da expressdao das proteinas

calponina e PLAG1
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