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RESUMO 

 

Costa, RF. Estabelecimento e caracterização de linhagens celulares e 

xenoenxertos derivados de tumores de glândula salivar. [Tese - 

Doutorado]. São Paulo; Fundação Antônio Prudente; 2025. 

 

Os tumores de glândulas salivares compreendem um grupo heterogêneo de 

lesões, apresentando diferentes características histológicas e comportamento 

clínico diverso. Apesar dos avanços sólidos alcançados pelas pesquisas, ainda 

há uma necessidade de investigar biomarcadores que auxiliem no diagnóstico 

e prognóstico dessas neoplasias e que expliquem sua evolução e progressão. 

Considerando que há poucos modelos celulares disponíveis para o estudo de 

tumores de glândula salivar humanos, o estabelecimento de modelos de cultura 

primária, esferoides e de xenoenxertos derivados de pacientes (PDX – Patient-

Derived Xenografts) torna-se fundamental. Esses modelos permitem estudos 

aprofundados sobre o comportamento das células tumorais, a ativação de vias 

de sinalização celular e o teste de drogas-alvo. Assim, o objetivo deste estudo, 

foi estabelecer modelos de cultura primária, esferoides e modelos de 

xenoenxerto derivado do paciente (PDX) para tumores de glândula salivar. Os 

pacientes submetidos à cirurgia para excisão dos tumores adenoma 

pleomórfico (AP), carcinoma adenoide cístico (CAC) e carcinoma 

mucoepidermoide (CME) foram convidados a participar do estudo. Para a 

cultura primária, o tecido fresco proveniente de cirurgias realizadas no 

A.C.Camargo Cancer Center foi dissociado mecanicamente e os fragmentos 

foram plaqueados e mantidos em cultura. Ensaios de imunocitoquímica foram 

realizados para caracterização das culturas celulares. As células foram 

analisadas quanto às taxas de viabilidade celular, migração celular e 

capacidade de invasão. As culturas primárias estabelecidas de carcinoma 

adenoide cístico foram utilizadas para desenvolvimento de esferoides em 

matrigel, hidrogel e suspensão. Para o desenvolvimento dos xenoenxertos, os 

fragmentos foram implantados em camundongos. O crescimento do tumor foi 

monitorado periodicamente e, para a caracterização do tumor, foi realizada 

análise imunoistoquímica, comparando o tecido tumoral dos pacientes e o 



 

   

 

tecido tumoral dos modelos de camundongos. Foram incluídos 13 pacientes (5 

de adenoma pleomórfico, 5 de carcinoma mucoepidermoide e 3 de carcinoma 

adenoide cístico). Culturas primárias foram estabelecidas a partir de duas 

amostras de adenoma pleomórfico e três amostras de carcinoma adenoide 

cístico. A caracterização imunocitoquímica confirmou a expressão de 

marcadores epiteliais e mioepiteliais. Ensaios funcionais demonstraram que as 

células de CAC apresentam maior capacidade de invasão e migração celular 

em comparação com as células de AP. Foram desenvolvidos modelos 

esferoides (hidrogel, matrigel e suspensão) a partir das três culturas primárias 

de CAC. Maior número de esferoides foi observado nos modelos em hidrogel e 

matrigel em comparação com o modelo em suspensão, enquanto que o o 

tamanho do esferoide foi maior no modelo em suspensão. O modelo PDX foi 

estabelecido apenas para uma amostra de adenoma pleomórfico, com 

manutenção das características histológicas semelhantes ao tumor original do 

paciente, confirmadas por análise imunoistoquímica. A continuidade da 

pesquisa para o desenvolvimento de modelos é crucial para o avanço de 

estratégias terapêuticas mais eficazes e personalizadas para pacientes com 

tumores de glândula salivar. Com os desafios enfrentados na criação de 

xenoenxertos, e do estabelecimento de um protocolo eficaz para o cultivo de 

células tumorais, destacamos a necessidade de explorar novas metodologias 

e tecnologias para aprimorar a modelagem in vivo e in vitro desses tumores. 

Palavras-chave: tumores de glândula salivar; cultura celular; xenoenxerto; 

imunoistoquímica. 



   

 

   

 

ABSTRACT 

 

Costa, RF. Establishment and characterization of cell lines and xenografts 

derived from salivary gland tumors. [Thesis-Doctor degree]. São Paulo; 

Antônio Prudente Foundation; 2024. 

Salivary gland tumors comprise a heterogeneous group of lesions, presenting 

diverse histological characteristics and clinical behavior. Despite solid advances 

achieved through research, there is still a need to investigate biomarkers that 

assist in the diagnosis and prognosis of these neoplasms, and that explain their 

evolution and progression. Considering the limited number of available cell 

models for the study of human salivary gland tumors, the establishment of 

primary culture models, spheroids, and patient-derived xenografts (PDX) 

becomes fundamental. These models allow in-depth studies on tumor cell 

behavior, activation of cellular signaling pathways, and targeted drug testing. 

The aim of this study was to establish primary culture models, spheroids, and 

PDX models for salivary gland tumors. Patients undergoing surgery for excision 

of pleomorphic adenoma (PA), adenoid cystic carcinoma (ACC), and 

mucoepidermoid carcinoma (MEC) were invited to participate in the study. For 

primary culture, fresh tissue obtained from surgeries at A.C.Camargo Cancer 

Center was mechanically dissociated, and the fragments were plated and 

maintained in culture. Immunocytochemistry assays were performed for cellular 

characterization. Cells were analyzed for viability, migration, and invasion 

capacity. Primary cultures were established from two pleomorphic adenoma 

samples and three adenoid cystic carcinoma samples. Immunocytochemical 

characterization confirmed the expression of epithelial and myoepithelial 

markers. Functional assays demonstrated that ACC cells exhibited greater 

invasion and migration capacity compared to PA cells. Spheroid models (in 

hydrogel, Matrigel, and suspension) were developed from the three ACC 

primary cultures. A higher number of spheroids was observed in hydrogel and 

Matrigel models compared to the suspension model, while spheroid size was 

larger in the suspension model. The PDX model was successfully established 

from only one pleomorphic adenoma sample, maintaining histological 

characteristics similar to the patient’s original tumor, as confirmed by 



   

 

   

 

immunohistochemical analysis. Continuing research to develop models is 

crucial for advancing more effective and personalized therapeutic strategies for 

patients with salivary gland tumors. Given the challenges in creating xenografts 

and establishing effective protocols for culturing tumor cells, we emphasize the 

need to explore new methodologies and technologies to improve in vivo and in 

vitro modeling of these tumors. Keywords: salivary gland tumors; cell culture; 

xenografts; immunohistochemistry.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os tumores de glândulas salivares representam um grupo heterogêneo 

de neoplasias que ocorrem nas glândulas salivares maiores e menores. Esses 

tumores variam amplamente em termo de comportamento biológico, desde 

lesões benignas até malignas. Além disso, a raridade desses tumores e a 

diversidade de subtipos histológicos dificultam o desenvolvimento de 

tratamentos padronizados e eficazes, além da falta de existência de linhagens 

celulares comercialmente disponíveis. 1-8 Assim, o estabelecimento e 

caracterização de linhagens celulares e xenoenxertos de tumores de glândulas 

salivares são áreas cruciais da pesquisa oncológica, possibilitando uma melhor 

compreensão da biologia tumoral e o desenvolvimento de novas terapias. 5,9-12  

Entre os diversos tipos de tumores que afetam as glândulas salivares, 

destacam-se o adenoma pleomórfico, o carcinoma mucoepidermoide e o 

carcinoma adenoide cístico, cada um apresentando desafios únicos e 

características distintas. O adenoma pleomorfico (AP), é o tumor benigno mais 

comum das glândulas salivares (60%), possuindo uma natureza altamente 

heterogênea, refletida em sua diversidade morfológica, estrutural e 

comportamento biológico. A criação de modelos in vitro e in vivo desse tumor, 

permite a investigação detalhada de seus componentes celulares, variações 

histomorfológicas e moleculares, facilitando a identificação de biomarcadores 

relevantes para diagnóstico, prognóstico e transformação maligna.13-18 

O carcinoma mucoepidermoide e o carcinoma adenoide cístico, os tipos 

malignos mais frequentes (15% e 10%, respectivamente), apresentam 

variabilidade histológica e comportamento clínico imprevisível, com tendência 

a metástases. O carcinoma adenoide cístico apresenta um desafio para o 

diagnóstico, além do tratamento mais agressivo, que causa maior impacto ao 

paciente em comparação ao carcinoma mucoepidermoide, que geralmente 

apresenta casos de grau baixo ou intermediário. O desenvolvimento de 

linhagens celulares, esferoides e xenoenxertos para estes carcinomas 

mimetiza o seu comportamento, ajudando a entender a complexidade 

morfológica e estrutural, preservando as alterações genéticas e 

características do tumor original o que possitilita avançar na descoberta de 
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novos alvos terapêuticos. Um diagnóstico correto e uma classificação 

histológica adequada resultam em um tratamento mais eficaz e um prognóstico 

melhorado. 19-23 

Nesse contexto, a criação e análise de linhagens celulares, esferoides e 

xenoenxertos fornece uma plataforma robusta para estudos comportamentais 

e moleculares. Esses modelos permitem entender as alterações genéticas e 

desenvolver estratégias terapêuticas, contribuindo para o avanço do 

conhecimento e tratamento dos tumores das glândulas salivares. 9,10,24-26  

Assim, o objetivo deste trabalho é estabelecer e caracterizar linhagens 

celulares, esferoides e modelos de xenoenxertos de adenoma pleomórfico, 

carcinoma mucoepidermoide e carcinoma adenoide cístico e, desta forma, 

esperamos contribuir para a melhoria do prognóstico e a qualidade de vida dos 

pacientes afetados por esses tipos raros e complexos de câncer de glândulas 

salivares. 

 

 
1.2  Revisão de literatura 

 

1.2.1 Glândulas salivares 

 

As glândulas salivares são órgãos pertencentes ao complexo orofacial, 

compostas por um conjunto de glândulas exócrinas especializadas na produção 

e secreção de saliva.27-28 A saliva protege a cavidade oral e os dentes, além de 

facilitar a deglutição. 27-28 As glândulas salivares são classificadas em glândulas 

maiores (glândulas parótida, sublingual e submandibular) e as glândulas 

menores distribuídas pela cavidade oral. As glândulas são envoltas pelo 

estroma e formadas por um sistema de ductos e ácinos. As células acinares 

produzem a saliva, os ductos preparam a saliva e as células mioepiteliais 

presentes dentro da membrana basal, facilitam a secreção da saliva.27 

Diversos fatores, como a exposição à radiação, uso prolongado de 

produtos químicos (como cigarro e álcool), doenças autoimunes (Síndrome de 

Sjögren), infecções virais (como Epstein-Barr) e câncer, podem comprometer a 
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função salivar, impactando negativamente a fala, o paladar e a função 

alimentar.4,29,30 Em relação ao câncer das glândulas salivares, embora não haja 

fatores de risco específicos tão bem definidos quanto para outros tipos de 

câncer, a exposição prolongada a certos agentes químicos e à radiação é 

conhecida por aumentar o risco dessas neoplasias.29 O carcinoma 

mucoepidermoide (CME) é a malignidade mais comum das glândulas salivares 

associada à exposição à radiação. Por outro lado, o carcinoma de células 

escamosas está relacionado ao consumo de tabaco e álcool. Condições 

autoimunes, como a síndrome de Sjögren, podem predispor um indivíduo a 

desenvolver malignidades nas glândulas salivares, como linfoma.31  

 

 

1.2.2 Tumores de glândulas salivares 

 

Os tumores de glândulas salivares, sendo pouco frequentes, 

representam apenas 3 a 6% dos tumores de cabeça e pescoço.3,32,33 A 

incidência varia de 0.4 a 13.5 casos por 100.000 habitantes, dependendo do 

sexo e da idade.3,32 Esses tumores são extremamente heterogêneos em termos 

de histologia, comportamento e origem.3 A glândula parótida é a mais 

comumente afetada, seguida pelas glândulas submandibulares e glândulas 

menores do palato.3,4,34 Os tumores mais prevalentes incluem o adenoma 

pleomórfico (AP), o carcinoma mucoepidermoide (CME) e o carcinoma 

adenoide cístico (CAC). 27,35 

Tumores benignos representam 70% de todos os tumores de glândula 

salivar, geralmente formando uma massa nodular encapsulada, geralmente 

indolor. Dormência e perda da função motora são sintomas associados a 

tumores mais agressivos, sendo a dor observada mais raramente e associada 

à transformação maligna. Além disso, a presença de cápsula incompleta ou 

ausente dificulta a diferenciação entre tumores benignos e malignos, 

aumentando o risco de recorrência e potencial transformação maligna 

destacando a importância de um monitoramento rigoroso e contínuo. 3,32,36,37  

A incidência anual estimada dos tumores malignos de glândula salivar é 

de 1 caso por 100,000 habitantes, representando cerca de 21-46% dos casos. 
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Os tumores malignos são geralmente de alto grau, sintomáticos, alta taxa de 

proliferação e capacidade metastática. O comportamento metastático afeta o 

nervo facial, além de atingir os linfonodos cervicais, pulmões, fígado e ossos. 

Usualmente a abordagem terapêutica requer ressecção cirúrgica e em alguns 

casos, a radioterapia também é utilizada.27,38-40 A radioterapia é recomendada 

nos casos de estágio avançado do tumor, tumores de alto grau, invasão 

perineural ou linfovascular, margens de ressecção próximas ou positivas, 

extensão extra-parotídea ou envolvimento de linfonodos. Esses fatores indicam 

a necessidade de uma abordagem mais agressiva para o tratamento, visando 

controlar a progressão da doença e melhorar o prognóstico do paciente.20 A 

taxa de sobrevivência de pacientes é de 71% em 5 anos, dependendo do tipo 

de tumor, local de origem, agressividade e estádio. A migração para tecidos 

adjacentes, região perineural e nervo aumenta a porcentagem de falha no 

tratamento.27 No entanto, casos de tumores irressecáveis são frequentemente 

considerados incuráveis, e a quimioterapia, embora utilizada, demonstra 

eficácia variável com resultados contraditórios.38,40 

O adenoma pleomórfico é a neoplasia mais comum, representando 70% 

dos crescimentos anormais das glândulas salivares, com predileção nas 

glândulas parótidas.13,41 Esse tumor tem histologia de células bifásicas, 

composta por células epiteliais e mioepioteliais dispersas em uma matriz com 

diferenciação variada.42 A translocação do gene do adenoma pleomórfico 1 

(PLAG1) é específica desse tumor, representando 60 a 80% dos casos, além 

outros genes como  grupo AT-Hook 2 de alta mobilidade (HGMA2) (10 a 30%) e de 

outros marcadores imunohistoquímicos como citoceratina 7 (CK7), p63 e 

vimentina que auxiliam no diagnóstico destes tumores.15,18,43-45 Além disso, a 

abordagem terapêutica inclui a excisão cirúrgica e o monitoramento de longo 

prazo para detecção precoce de recorrência e possíveis transformações 

malignas, como o carcinoma ex-adenoma pleomórfico (CA-ex-AP).46,47 

O carcinoma mucoepidermoide representa cerca de 15% de tumores de 

glândulas salivares e ocorre predominantemente nas glândulas parótidas, 

formado por células mucosas, células intermediárias e células epidermoides. 

Para a determinação do grau histológico são consideradas características 

como a arquitetura cística, taxa de mitose, invasão perineural, necrose e grau 
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de atipia citológica.20 Nos tumores de baixo grau, predominam as células 

mucosas e as lesões são mais císticas. Nos tumores de alto grau, as células 

epidermoides predominam e as lesões tendem a ser mais sólidas. Também 

podem ser observadas lesões necróticas e invasão do tecido neural e ósseo 

adjacente. 19,20 Proteínas de fusão derivadas de rearranjo cromossômico 

constituem um importante fator de diagnóstico e prognóstico como 

CRTC1,3::MAML2 (Coativador Transcricional Regulador de CREB 1,3- 

Mastermind como coativador transcricional 2) (30 a 40%% dos casos), além 

dos marcadores imunohistoquímicos como o Ki-67 na avaliação da proliferação 

celular e importantes vias de sinalização como Receptor do Fator de 

Crescimento Epidérmico (EGFR) e o Fosfoinositídeo 3-quinase/Proteína 

Quinase B (PI3K/AKT) na progressão tumoral.18,43,48 A abordagem terapêutica 

inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Porém, a eficácia é relativa em 

diferentes estágios da doença e do grau histológico. Tumores de grau 

histológico intermediário ainda apresentam um prognóstico incerto, o que torna 

desafiador definir se a abordagem terapêutica deve ser mais agressiva, como 

nos casos de alto grau, ou menos intensa, como nos tumores de baixo grau.20,49 

O carcinoma adenoide cístico representa 10% de tumores de glândula 

salivar, com uma incidência anual de 3-4.5 casos por 100,000 habitantes.50,51 

Histopatologicamente, o carcinoma adenoide cístico (CAC) é caracterizado 

pela proliferação de células ductais e mioepiteliais em padrões tubulares, 

cribriformes ou sólidos. Além disso, o CAC é conhecido por sua invasão 

perineural e envolvimento do nervo facial, resultando em dor e paralisia, com 

alta incidência de recorrências locais e metástases à distância.22 Os 

tratamentos recomendados incluem excisão cirúrgica e radioterapia.52 Apesar 

dessas opções de tratamento, os tumores recidivados são frequentemente 

incuráveis. Alterações moleculares, como a translocação resultante da fusão 

do gene MYB::NFIB (70% dos casos) ou mutações na via Notch (10 a 20%) e 

em adição a morfologia das células luminais e abluminais dispostas em túbulos, 

são fatores auxiliares no diagnóstico. A importância do c-Kit/CD117 (cluster de 

diferenciação 117) na diferenciação e agressividade tumoral também contribui 

para a compreensão desses tumores. 1,13,53-55 Assim, a complexidade desses 

tumores e a falta de terapias eficazes reforçam a necessidade de pesquisas 

adicionais e o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 
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personalizadas. A utilização de modelos experimentais é crucial para melhorar 

o prognóstico e a qualidade de vida dos pacientes afetados. 

 

 

1.2.3 Modelos experimentais 
 

Os tumores de glândulas salivares são reconhecidos por sua histologia 

heterogênea, marcada por variações na expressão gênica e nas vias 

moleculares envolvidas. Essa complexidade dificulta a padronização de 

modelos clínicos eficazes, tornando o desenvolvimento de abordagens 

terapêuticas personalizadas um desafio.1,3  

A abordagem terapêutica inicial geralmente envolve ressecção cirúrgica 

seguida de radioterapia, sendo esta última essencial para casos de alto 

risco.56,57 No entanto, para casos metastáticos, a eficácia da quimioterapia é 

limitada, evidenciando a necessidade urgente de novas estratégias 

terapêuticas baseadas em modelos experimentais mais precisos e 

representativos.2,9 Devido à raridade desses tumores e consequente escassez 

de dados clínicos, torna-se desafiadora a avaliação de novas abordagens 

terapêuticas.1,58 Para superar essas limitações, os modelos de Patient-Derived 

Xenografts (PDX) têm se destacado. Esses modelos consistem na implantação 

de fragmentos tumorais humanos em camundongos imunodeficientes, 

permitindo que o tumor mantenha suas características histológicas e genéticas 

originais.10,24 Além dos PDXs, as culturas celulares primárias provenientes de 

tumores de glândulas salivares têm sido uma ferramenta crucial. Estas culturas 

permitem estudar o comportamento das células tumorais in vitro, analisar 

mutações genéticas e avaliar a resposta a diferentes agentes terapêuticos em 

um ambiente controlado (Figura 1).5,59  

O desenvolvimento de modelos experimentais, aliado aos avanços 

moleculares, proporciona uma base sólida para o desenvolvimento futuro de 

terapias direcionadas. Esse progresso tem o potencial de, futuramente, 

melhorar a qualidade de vida dos pacientes, ao possibilitar a identificação e 

validação de drogas-alvo específicas para o tratamento de tumores das 

glândulas salivares. 9 
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Fonte: Autoria própria 
 

Figura 1 - Representação esquemática do desenvolvimento de modelos in vivo 

e in vitro de tumores de glândulas salivares. A partir de fragmentos de tumores 

coletados no momento cirúrgico é possível o estabelecimento de modelos 

experimentais de cultura primária e PDX (Patient-Derived Xenografts). 

 

1.2.4 Cultura celular primária 2D e 3D 

 

Os testes em cultura de células in vitro representam uma ferramenta 

essencial para o estudo da mutagênese e carcinogênese, oferecendo 

vantagens significativas como facilidade, rapidez, segurança e boa correlação 

com resultados de estudos in vivo.60,61 

No contexto dos tumores das glândulas salivares, onde linhagens 

celulares comerciais não estão disponíveis, diversas pesquisas têm se 

dedicado ao estabelecimento de linhagens celulares a partir de espécimes 

cirúrgicos frescos para entender o comportamento tumoral e viabilizar estudos 

iniciais para futuras terapias. Por exemplo, Lee et al. 62, Warner et al. 6 e Zhang 

et al. 7 contribuíram significativamente para o desenvolvimento de linhagens 

celulares específicas de tumores de glândula salivar como carcinoma 

mucoepidermoide e carcinoma adenoide cístico. Estudos como os de Lourenço 

et al.63,64 focaram particularmente no carcinoma adenóide cístico, explorando 

características morfológicas, marcadores imunofenotípicos e o comportamento 

Glândulas 

salivares 

Fragmento de tumor de glândula 

salivar em meio de cultura 

Cultura in vitro 

Implantes no 

camundongo 

Uilizados para 
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tumoral em cultura primária. Recentemente, Takada et al. 5 também utilizaram 

métodos de cultura celular para investigar o carcinoma adenoide cístico, 

permitindo análises detalhadas da ultraestrutura tumoral, expressão de 

marcadores de pluripotência e resposta a drogas antitumorais in vitro. 

Os modelos in vitro variam em complexidade, desde modelos 

bidimensionais (2D) até tridimensionais (3D). Os componentes 3D são 

estratificados e mimetizam os compartimentos das glândulas salivares, 

funcionando como materiais de enxerto adequados, uma vez que a morfologia, 

fisiologia e fisiopatologia recapitulem a arquitetura e assinatura genética in vivo. 

Além disso, a avaliação funcional pode ser melhor investigada em modelos de 

cultura 3D.65,66 Atualmente, extensas pesquisas estão sendo realizadas sobre 

modelos para aplicações clínicas, a fim de permitir o desenvolvimento de 

abordagens de medicina personalizada. Organoides orais, por exemplo, têm 

sido explorados como uma estratégia para restaurar e manter a secreção 

salivar normal, ajudando a preservar a homeostase oral funcional. 65,66 Os 

organoides de glândulas salivares possuem estruturas semelhantes a ácinos e 

ductos, oferecendo uma solução inovadora para a xerostomia, que é a causa 

de várias morbidades, além da capacidade de restaurar a função das glândulas 

danificadas por radiação.66-70 

Os organoides geralmente são cultivados em Matrigel ou equivalentes, 

que exibem uma composição semelhante ao tecido e diferenciação celular, 

mimetizando o ambiente extracelular. No entanto, o Matrigel é produzido a 

partir da purificação de extratos da matriz extracelular do tumor Engelbreth–

Holm–Swarm (EHS) de camundongos o que traz algumas desvantagens, como 

o custo elevado e a menor capacidade de personalização. Além disso, por ser 

derivado de fontes animais, pode apresentar variação entre lotes, o que pode 

influenciar a reprodutibilidade dos experimentos.66 Hidrogéis, por sua vez, são 

materiais à base de água que oferecem uma série de vantagens nos modelos 

de organoides, incluindo maior controle sobre as propriedades físicas e 

químicas, personalização para culturas celulares específicas, fornecimento de 

sinais bioquímicos e biomecânicos específicos às células, menor risco de 

contaminação por patógenos e biocompatibilidade.67-70 Exemplos de 

biomoléculas que formam os polímeros solúveis em água usados para a 

produção de hidrogéis incluem a quitosana, colágeno, ácido hialurônico e 
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fibronectina. Essas biomoléculas podem ser modificadas para se adequar 

melhor aos requisitos específicos de cultivo celular. 67-70  

Poucos modelos de esferoides e organoides de carcinoma adenóide 

cístico (CAC) foram estabelecidos, utilizando Matrigel ou Cultrex.71-75 Portanto, 

o estabelecimento e a utilização de modelos de cultura primária e esferoides 

de células tumorais das glândulas salivares neste estudo, permitirá avançar na 

compreensão do comportamento celular desses tumores, na identificação de 

potenciais alvos terapêuticos e na avaliação de novas estratégias de 

tratamento.  

 

 

 

1.2.5 Xenoenxertos derivados de pacientes - PDX 
 

 

A utilização do modelo de Patient-Derived Xenografts (PDX) representa 

um avanço significativo na pesquisa translacional dos tumores de glândulas 

salivares. Este modelo envolve a implantação de fragmentos tumorais 

derivados de pacientes em camundongos imunodeficientes, permitindo que os 

tumores cresçam e se desenvolvam preservando as características genéticas 

e fenotípicas dos tumores originais.76,77 Hoge et al.78 demonstraram que o 

genoma dos modelos PDX preserva 90% das características genéticas dos 

tumores originais, o que fortalece sua relevância na pesquisa translacional. 

Além disso, a criação de novas linhagens de camundongos imunodeficientes, 

como NOD Scid Gamma (NSG) por Shultz et al.79, tem contribuído para 

melhorar a fidelidade e aplicabilidade desses modelos. 

Contudo, os modelos PDX apresentam algumas desvantagens 

significativas que devem ser consideradas, como uma grande variabilidade em 

termos de sucesso de crescimento (entre 30-50%) e tempo, podendo levar até 

12 meses para se desenvolver.80 Por exemplo, Keysar et al.81 realizaram 

enxertia de carcinoma de células acinares em camundongos e identificaram 

alterações genômicas e de expressão gênica associadas com recorrências 

tardias e metástases. Além disso, Pearson et al. 82 observaram mudanças 
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epigenéticas em carcinoma de células epidermoides e carcinoma adenoide 

cístico nos modelos PDX, especialmente quando ocorre a substituição por 

estroma murino. Com o aumento do número de passagens e do tempo, também 

foi notado um aumento no pleomorfismo nuclear e alterações histopatológicas, 

além de uma diminuição no número de células imunológicas e tecido do 

estroma por passagem, permitindo que o tumor cresça mais rapidamente e 

apresente um padrão mais agressivo nas amostras. 

Apesar dessas limitações, os modelos PDX continuam sendo uma 

ferramenta crucial para estudar a biologia tumoral, identificar biomarcadores 

relevantes e avaliar a eficácia de novas terapias para carcinomas de glândulas 

salivares. 76,84,85 Esses modelos proporcionam um ambiente experimental que 

reflete as características dos tumores humanos, oferecendo oportunidades de 

estudo que podem ser traduzidos para o desenvolvimento de tratamentos mais 

eficazes e personalizados para pacientes com esses tipos de câncer.81 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Os tumores de glândula salivar, como o carcinoma mucoepidermoide, 

carcinoma adenoide cístico e adenoma pleomórfico, representam uma pequena 

fração dos tumores de cabeça e pescoço, porém são complexos devido à sua 

grande heterogeneidade, manifestando uma ampla gama de lesões distintas. 

Isso confere um desafio significativo tanto no diagnóstico quanto no 

desenvolvimento de tratamentos eficazes para essas neoplasias. 

A abordagem primária para o tratamento dessas neoplasias é a cirurgia, 

frequentemente seguida por radioterapia em casos de alto risco. Contudo, o 

papel da quimioterapia ainda é controverso, devido à limitação de opções 

eficazes para tumores irressecáveis. Num contexto ideal, as terapias 

personalizadas e as terapias-alvo apresentam oportunidades terapêuticas 

promissoras, ressaltando a importância crucial de identificar alterações 

moleculares específicas e compreender o seu papel na progressão tumoral. 

Para avançar nessa área, é essencial o desenvolvimento de modelos 

pré-clínicos robustos, como xenoenxertos, culturas primárias e esferoides. 

Esses modelos replicam com maior precisão as características dos tumores 

humanos, possibilitando um estudo detalhado de suas propriedades biológicas 

e respostas terapêuticas. Além de proporcionar um ambiente controlado 

para investigar perfis de expressão gênica, estes modelos têm potencial para 

gerar amostras suficientes para partilha entre investigadores e pesquisadores, 

acelerando o progresso na compreensão e tratamento desses tumores.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

O estabelecimento e caracterização de modelos in vitro e in vivo derivados de 

tumores de glândula salivar 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Estabelecimento de culturas primárias derivados de tumores de 

glândula salivar (adenoma pleomórfico, carcinoma mucoepidermoide e 

carcinoma adenoide cístico) 

 

3.2.2 Caracterização das culturas primárias por imunocitoquímica 

 

3.2.3 Caracterização das culturas com relação ao comportamento biológico 

(taxas de proliferação, capacidade de invasão, migração celular) 

 

3.2.4 Estabelecimento de xenoenxertos derivados de tumores de glândula 

salivar (adenoma pleomórfico, carcinoma mucoepidermoide e carcinoma 

adenoide cístico) 

 

3.2.5 Caracterização dos xenoenxertos por imunoistoquímica 

 

3.2.6 Estabelecimento de esferoides derivados de carcinoma adenoide cístico 

em modelos de supensão, hidrogel e matrigel 

 

3.2.7 Caraterização e comparação dos modelos de esferoides (supensão, 

hidrogel e matrigel) com relação à quantidade e tamanho  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Casuística 

 

 Os pacientes com tumores de glândula salivares dos subtipos 

histológicos mais frequentes, com cirurgia programada no A.C.Camargo 

Cancer Center, foram convidados a participar do estudo após a leitura do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram incluídos pacientes que 

assinaram o TCLE e que não tenham se submetido a terapias prévias 

(quimioterapia ou radioterapia). Foram incluídos 13 pacientes (5 de adenoma 

pleomórfico, 5 de carcinoma mucoepidermoide e 3 de carcinoma adenoide 

cístico). 

Após o procedimento cirúrgico, fragmentos do tumor foram separados 

por um patologista e acondicionados em tubos com meio de cultura Meio de 

Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco #41965-839). Esses 

fragmentos foram utilizados para as análises in vitro e in vivo descritas 

posteriormente (Figura 2). 

Dados demográficos, clínicos e patológicos de cada caso foram 

coletados dos prontuários arquivados no SAME do A.C.Camargo Cancer 

Center. A realização deste estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Instituição (protocolo número 2624/18). 

 

 

 

 
 

Fonte: Autoria própria 
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Figura 2 - Estabelecimento e caracterização dos modelos de tumores de 

glândula salivar através do desenvolvimento de culturas primárias e 

xenoenxertos. Os fragmentos coletados no momento cirúrgico são 

acondicionados em meio de cultura, dissociados mecanicamente e utilizados 

para a cultura de células e implante nos camundongos. Para caracterização 

dos modelos in vitro (cultura de célula) são realizados ensaios de  

imunocitoquímica e de comportamento biológico (proliferação, capacidade de 

invasão e migração celular) e para a caracterização dos modelos in vivo 

(transplantado para camundongos imunodeficientes) são realizados ensaios de  

imunohistoquímica. 

 

4.2 Desenvolvimento dos xenoenxertos 

 

 Foram utilizados camundongos imunodeficientes NOD Scid Gamma - 

NSG (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA) com idade média entre 6 e 

12 semanas para os experimentos de PDX (Patient derived xenograft). Estes 

animais são criados e fornecidos pelo Biotério do A.C.Camargo Cancer Center. 

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais (“Plataforma de estudo de tumores raros e menos comuns 

baseados em xenoenxertos derivados de pacientes – CEUA 082/18”). 

Fragmentos do tumor (medindo entre 1 e 3 mm) obtidos dos pacientes no 

momento cirúrgico foram implantados subcutaneamente no dorso dos 

camundongos NSG através de uma cânula, após anestesia com injeção 

intraperitoneal de Cetamina (Ketamin-S,Cristália) e Xilazina (Ronpun, Bayer) 

na concentração de 100 mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Um a cinco 

fragmentos tumorais foram implantados em três animais com auxílio de uma 

agulha Cancer Implant Needle 11G (Cadence Science). Os animais foram 

monitorados periodicamente para a observação do crescimento tumoral. 

Quando foi observado crescimento tumoral com tamanho aproximado de 1 cm3, 

os camundongos foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia, o 

tumor removido, e implantado em novos animais para realização das três 

passagens. Parte do material foi criopreservada por vitrificação, um método de 
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congelamento ultrarrápido que impede a formação de cristais de gelo, 

preservando melhor a estrutura celular e a viabilidade do tecido. 

Posteriormente, o material foi processado e submetido à avaliação histológica. 

O procedimento experimental pode ser observado na Figura 3.  

Todos os animais foram mantidos no Biotério da Instituição, distribuídos 

em gaiolas com sistema de fecho com filtro (5 animais por gaiola, no máximo), 

e recebendo água e ração ad libitum durante todo o processo experimental. 
 

 
 

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 3 - Representação esquemática do procedimento do implante tumoral 

em camundongos. A) Anestesia dos animais;  B) Colocação dos fragmentos 

tumorais na cânula; C) Implante dos fragmentos no camundongo; D) Crescimento 

tumoral na região dorsal do camundongo; E) Remoção cirúrgica do tumor;  F) 

Medição do fragmento retirado do camundongo. 

 

4.2.1 Caracterização dos modelos PDX 

 

Para a caracterização do modelo PDX, foram realizados ensaios 

imunoistoquímicos. Resumidamente, os tecidos parafinados dos tumores 

cultivados nos animais foram seccionados, desparafinizados, reidratados e 
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submetidos à recuperação antigênica. As secções são incubadas em peróxido 

de hidrogênio aquoso a 3% por 15 min para extinguir a atividade da peroxidase 

endógena, e com a solução Protein Block por 20 min em temperatura ambiente 

para eliminar a ligação inespecífica de reagentes, seguido por 1 hora de 

incubação com os anticorpos específicos de acordo com o tipo histológico do 

tumor. O painel de anticorpos utilizado para a caracterização do xenoenxerto 

está descrito na Tabela 1. 

O complexo antígeno-anticorpo é visualizado por meio do sistema de 

detecção Novolink (Leica). A revelação é feita utilizando-se como substrato 

cromógeno 3,3’ – diaminobenzidina (DAB) e a contra-coloração utilizando-se a 

hematoxilina. Os cortes são então desidratados e montados com uma lamínula 

de vidro e meio de montagem à base de xileno. 

 

4.3 Culturas primárias 

 

Para o estabelecimento das culturas primárias, as amostras de tecido 

tumoral, obtidas dos pacientes no momento cirúrgico, foram dissociadas 

mecanicamente com o auxílio de um bisturi. O material é plaqueado em placas 

de 100mm. As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e 1% 

de solução de antibióticos/antimicótico (penicilina 10,000 U/mL, estreptomicina 

10,000 µg/mL, e 25 µg/mL de anfotericina B), e incubados em estufa úmida a 

37º C e 5% de CO2. 

 

4.3.1 Caracterização das culturas 

 

4.3.1.1 Imunocitoquímica 

 

Para a caracterização das culturas foram realizados ensaios de 

imunocitoquímica. Resumidamente, 1x104 células foram cultivadas em placas 
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de 6 poços com lamínula de vidro por 48 horas. As células foram então fixadas 

em solução de paraformaldeído 4% por 4 minutos. A seguir as células foram 

permeabilizadas em solução de Triton X100 1% por 5 minutos, seguida por 

incubação por 1 hora com o anticorpo específico. O título dos anticorpos, seus 

clones e fornecedor estão descritos na Tabela 1. 

O complexo antígeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de 

detecção Novolink (Leica). A revelação foi feita utilizando-se como substrato 

cromógeno 3,3’ – diaminobenzidina (DAB) e a contra-coloração utilizando-se a 

hematoxilina. As lamínulas foram posteriormente retiradas da placa de 6 poços 

e montadas em lâmina contendo meio de montagem aquoso. 

 

Tabela 1 - Lista dos anticorpos utilizados para a caracterização dos modelos 

em tumores de glândula salivar: soro primário, clone, fornecedor e título. 
 

Soro 
primário 

Clone Fonte Título Marcação Tipo celular 

p63 NCL-p63 Leica 1:80 Núcleo Células basais 

CK14 SP53 
Cell 

marque 

Pronto 
para 
uso 

Citoplasma 
Células basais e 

epiteliais 

Ki-67 MIB-1 Dako 
Pronto 
para 
uso 

Núcleo Células em divisão 

Pan-Keratin AE1/AE3/PCK26 Roche 
Pronto 
para 
uso 

Citoplasma Células epiteliais 

Vimentina V9 Roche 
Pronto 
para 
uso 

Citoplasma 
Células 

mesenquimais 

AML 1A4 Roche 
Pronto 
para 
uso 

Citoplasma 
Células mioepiteliais 
ou musculares lisas 

Citoqueratina AE1/AE3 Dako 
Pronto 
para 
uso 

Citoplasma Células epiteliais 

c-Kit EP10 Roche 
Pronto 
para 
uso 

Membrana 
e 

citoplasma 
Células-tronco 

Fonte: Autoria própria 
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4.3.1.2 Ensaio de viabilidade celular 

 

 As células (3 x 104) foram plaqueadas em placas de seis poços e as 

análises realizadas em 24, 48, 72 e 96 horas. Após o período de incubação, o 

meio foi retirado, as células lavadas com Phosphate Buffered Saline (PBS),  

tripsinizadas e coradas com 100 µl de Trypan Blue para a contagem em câmara 

de Neubauer. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 

 

4.3.1.3 Ensaio de migração celular 

 

 As células foram plaqueadas em placas de 12 poços (1 x 104 células por 

poço) e cultivadas até atingirem a confluência total, sendo mantidas em meio 

sem soro. Com auxílio de uma ponteira estéril de 200µL, foi realizado um risco 

no centro da lamínula para retirar as células e criar um espaço que será 

ocupado pelas células migratórias. A migração celular foi avaliada nos tempos 

de 0, 24, 48h quando as células são fotografadas. O cálculo da área migrada 

foi realizado com auxílio software ImageJ. As porcentagens da cicatrização 

foram calculadas com base na área da ferida com relação ao período 0. Os 

ensaios foram realizados em triplicatas. 

 

 

4.3.1.4  Ensaio de invasão celular 

 

Foi utilizado o sistema de câmara Transwell, em que as membranas com 

poros de 8µm são revestidas com uma solução composta por meio de cultura 

e Matrigel na concentração de 300 µg/mL, em uma placa de 24 poços, onde 

um poço apresentava soro e outro sem soro na parte inferior. Após a 

solidificação do Matrigel, as células foram plaqueadas (1 x 105 células por poço) 

e, após um período de incubação de 24 horas a 37°C em uma atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2, as células não invasoras da câmara superior foram 

removidas, enquanto as células que atravessaram a membrana foram lavadas 
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com PBS, fixadas com metanol absoluto e coradas com Hematoxilina de Harris. 

As membranas secas ao ar e colocadas em lâmina de microscopia foram 

fotografadas. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 

 

4.4 Desenvolvimento de esferoides 

 

Para as células de carcinoma adenoide cístico foram desenvolvidos 

modelos de cultura em esferoides (hidrogel, matrigel e suspensão) (Figura 4). 

Essa etapa do projeto foi desenvolvida no âmbito do Programa de Doutorado 

Sanduíche da CAPES sob a supervisão da Dra Christine Delporte no 

laboratório de Bioquímica Fisiopatológica e Nutricional (LBFN) da Universidade 

Livre de Bruxelas. 

Para a cultura de esferoides em suspensão, as células de carcinoma 

adenoide cístico foram semeadas em DMEM a uma densidade de 1 x 10⁵ 

células/cm² em placas de adesão ultrabaixa de 6 poços (Corning, #3471) e 

incubadas em estufa de cultura celular com 5% de CO₂ a 37°C. Após 2 e 4 dias 

de incubação, o número de esferoides foi contado em microscópio óptico 

invertido com aumento de 20X, equipado com câmera conectada a um 

computador com o software Motic Plus para captura de imagens. 

Para a cultura de esferoides em géis, as células foram semeadas em 

DMEM a uma densidade de 1 x 10⁵ células/cm² em placas de 12 poços (VWR, 

#734-2324), misturadas com 50 µL de Matrigel (não revestido) (Corning, 

Cat#354234) ou hidrogel de HA-Tyr-SF (feito com 2,5% (p/v) de ácido 

hialurônico conjugado com tiramina (HA-Tyr) e 4% (p/v) de solução de fibroína 

de seda (SF), preparada em água deionizada e misturada na proporção de 

volume 1:1, conforme descrito por Ziadlou et al., 2021. As células foram 

incubadas em estufa de cultura celular com 5% de CO₂ a 37°C por 4 dias. Os 

géis foram destacados e lavados três vezes com PBS frio 10 mM, por 

centrifugação e ressuspensão a 500 g por 8 minutos a 4°C. O pellet resultante 

foi ressuspenso em PBS 10 mM, e 100 µL dos esferoides foram transferidos 

para placas de 96 poços (VWR, #734-2327) para contagem da mesma forma 

que a suspensão. Detalhamento das etapas metodológicas do projeto pode ser 

visualizado na Figura 4. 
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O tamanho dos organoides foi determinado medindo suas áreas com base 

na circunferência dos organoides, obtidas a partir da análise de 4 imagens por 

condição, utilizando o software ImageJ. 

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 4 – Esquema representativo do desenvolvimento e caracterização de 

modelos esferoides em carcinoma adenoide cístico. Os modelos desenvolvidos 

em suspensão, hidrogel e matrigel são caracterizados por imunofluorescência 

e sequenciamento de RNA. 

  

20



   

 

   

 

4.5  Análise estatística 

 

Os dados foram representados como média ± erro padrão da média (E.P.M) 

de 3 experimentos independentes. A análise estatística foi iniciada com o teste 

de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram avaliados 

utilizando ANOVA unidirecional paramétrica ou não paramétrica ou teste de 

Friedman, conforme apropriado. Valores de p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Todas as análises estatísticas foram realizadas 

no software GraphPad Prism (versão 10.1.1).
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Casuística 

 

 Os pacientes foram prospectados com o auxílio da equipe de 

Enfermeiras de Pesquisa através de busca ativa de agendamentos do 

ambulatório do Departamento de Cabeça e Pescoço. De novembro de 2019 a 

setembro de 2024 foram prospectados um total de 62 pacientes. Desses 62 

casos, houve a exclusão de casos em que o paciente só fez a punção na nossa 

instituição, punção com resultado normal ou outros tumores de glândula salivar 

e tumores pequenos (não sendo possível a coleta de fragmento para o estudo). 

Dessa forma, um total de 18 pacientes foram incluídos no estudo: nove 

pacientes com adenoma pleomórfico, cinco pacientes com carcinoma 

mucoepidermoide e quatro pacientes com carcinoma adenoide cístico. 

Dos nove adenomas inicialmente identificados, três foram excluídos 

após o laudo anatomopatológico final revelar outro tipo de tumor glandular. Em 

cinco dos seis casos foi possível coletar e implantar fragmentos tumorais nos 

camundongos e um foi criopreservado. Em três desses casos, não houve 

crescimento tumoral nos animais, resultando na eutanásia destes. Em outro 

caso, o fragmento tumoral era muito pequeno, sendo implantado em apenas 

um camundongo que não sobreviveu ao procedimento cirúrgico. Em um único 

caso, houve crescimento tumoral significativo, o que permitiu a realização de 

ensaios para caracterização do modelo de xenotransplante (PDX) e cultivo 

celular, além de sequenciamento para análise das alterações genéticas 

(detalhadas posteriormente). Duas culturas celulares foram estabelecidas, 

denominadas de AP1 e AP2. 

Dos cinco casos de carcinoma mucoepidermoide, três não apresentaram 

crescimento tumoral nos camundongos. Duas dessas três amostras foram 

cultivadas in vitro, mas, ao longo das passagens, houve crescimento 

predominante de fibroblastos na cultura. As outras duas amostras foram 

implantadas nos camundongos que estão sendo acompanhados. 

Dos quatro casos de carcinoma adenoide cístico inicialmente 
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identificados, um foi excluído após o laudo anatomopatológico final revelar 

outro tipo de tumor glandular. Nos outros três casos, não se observou 

crescimento tumoral nos camundongos ao longo de um ano, resultando na 

eutanásia dos animais. Contudo, todas as amostras foram cultivadas in vitro 

sendo denominadas ACC1, ACC2 e ACC3. 

Dentre os pacientes incluídos no estudo, predominou o tumor na 

glândula parótida, com margens livres e ausência de envolvimento dos 

linfonodos. O sexo feminino foi mais frequentemente afetado, com idade 

variando de 29 a 73 anos. Invasão perineural foi observada apenas nas 

amostras de carcinoma adenoide cístico, o que é característico desses 

tumores. O grau histológico predominante nos carcinomas mucoepidermoides, 

foi o grau intermediário (conforme mostrado na Tabela 2). Detalhes adicionais 

sobre as amostras implantadas nos camundongos estão disponíveis na Tabela 

3. 

Além dos aspectos clínicos e experimentais, foi estabelecido um banco 

de dados na plataforma RedCap para armazenamento e análise das variáveis 

relevantes, incluindo tipo de tumor, gênero, raça, idade ao diagnóstico, grau 

histológico, localização do tumor, embolização vascular, invasão perineural, 

comprometimento dos linfonodos, recidiva, data e natureza da recidiva, 

metástase, data e localização das metástases, estado atual do paciente, tipo 

de tratamento, data da cirurgia e última atualização disponível. 
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Tabela 2 - Características demográficas, clínicas e patológicas dos pacientes 

com tumores de glândula salivar. 

Características Categoria 
Adenoma 

pleomórfico 

Carcinoma 
adenoide 

cístico 

Carcinoma 
mucoepidermoide 

     

Idade (em anos) < = 40 01 01 03 

 > 40 05 02 02 

     

Gênero Feminino 05 01 03 

 Masculino 01 02 02 

     

 Parótida 06 02 00 

Local do tumor Submandibular 00 01 00 

 
Glândulas 

menores 
00 00 05 

     

Embolia vascular Sim 00 00 01 

 Não 06 03 04 

     

Invasão perineural Sim 00 03 01 

 Não 06 00 04 

     

Linfonodo 

comprometido 

Sim 00 00 01 

 Não 06 03 04 

     

 Baixo 00 00 02 

Grau histológico Intermediário 00 00 03 

 Alto 00 00 00 

     

Metástase Sim 00 01 00 

 Não 06 02 05 

     

Recidiva Sim 00 00 00 

 Não 06 03 05 

     

Fonte: Autoria própria 
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Tabela 3 - Descrição dos tumores implantados nos camundongos e processados 

para cultivo primário. 

 

Amostra Tumor original 
Data do 

implante no 
camundongo 

Crescimento 
tumoral 

Tempo para 
o 

crescimento 

Cultura 
celular 

AP1 
Adenoma 

pleomórfico 
13/12/2019 Não - Sim (P6) 

AP2 
Adenoma 

pleomórfico 
19/12/2019 Sim 7 meses Sim (P3) 

AP6 
Adenoma 

pleomórfico 
29/10/2021 Não - Sim* 

AP8 
Adenoma 

pleomórfico 
04/11/2021 Não - Sim* 

AP9 
Adenoma 

pleomórfico 
04/11/2021 Óbito - Sim* 

ACC1 Carcinoma 
adenoide cístico 

09/02/2022 Não - Sim (P5) 

ACC2 Carcinoma 
adenoide cístico 

18/08/2022 Não - Sim (P6) 

ACC3 Carcinoma 
adenoide cístico 

27/09/2022 Não - Sim (P11) 

MEC1 Carcinoma 
mucoepidermoide 

02/10/2020 Não - Sim 

MEC2 Carcinoma 
mucoepidermoide 

08/02/2023 Não - Sim 

MEC3 Carcinoma 
mucoepidermoide 

19/05/2023 Não - Sim* 

MEC4 Carcinoma 
mucoepidermoide 

11/04/2024 Acompanhamento 
(9 meses) 

- Sim* 

MEC5 Carcinoma 
mucoepidermoide 

05/04/2024 Acompanhamento 
(9 meses) 

- Sim* 

Fonte: Autoria própria 
Legenda: P: Passagem; *Vitrificado. 

 

5.2  Xenoenxertos 

 

Dos fragmentos humanos tumorais dos 5 casos de adenoma 

pleomórfico implantados nos camundongos imunodeficientes, apenas um 

caso de adenoma pleomórfico (AP2), representando uma taxa de 20% de 

sucesso, desenvolveu um modelo PDX. O exame histopatológico do tumor 

original confirmou o diagnóstico de adenoma pleomórfico, evidenciando uma 

lesão bem delimitada na parótida direita, medindo 2,5 x 2,5 cm, composta por 

uma mistura de componentes epiteliais e mesenquimais em uma matriz 

mixoide. O tumor era de uma paciente do sexo feminino, 36 anos, e 

apresentava margens cirúrgicas livres, sem invasão perineural ou 

linfovascular. Os linfonodos intraparotídeos analisados estavam livres de 
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neoplasia.  

O PDX se desenvolveu após sete meses do implante, alcançando três 

passagens. Sendo a segunda passagem com 2 meses após o implante e a 

terceira passagem 3 meses após o implante. O material obtido dos 

camundongos foi submetido à avaliação por imunoistoquímica para 

cacterização. Foi utilizado um painel de proteinas para a identificação das 

células epiteliais e mioepiteliais, conforme ilustrado na Figura 5. Foi observada 

a expressão de actina de músculo liso, vimentina, p63, citoceratina 14 e pan-

citoceratina, caracterizando componentes mioepiteliais. Expressão de CK7 

não foi observada, demonstrando ausência de estruturas ductais bem 

diferenciadas (dado não apresentado).  

Não houve crescimento nos camundongos implantados com 

fragmentos dos três casos de carcinoma adenoide cístico e em três casos de 

carcinoma mucoepidermoide (2 casos estão em acompanhamento faz 9 

meses). 

 

 

5.3 Culturas primárias 

 

5.3.1 Adenoma pleomorfico 

 

Para todos os tipos de tumor, os fragmentos de tecido foram plaqueados 

e incubados em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2, resultando no 

crescimento de uma monocamada celular a partir dos explantes em 4-7 dias. 

As células de adenoma pleomórfico (AP1 e AP2) apresentaram morfologia 

variada, incluindo padrões fusiformes e estrelados (Figura 6).  

Nos adenomas pleomórficos (AP1 e AP2), foi observada a expressão de 

actina de músculo liso, vimentina, p63, e citoceratina 14 caracterizando o 

componente mioepitelial (Figura 7). 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 5 – Caracterização do modelo de xenoenxerto de adenoma pleomórfico 

por imunoistoquímica. Amostra de tecido retirada do tumor do paciente em 

comparação com os xenoenxertos derivados em diferentes passagens (PDX1, PDX2 

e PDX3). Na coloração por hematoxilina e eosina (HE) da amostra do tumor do paciente AP2 

(painel superior esquerdo), observa-se a arquitetura do adenoma pleomórfico, com matriz 

abundante. Nas seções dos xenoenxertos (PDX1, PDX2, PDX3), observa-se manutenção da 

arquitetura do xenoenxerto durante as passagens. A análise imunoistoquímica revelou 
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expressão variada de marcadores de células epiteliais e mioepiteliais: AML (citoplasmática) em 

células mioepiteliais; vimentina (citoplasmática) no estroma e nas células mioepiteliais; 

AE1/AE3 (citoplasmática) marcando o componente epitelial; CK14 (citoplasmática) em células 

basais/mioepiteliais e   p63 (marcação nuclear) em células mioepiteliais.   

 

 

 

 
Fonte: Autoria própria 
 

Figura 6 - Estabelecimento do modelo celular de adenoma pleomórfico. Em A, 

aspectos histológicos da amostra de adenoma pleomórfico corada por 

hematoxilina e eosina (HE). B, células de adenoma pleomórfico em cultura 

demonstrando um padrão morfológico diverso composto por células de padrão 

fusiforme e estrelado. 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 7 - Caracterização morfológica e imunofenotípica de células de 

adenoma pleomórfico (AP2) cultivadas in vitro. Células derivadas de adenoma 

pleomórfico (AP2), cultivadas em monocamada, apresentando morfologia 

fusiforme e estrelada, compatível com fenótipo mioepitelial. A análise por 

imunocitoquímica revelou expressão nuclear de p63, indicando perfil de células 

basais/mioepiteliais; expressão citoplasmática de CK14, reforçando o perfil de 

células mioepiteliais e basais; expressão nuclear de Ki-67, indicando atividade 

proliferativa; expressão citoplasmática de vimentina, expressa em células com 

características mesenquimais/mioepiteliais; e expressão citoplasmática de 

AML, indicando perfil mioepitelial. 

 

Experimentos subsequentes investigaram a proliferação, migração e 

invasão das células AP1 e AP2, mostrando a viabilidade ao longo do tempo (75 

e 111,8 x 104 células, respectivamente), e baixa taxa de migração e invasão. A 

taxa de fechamento da ferida foi de 20% para ambas as linhagens de AP. A 

Figura 8 mostra resultado representativo da análise funcional de células de 

adenoma pleomórfico. As Figuras 9 e 10 mostram a análise estatística da 

triplicata de cada ensaio de AP1 e AP2, respectivamente. Para os ensaios de 

invasão, não foi realizada a análise estatística, porque não foi possível a 

contagem de células. 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 8 - Imagem representativa da avaliação das células de adenoma 

pleomórfico (AP2) com relação à viabilidade (A), migração (B) e invasão 

celular (C). Estes dados representam o resultado de três experimentos 

independentes, com triplicata técnica. Em A, a linha preta representa a média 

dos dados coletados com barras de desvio padrão.  

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 9 - Análise estatística dos ensaios de viabilidade e migração celular das 

células de adenoma pleomorfico (AP1). Estes dados representam o resultado 

de três experimentos independentes, com triplicata técnica. Em A, observa-se 

0 horas 

24 horas 

48 horas 

A B 
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o número de células vivas, partindo de 3x104 células no tempo 0. Em B, 

observa-se a taxa de cicatrização da ferida, partindo de 100% no dia 0. ns: non-

significant; *p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001. 

 

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 10 - Análise estatística dos ensaios de viabilidade e migração celular 

das células de adenoma pleomorfico (AP2). Estes dados representam o 

resultado de três experimentos independentes, com triplicata técnica. Em A, 

observa-se o número de células vivas, partindo de 3x104 células no tempo 0. 

Em B, observa-se a taxa de cicatrização da ferida, partindo de 100% no dia 0. 

ns: non-significant; ** p<0,01; **** p<0,0001. 

 

5.3.2 Carcinoma adenoide cístico 
 

As células de carcinoma adenoide cístico também apresentaram 

morfologia variada, incluindo padrões fusiforme e estrelado, a partir dos 

explantes colocados em cultura, após 4 a 7 dias de cultivo (Figura 11). 

 

 

A B 
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Fonte: Autoria própria 
 

Figura 11 - Estabelecimento do modelo celular do carcinoma adenoide 

cístico. A, Aspectos histológicos de uma amostra de carcinoma adenoide 

cístico em coloração HE; B, fragmento de tecido em cultura e monocamada 

celular mostrando células com aspecto morfológico fusiforme e estrelado se 

desprendendo do explante. 

 

Para as células de carcinoma adenoide cístico, observou-se a expressão 

de actina de músculo liso, vimentina, p63, AE1AE3 e citoceratina 14 

caracterizando o componente mioepitelial (Figura 12). A expressão de c-Kit, 

caracterizando o componente epitelial do carcinoma adenoide cístico, também 

foi  observada, enquanto o Ki-67 indicou atividade proliferativa. 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 12 -   Caracterização morfológica e imunofenotípica de células de 

carcinoma adenoide cístico (ACC1, ACC2 e ACC3) cultivadas in vitro. Células 

derivadas de carcinoma adenoide cístico, cultivadas em monocamada, 

apresentando morfologia fusiforme e estrelada, compatível com fenótipo 

mioepitelial. A análise por imunocitoquímica revelou expressão nuclear de p63, 

indicando perfil de células basais/mioepiteliais; expressão citoplasmática de 

CK14 e AE1AE3, reforçando o perfil de células mioepiteliais e basais; 

expressão de membrana/citoplasmática de c-kit, indicando o perfil de células 

basais; expressão nuclear de Ki-67, indicando atividade proliferativa; expressão 

citoplasmática de vimentina, expressa em células com características 

mesenquimais/mioepiteliais; e  expressão citoplasmática de AML, indicando 

perfil mioepitelial. 

 
Diferentes taxas de viabilidade celular foram observadas nas 3 linhagens 

ao longo do tempo (Figuras 13 e 14). Esses ensaios foram realizados em 

passagens iniciais (P2 a P3) e revelaram alta viabilidade em dois carcinomas 

(ACC2 e ACC3) do tipo histológico cribriforme e sólido (129,16 e 135,41 x 104 

células, respectivamente), apresentando manutenção da viabilidade por 96h. 

Em contraste, o modelo ACC de padrão histológico tubular (ACC1) exibiu 

viabilidade celular menor (28,33 x 104) ao longo das 96 horas de cultivo. 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 13 - Imagem representativa do ensaio de viabilidade celular em células 

de carcinoma adenoide cístico ((1) ACC1, (2) ACC2 e (3) ACC3, 

respectivamente). Estes dados representam o resultado de três experimentos 

independentes, com triplicata técnica. A linha preta representa a média dos 

dados coletados com barras de desvio padrão. 

 

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 14 - Análise estatística do ensaio de viabilidade celular das células de 

carcinoma adenoide cístico (ACC1, ACC2 e ACC3). Estes dados representam 

o resultado de três experimentos independentes, com triplicata técnica. O 

gráfico representa o número de células vivas, partindo de 3x104 células no 
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tempo 0. ns: non-significant; *: p<0,05; **: p<0,01; ****:p<0,0001. 

 

O ensaio de migração celular demonstrou taxa de migração variável nos 

três modelos celulares. No primeiro modelo (ACC1), a taxa de fechamento da 

ferida foi de 40%, no segundo (ACC2) foi de 50%, e no terceiro foi de 60%, em 

48 horas. A Figura 15 mostra resultado representativo da análise funcional de 

células de carcinoma adenoide cístico. A Figura 16 mostra a análise estatística 

da triplicata de cada ensaio de ACC1, ACC2 e ACC3, respectivamente. 

Com relação à capacidade de invasão, na presença de soro, apresentou 

invasividade em 24 horas (Figura 15). Para os ensaios de invasão, não foi 

realizada a análise estatística, porque não foi possível a contagem de células.  

 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fonte: Autoria própria 

Figura 15 - Imagem representativa do ensaio de migração celular (A) e 

invasão celular (B) em células de carcinoma adenoide cístico (ACC3). As 

imagens mostram células em diferentes tempos. Imagens obtidas ao 

microscópio invertido com objetiva de 20x. 

A B 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 16 - Análise estatística do ensaio de migração celular das células de 

carcinoma adenoide cístico (ACC1, ACC2 e ACC3). Estes dados representam 

o resultado de três experimentos independentes, com triplicata técnica. O 

gráfico representa a cicatrização da ferida, partindo de 100% no tempo 0. * 

p<0,05**: p<0,01; ****:p<0,0001. 

 

 

5.3.2.1 Desenvolvimento de esferoides 

 

As células de carcinoma adenoide cístico cultivadas (ACC1, ACC2 e 

ACC3) foram utilizadas para o estabelecimento de modelos esferoides. Ao 

longo do período de análise de 4 dias, foram observadas diferenças no número 

de esferoides formados sob condições tridimensionais (3D). No dia 0, 1 x 10⁵ 

células foram semeadas. Em suspensão, as células ACC1 formaram 80 

esferoides no dia 2, diminuindo para 76 organoides no dia 4. Em Matrigel, as 

células ACC1 formaram 132 esferoides no dia 2, aumentando para 180 

esferoides no dia 4. Em hidrogel, o número médio de esferoides formados pelas 

células ACC1 foi de 208 no dia 4. 

Para as células ACC2, o número de esferoides em suspensão aumentou 

de 95 no dia 2 para 120 no dia 4. Em Matrigel, o número de esferoides foi de 

168 no dia 2 e diminuiu ligeiramente para 160 no dia 4. Nas culturas de hidrogel, 

o número de esferoides aumentou de 72 no dia 2 para 120 no dia 4. 

As células ACC3 apresentaram padrões diferentes, com 70 esferoides 

nas culturas em suspensão no dia 2, diminuindo para 45 no dia 4. Nas culturas 
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de Matrigel, as células ACC3 formaram 132 esferoides no dia 2 e 120 

esferoides no dia 4. Nas culturas de hidrogel, as células ACC3 formaram 96 

esferoides no dia 2, diminuindo ligeiramente para 92 no dia 4. 

Gráfico representativo da contagem de esferoides formados a partir das 

células ACC1, ACC2 e ACC3 pode ser observado na Figura 17. 

 

 

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 17 - Contagem de esferoides em células de carcinoma adenoide cístico 

cultivadas em culturas 3D de Suspensão, Hidrogel e Matrigel. ns p>0.05. 
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Na Figura 18 podemos observar a morfologia dos esferoides formados 

nas diferentes condições experimentais.  

Suspension  Matrigel  Hydrogel 

ACC1              

ACC2             

 

ACC3               

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 18 – Imagem representativa da morfologia dos esferoides formados a 

partir de células de carcinoma adenoide cístico (ACC1, ACC2, ACC3) sob 

diferentes condições de cultura: Suspensão, Matrigel e Hidrogel.  

Para avaliar o tamanho dos esferoides nos dias 2 e 4, determinamos 

suas áreas com base na sua circunferência. A análise foi realizada utilizando o 

software ImageJ, com a captura e processamento de quatro imagens por 

condição. 

Para ACC1 em culturas de suspensão, as áreas dos esferoides no dia 2 

variaram de 981 µm² a 54.784 µm². No dia 4, as áreas dos esferoides variaram 
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de 881 µm² a 414.078 µm², indicando um crescimento moderado em 

comparação com o controle inicial. Em culturas de hidrogel, as áreas dos 

esferoides de ACC1 no dia 2 variaram de 2.475 µm² a 28.033 µm². No dia 4, o 

intervalo foi de 1.363 µm² a 34.367 µm². Em culturas de Matrigel, as áreas dos 

esferoides de ACC1 no dia 2 variaram de 711 µm² a 110.652 µm². No dia 4, o 

intervalo foi de 880 µm² a 21.829 µm². 

Para ACC2 em culturas de suspensão, as áreas dos esferoides no dia 2 

variaram de 1.959 µm² a 59.719 µm². No dia 4, as áreas dos esferoides 

variaram de 389 µm² a 129.604 µm², indicando um crescimento moderado em 

comparação com o controle inicial. Em culturas de hidrogel, as áreas dos 

esferoides de ACC2 no dia 2 variaram de 420 µm² a 14.460 µm². No dia 4, o 

intervalo foi de 430 µm² a 21.206 µm². Em culturas de Matrigel, as áreas dos 

esferoides de ACC2 no dia 2 variaram de 731 µm² a 8.512 µm². No dia 4, o 

intervalo foi de 389 µm² a 29.331 µm². 

Para ACC3 em culturas de suspensão, as áreas dos esferoides no dia 2 

variaram de 272 µm² a 114.732 µm². No dia 4, as áreas dos esferoides variaram 

de 3.104 µm² a 352.825 µm², indicando um crescimento moderado em 

comparação com o controle inicial. Em culturas de hidrogel, as áreas dos 

esferoides de ACC3 no dia 2 variaram de 402 µm² a 73.155 µm². No dia 4, o 

intervalo foi de 2.056 µm² a 69.355 µm². Em culturas de Matrigel, as áreas dos 

esferoides de ACC3 no dia 2 variaram de 592 µm² a 96.669 µm². No dia 4, o 

intervalo foi de 963 µm² a 116.246 µm². 

Esses resultados ilustram a variação no tamanho dos esferoides e nos 

padrões de crescimento em diferentes condições de cultura 3D para as células 

de carcinoma adenoide cístico. De todas as linhagens celulares, ACC3 foi a 

única que apresentou uma diferença estatisticamente significativa entre o dia 2 

e o dia 4, tanto nas culturas de suspensão quanto nas de hidrogel (Figura 19). 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 19 - Área dos esferoides derivados de células de carcinoma adenoide 

cístico sob diferentes condições de cultura. Os gráficos apresentam a 

comparação entre o dia 2 e o dia 4 de cultivo. ns p>0,05; *p < 0,05. 

 

5.3.3 Carcinoma mucoepidermoide 

 

Não foi possível estabelecer um protocolo para o cultivo das células de 

carcinoma mucoepidermoide. Foram feitas tentativas com 2 amostras, 

utilizando meio DMEM e meio RPMI com ou sem fatores de crescimento 
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adicionais. Contudo, após os primeiros dias de cultivo, o crescimento de 

fibroblastos predominou em detrimento das células epidermoides. Tentativas 

de eliminar os fibroblastos com geneticina e solução salina equilibrada de Hank 

(HBSS) não foram bem-sucedidas, resultando na interrupção dos experimentos 

de cultura (Figura 20). A eliminação dos fibroblastos é essencial, pois eles 

apresentam uma taxa de proliferação superior às células epiteliais, podendo 

comprometer a cultura e os resultados experimentais.  

 
 

 

  
Fonte: Autoria própria 

Figura 20 – Imagem ilustrativa da tentativa de estabelecimento do modelo 

celular de carcinoma mucoepidermoide. O fragmento da amostra de 

carcinoma mucoepidermoide foi cultivado e, após alguns dias da expansão 

da monocamada  de células, houve crescimento predominante de 

fibroblastos.  

 
  

41



   

 

   

 

 
 

6 DISCUSSÃO 
 

Nesse estudo, foi possível estabelecer e caracterizar um modelo de 

adenoma pleomórfico através de técnicas de imunoistoquímica e 

imunocitoquímica. Para o carcinoma adenoide cístico foi possível estabelecer  

modelos de culturas primárias, caracterizando por imunocitoquímica e ensaios 

biológicos, uma vez que não houve crescimento nos camundongos. Até o 

momento, não conseguimos estabelecer um modelo de carcinoma 

mucoepidermoide. É importante ressaltar que a casuística deste estudo foi 

limitada, devido à raridade desses tumores. Os dados demográficos, clínicos e 

patológicos coletados foram cruciais para o melhor entendimento das 

características das células e do modelo de xenotransplante (PDX). 

Cada tipo tumoral apresenta particularidades histológicas, refletindo um 

amplo espectro de lesões que ainda são debatidas quanto à diferenciação 

histológica e classificação. As abordagens utilizando técnicas de 

imunoistoquímica/imunocitoquímica e ensaios biológicos são amplamente 

utilizadas para a caracterização dos modelos, sendo fundamentais para 

diferenciar as células neoplásicas em tumores com comportamentos 

variados.86,87 

 

6.1 Estabelecimento de culturas primárias e imunocitoquímica 

 

6.1.1  Adenoma pleomórfico 
 

 

As culturas primárias de adenoma pleomórfico apresentaram uma 

diversidade morfológica significativa, refletindo a complexidade histológica 

observada nos tumores originais. As células mantiveram características 

epiteliais e mioepiteliais, essenciais para representar adequadamente a 

heterogeneidade do tumor in vitro. Dentre as diversas análises, na 

imunocitoquímica, foi observada a expressão de biomarcadores epiteliais e 

mioepiteliais, sendo a morfologia característica do adenoma pleomórfico.  
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Para a caracterização dos modelos, utilizamos marcadores que são 

amplamente utilizados, tanto na rotina diagnóstica desses tumores quanto em 

pesquisas na literatura, como as moléculas de adesão celular e de 

citoesqueleto como: actina de músculo liso, Ki-67 como marcador de 

proliferação celular e comumente relacionado à agressividade tumoral88, as 

citoqueratinas são usadas principalmente para diferenciar casos metastáticos 

e identificar células basais-luminais89, p63 como marcador de diferenciação 

mioepitelial e vimentina.90,92 Nosso estudo corrobora o de Falcão et al. 40, que 

estabeleceu e caracterizou uma linhagem celular de adenoma pleomórfico in 

vitro e in vivo demonstrando a expressão de marcadores epiteliais e 

mioepiteliais, como vimentina que é importante para migração e adesão celular, 

S-100, que influencia a migração, proliferação e diferenciação, citoqueratinas e 

actina de músculo liso ambos os responsáveis por processos do citoesqueleto 

que resistem ao estresse mecânico e contribuem para a migração. Além disso, 

Ravi et al. 93 identificaram que as células mioepiteliais geralmente apresentam 

expressão de actina de músculo liso, sendo um marcador comumente utilizado 

para identificar essas células. E segundo Ben-izhak et al. 94, o Ki-67, é um 

marcador bem estabelecido de proliferação celular e é comumente relacionado 

à agressividade tumoral, no entanto, apresentando baixa expressão em nosso 

estudo, por se tratar de um tumor benigno da glândula salivar. 

Além da imunocitoquímica, que permite a visualização de proteínas 

específicas nas células tumorais, realizamos ensaios de viabilidade, migração 

e invasão para avaliar o comportamento biológico desses tumores. Os 

resultados desses ensaios revelaram uma alta viabilidade celular ao longo das 

96 horas do experimento, sendo observada baixa taxa de migração e invasão, 

sugerindo um comportamento menos agressivo desse tumor. A alta viabilidade 

característica pode parecer inconsistente com a natureza benigna desse tumor. 

No entanto, esse tipo de tumor é altamente heterogêneo, podendo apresentar 

múltiplas recidivas e potencial para transformação maligna.94 

Diversos estudos têm investigado a expressão de RNAs e proteínas 

associadas à transformação maligna do adenoma pleomórfico. De Lima-Souza 

et al. 95 identificaram sete proteínas (APOA1, AP1M1, SYCP1, DCD, HBB, HP 

e SLC4A1) como potenciais biomarcadores na progressão tumoral. Entre elas, 

HP, AP1M1 e HBB foram mais abundantes nos adenomas pleomórficos 
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residuais, enquanto APOA1 se destacou na transição para carcinoma ex-

adenoma pleomórfico (Ca-ex-AP). Já SLC4A1 e SYCP1 apresentaram menor 

expressão nessa transição, e DCD mostrou maior abundância no Ca-ex-AP 

com diferenciação mioepitelial. 

Além disso, Xu et al. 96 e Bartkowiak et al. 97 sugerem que o lncRNA 

ENST00000603829 pode estar envolvido na proliferação e invasão celular, 

desempenhando um papel relevante na progressão para Ca-ex-AP. O

 knockdown do lncRNA ENST00000603829 inibiu a invasão e 

proliferação celular, promovendo a apoptose e a não transformação maligna de 

adenoma pleomórfico. Bartkowiak et al. 97 também observaram que a 

superexpressão de p16Ink4a pode estar relacionada à proliferação do AP e sua 

subsequente transformação maligna. Maruyama et al. 98 sugeriram que a 

sinalização do perlecan atua como um potenciador do crescimento, 

favorecendo a proliferação do AP, mas, paradoxalmente, inibindo sua migração 

e invasão celular. 

O ensaio de migração, mostrou uma baixa taxa de células que 

migraram, representando apenas 20% de cicatrização. Navarini et al. 99 

relataram um aumento na taxa de migração em células de adenoma 

pleomórfico tratadas com fator de crescimento epidérmico (EGF), e que a 

expressão de EGF e seu receptor EGFR estava associada à morfologia e 

capacidade de migração das células mioepiteliais. O tratamento com EGF 

fez com que a morfologia celular mudasse de estrelada para fusiforme, 

semelhante à morfologia observada em células mioepiteliais benignas que 

circundam células epiteliais malignas em estruturas semelhantes à do 

carcinoma ex-adenoma pleomórfico in situ.99 A indução da transição epitélio-

mesênquima (EMT) leva ao aumento dos níveis de metaloproteinase 2 

(MMP-2), contribuindo para a degradação da membrana basal e favorecendo 

a migração celular e progressão tumoral. 

O ensaio de invasão neste estudo mostrou uma baixa taxa de invasão 

celular, indicando a natureza benigna do tumor. No entanto, o adenoma 

pleomórfico maligno apresenta uma alta taxa de invasão celular, além de 

invasão capsular, um fator crucial para sua recorrência. Yao et al. 100 

estudaram perfis de expressão de RNA em glândula salivar para associar 

genes com invasão de cápsula. Eles demonstraram que a organização da 
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matriz extracelular e a via de sinalização PI3K-Akt podem desempenhar 

papéis fundamentais na tumorigênese do AP. A proteína da matriz 

oligomérica da cartilagem (COMP) apresentou correlação com a invasão 

capsular do AP sugerindo um potencial como fator prognóstico. 

Em resumo, os resultados deste estudo enfatizam a viabilidade e a 

importância de utilizar culturas celulares para estudar a biologia e as 

características moleculares do adenoma pleomórfico. O estabelecimento 

desses modelos in vitro possibilita o aprofundamento da compreensão da 

patogênese, oferencendo oportunidades para o desenvolvimento de terapias 

direcionadas e prognóstico mais preciso. 

 

6.1.2  Carcinoma adenoide cístico 

 

Neste estudo, estabelecemos culturas primárias de três amostras 

distintas de carcinoma adenoide cístico, exibindo variações em relação perfil de 

agressividade e padrões de crescimento. Em adição, ao longo das passagens 

em cultura, foi observada manutenção consistente da viabilidade e morfologia 

das células tumorais. 

As características dos tumores incluídos no estudo também são 

semelhantes às descritas na literatura, pois a glândula mais frequentemente 

afetada foi a parótida, principalmente em adultos, na faixa etária acima de 40 

anos, e distribuída uniformemente por sexo.50 Porém, nosso estudo diferiu da 

literatura porque a glândula menor apresentou um comportamento menos 

agressivo que os demais subgrupos. Além disso, na literatura, informa que os 

homens têm maior probabilidade de serem diagnosticados com tumores 

malignos e mais agressivos do que nas mulheres, conforme relatado por Israel 

et al. 101 em seu trabalho. No entanto, no nosso estudo, o padrão sólido foi 

observado em paciente do gênero feminino.  

Para a caracterização detalhada dos modelos estabelecidos, utilizamos 

marcadores amplamente reconhecidos na literatura científica. Além das 

mesmas usadas no adenoma pleomórfico, houve a adição do CD117/c-Kit, cuja 

superexpressão está associada a casos agressivos, invasão perineural, 

metástases à distância, além de um prognóstico mais desfavorável.102 
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As células demonstraram expressão de actina de músculo liso, 

vimentina, p63, citoqueratina 14, c-Kit e Ki-67, apresentando a morfologia 

característica do carcinoma adenoide cístico e de tumores de natureza 

agressiva, independentemente do tipo histológico de cada paciente. No 

entanto, Freiberger et al. 103 descreveram que o carcinoma adenoide cístico de 

células fusiformes e padrão pseudoangiomatóide, apresentava expressão 

difusa de p40, ausência de CD117 e expressão focal de Ki-67. O padrão de 

expressão do c-Kit varia de acordo com o subtipo histológico. A maioria dos 

estudos reporta uma marcação forte de c-Kit no subtipo histológico sólido ou 

aqueles mais associados com malignidade e progressão tumoral em estádios 

III-IV, invasão perineural, recorrência local regional e metástase à distância, 

além de um prognóstico pior e baixa sobrevida.104 

 Nos ensaios biológicos de viabilidade, migração e invasão realizados 

em carcinomas adenoides cístico, foi observada uma alta taxa de viabilidade 

celular. Os modelos de ACC apresentaram diferenças com relação ao número 

de células viáveis, o que poderia refletir a heterogeneidade observada entre os 

pacientes e possivelmente influenciar o prognóstico dos pacientes e impactar 

na seleção de terapias adequadas. Esses ensaios revelaram alta taxa de 

viabilidade celular em dois carcinomas (ACC2 e ACC3) do tipo histológico 

cribriforme e sólido, respectivamente, manutenção proliferativa e viabilidade por 

96h, enquanto o terceiro paciente do tipo histológico tubular exibiu baixa 

atividade proliferativa. O ensaio de migração celular mostrou uma alta taxa de 

migração. No modelo ACC1, a taxa de cicatrização foi de 40%, enquanto no 

ACC2 foi de 50%, e no ACC3 foi de 60%, em 48 horas, demonstrando alta 

capacidade de invasão dessas células. 

Estudos, como o de Ji et al. 105, investigaram a influência de marcadores 

como Claudin 7 (CLDN7) na sua correlação com a progressão do CAC, 

particularmente através da promoção de Transição Epitélio-Mesênquima (EMT) 

e ativação da via Wnt/β-catenina. A perda de E-caderina, indicativa de EMT, e 

a expressão aumentada de marcadores mesenquimais como N-caderina e 

vimentina conferem um fenótipo móvel às células tumorais.106  Ren et al. 107 

também destacaram que a superexpressão de EGFR induz EMT e aumenta o 

potencial metastático das células tumorais. A expressão de EGFR foi associada 

ao aumento da viabilidade celular, migração e invasão em carcinomas 
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adenoides cístico. 

Alguns biomarcadores, como o c-Kit, já foram relatados como alvos 

promissores em estratégias terapêuticas. Tang et al.108 sugeriram que o 

tratamento com tratamento com Imatinibe – o inibidor do c-Kit – é capaz de 

modular a migração e invasão de células do carcinoma. No entanto, a eficácia 

dessa abordagem no carcinoma adenoide cístico ainda é controversa, pois, 

embora alta expressão de c-Kit no CAC tenha sido bem estabelecida, esses 

estudos foram amplamente decepcionantes, com uma taxa de resposta global 

(TRG) abaixo de 5% e sem melhora significativa na sobrevida dos 

pacientes.109,110 

Em resumo, este estudo possibilitou o estabelecimento de culturas 

primárias de carcinoma adenoide cístico, com características únicas de 

agressividade e crescimento. A utilização de marcadores proteicos específicos 

foi essencial para a caracterização detalhada desses modelos, oferecendo uma 

abordagem promissora para estudos desse tumor. 

 

6.2 Estabelecimento de xenoenxertos e imunoistoquímica 

 

 
Neste estudo, obtivemos sucesso no estabelecimento de modelo de 

xenoenxerto para adenoma pleomórfico, utilizando implantes de fragmentos 

tumorais no dorso de camundongos imunodeficientes. O adenoma pleomórfico 

apresenta diversidade celular e morfológica e, embora seja um tumor benigno, 

seu crescimento como PDX pode estar relacionado à presença de 

subpopulações celulares com maior capacidade proliferativa permitindo sua 

progressão mesmo na ausência de características típicas de malignidade. 

Observamos um crescimento tumoral consistente após 7 meses do 

implante, seguido por análise de imunoistoquímica para caracterizar a 

expressão de marcadores específicos. A comparação da expressão proteica 

entre tecido de pacientes e amostras de PDX (Patient-Derived Xenograft) 

revelou a preservação dos marcadores e da arquitetura histológica típica do 

tumor original, incluindo áreas de estroma mixóide, células epiteliais e 

mioepiteliais. 

No entanto, observamos uma diminuição na expressão de vimentina nos 
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PDXs, assim como a ausência de formação de glândulas bem diferenciadas, 

denotado pela ausência de expressão de marcadores como CK7. Estudos da 

expressão de CK7 em neoplasias de glândulas salivares são raros e, portanto, 

o uso desse padrão de expressão desse anticorpo em tumores de glândulas 

salivares tem atualmente pouco valor diagnóstico. Meer et al. (2007) 

demonstraram expressão de CK7 em neoplasias benignas e malignas das 

glândulas salivares e, mais específica e intensamente, nas células luminais dos 

ductos salivares, enquanto as células acinares, basais e mioepiteliais se coram 

com menos intensidade ou não se coram de todo.101 

No adenoma pleomórfico, o CK7 é reconhecido por sua expressão difusa 

em células epiteliais ductais111, e sua co-expressão com Notch em estruturas 

ductais indica a ativação da via β-catenina na diferenciação celular.112 Estudos 

anteriores também sugerem que a via Notch pode desempenhar um papel na 

diferenciação e no potencial metastático de tumores malignos, como o 

carcinoma adenoide cístico e o ameloblastoma maligno.113,114 A transformação 

maligna no adenoma pleomórfico é rara. 113,114 

Katabi et al.40 e Avadhani et al. 113 demonstraram que a sensibilidade da 

imunocoloração PLAG1 na predição de AP é muito alta e que PLAG1 negativo 

pode ser útil para excluir um diagnóstico de AP. Ren et al. 106 observaram 

crescimento in vitro e in vivo de adenoma pleomórfico em camundongos nude, 

preservando a organização e função estrutural das glândulas, confirmando a 

positividade das mesmas proteinas, como actina de músculo liso (AML), 

proteína S-100 e calponina. Shen et al. 114 indicaram em seu estudo que o 

biomarcador CD44 induz proliferação, invasão e evasão de apoptose, além de 

alterações fenotípicas in vitro e tumorigênese in vivo em modelos PDX de 

adenoma pleomórfico. Em adição, a partir de um tumor derivado de um 

paciente, Falcão et al. 40 estabeleceram e caracterizaram uma linhagem celular 

AP expressando importantes marcadores epiteliais e mioepiteliais, como 

vimentina, S-100, citoqueratina e AML. Esses marcadores também foram 

observados no tumor parental, e foram detectadas metaloproteinases e seus 

inibidores. Essas células representavam uma população mista de células 

epiteliais e mioepiteliais neoplásicas, mantendo as características fenotípicas 

do tumor parental.40 

 O sucesso no estabelecimento de modelos de xenoenxerto e 
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confirmação imunoistoquimica para adenoma pleomorfico fornece uma base 

para investigações futuras, permitindo um melhor entendimento dos 

mecanismos moleculares envolvidos na progressão do adenoma pleomórfico. 

Apesar dos esforços, os xenoenxertos de carcinoma adenoide cístico 

não resultaram em crescimento tumoral em nenhuma das três amostras 

estudadas. Diversos fatores podem contribuir para essa dificuldade, como o 

desafio de replicar o microambiente tumoral específico do carcinoma 

adenoide cístico devido ao seu crescimento lento e a propensão para invasão 

perineural, além dos próprios desafios de se desenvolver xenoenxertos. Essa 

falha no crescimento de xenoenxerto de carcinoma adenoide cístico traz como 

alternativa o uso de modelos como de engenharia de tecidos ou organoides. No 

entanto, Guimarães et al.115 e Takada et al.5, estabeleceram com sucesso um 

modelo de xenoenxerto ortotópico de CAC, recapitulando as características 

histológicas e moleculares do tumor CAC original. Além disso, Guimarães et al. 

115 estratificou pacientes com carcinoma adenoide cístico apresentando 

resposta aprimorada aos inibidores de histona desacetilase (HDAC).  

Schuch et al.83 realizaram uma revisão sistemática sobre modelos de 

xenotransplantes derivados de pacientes (PDX) em tumores de cabeça e 

pescoço. Dos 63 artigos incluídos na revisão sistemática, 11 utilizaram modelos 

a partir de biópsias de tumores de glândula salivar, sendo a maioria focado no 

carcinoma adenoide cístico (CAC). Os tumores foram, em sua maioria, 

implantados na região do dorso (86,3%) dos animais e os modelos mais 

utilizados foram camundongo NSG e o camundongo nude.  

Apesar das técnicas imunoistoquímicas serem bastante utilizadas para 

caracterizar a expressão dos marcadores e diferenciar tumores benignos e 

malignos, a escassez de modelos animais e in vitro, a raridade de lesões 

precursoras e associações hereditárias, bem como a heterogeneidade destes 

tumores, afetam a acurácia dos achados moleculares disponíveis. Dessa 

forma, estudos são necessários para a identificação de marcadores 

diagnósticos, prognósticos e preditivos para esses tumores, que, associados à 

análise histopatológica e dados clínicos permitam um manejo mais direcionado 

desses tumores.9,116 
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6.3 Desenvolvimento de esferoides 

 Neste estudo foi possível desenvolver e caracterizar esferoides 

derivados de três modelos celulares de carcinoma adenoide cístico (ACC1, 

ACC2, ACC3). Essa etapa do estudo foi realizada em colaboração com a Dra. 

Christine Delporte da Universidade Livre de Bruxelas, através do Programa de 

Doutorado Sanduíche no Exterior da CAPES. O grupo da Dra Delporte possui 

vasta experiência em glândulas salivares normais, e recentemente, 

estabeleceram e caracterizaram modelos de organoides utilizando métodos 

bioquímicos, funcionais, moleculares e biológicos celulares. Este modelo utiliza 

um hidrogel personalizado desenvolvido para o cultivo dos organoides, 

seguindo um protocolo estabelecido para garantir a consistência dos 

procedimentos (dados não publicados). Poucos modelos de esferoides e 

organoides de carcinoma adenóide cístico (CAC) foram estabelecidos, 

utilizando Matrigel ou Cultrex.71-75  

Os modelos estabelecidos em nosso estudo apresentaram morfologia 

similar às culturas primárias de ACC, com estruturas ramificadas, e 

expressaram marcadores específicos de células tumorais (CAC), validando sua 

fidelidade ao tumor original. Os esferoides foram formados por células tumorais 

e variaram em tamanho quando cultivados em Matrigel, Hidrogel ou em 

suspensão, com células viáveis e apoptóticas coexistindo, imitando a 

heterogeneidade tumoral in vivo. 

As células de ACC demonstraram boa viabilidade nas condições de 

cultura 3D, destacando o potencial dos esferoides como modelo para estudar 

comportamento tumoral e resposta a medicamentos. A medição das áreas dos 

esferoides mostrou variação no crescimento dos três modelos (ACC1, ACC2 e 

ACC3). A imunofluorescência foi usada para identificar marcadores como Ezrin, 

PIP, CLIP2, Aquaporina 1, 3 e 5, para entender a biologia do CAC (dados não 

apresentados). 

Além disso, comparações com estudos de organoides de outros tipos de 

câncer, como carcinoma de células escamosas da cabeça e pescoço, 

mostraram que organoides podem prever respostas a tratamentos e fornecer 

informações valiosas sobre o comportamento tumoral. As duas estratégias 

principais para a construção dos esferoides de glândulas salivares reforçam a 
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relevância dos esferoides para estudar aspectos como invasão tumoral, 

heterogeneidade celular e resposta a tratamentos. 

Em conclusão, os esferoides desenvolvidos neste estudo representam 

uma ferramenta promissora para entender melhor o CAC e desenvolver 

terapias mais eficazes. 

 

6.4 Carcinoma mucoepidermoide 

 

Até o momento, não conseguimos estabelecer um protocolo eficaz para 

o cultivo de células de carcinoma mucoepidermoide. Foram realizadas 

tentativas com duas amostras, porém, logo nos primeiros dias de cultivo, foi 

observado um crescimento predominante de fibroblastos em detrimento das 

células epidermoides. Estratégias para eliminar fibroblastos, como o uso de 

geneticina (G418) e solução salina equilibrada de Hank (HBSS), não foram 

bem-sucedidas, levando à interrupção dos experimentos de cultura. 

A combinação de geneticina e HBSS tem sido amplamente utilizada para 

a eliminação seletiva de fibroblastos e o enriquecimento de culturas de células 

epiteliais. A geneticina, um antibiótico aminoglicosídeo, age inibindo a síntese 

proteica e promovendo a morte celular, sendo mais tóxica para fibroblastos do 

que para células epiteliais. Já o HBSS é uma solução tampão essencial para 

manter a osmolaridade e o pH celular, frequentemente empregada para 

remoção de resíduos celulares e fatores de crescimento que favorecem 

fibroblastos. Estudos anteriores sugerem que a aplicação combinada de HBSS 

com outras abordagens, como choque térmico ou digestão enzimática, pode 

auxiliar na redução da contaminação por fibroblastos.87,88 No entanto, em 

nossas tentativas, essa estratégia não foi suficiente para permitir o crescimento 

das células epidermoides. 

Além da dificuldade em estabelecer culturas celulares, também não 

houve desenvolvimento de xenoenxertos (PDX) para esse tipo tumoral. Assim, 

a ausência de crescimento celular viável tanto in vitro quanto in vivo reforça os 

desafios inerentes ao estudo do carcinoma mucoepidermoide e dos tumores de 

glândula salivar em geral. O baixo número de casos, a ausência de crescimento 

tumoral em xenoenxertos, a dificuldade em estabelecer culturas celulares 

devido ao rápido crescimento proliferativo dos fibroblastos em carcinoma 
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mucoepidermoide, e a falta de análise estatística devido ao reduzido número 

de casos disponíveis representam limitações deste estudo. Essas dificuldades 

reforçam a necessidade de novas abordagens para a modelagem desses 

tumores para o qual alternativas experimentais precisam ser mais exploradas. 

A continuidade da pesquisa nesses modelos é crucial para o avanço de 

estratégias terapêuticas mais eficazes e personalizadas para pacientes com 

carcinoma adenoide cístico e carcinoma mucoepidermoide. Com os desafios 

enfrentados na criação de xenoenxertos, e do estabelecimento de um protocolo 

eficaz para o cultivo de células tumorais, destacamos a necessidade de 

explorar novas metodologias e tecnologias para aprimorar a modelagem in vivo 

e in vitro desses tumores.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, conseguimos estabelecer modelos celulares e de 

xenoenxerto derivados de adenoma pleomórfico, sendo realizada a 

caracerização por imunocitoquímica, imunoistoquímica, além dos ensaios de 

comportamento biológico.  

No caso do carcinoma adenoide cístico, também conseguimos 

estabelecer e caracterizar as culturas primárias por imunocitoquímica e ensaios 

de comportamento biológico, no entanto nenhuma das linhagens desenvolveu 

crescimento em xenoenxerto. Em adição, apresentamos o estabelecimento de 

esferoides em suspensão, matrigel e hidrogel, exibindo crescimento e áreas 

heterogêneas. 

Em relação ao carcinoma mucoepidermoide, não conseguimos 

estabelecer o crescimento celular. Além disso, não houve desenvolvimento de 

xenoenxerto para esse tipo tumoral.  
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ANEXOS 

 

Anexo A – Documento com a aprovação do projeto no comitê de ética em 

pesquisa. 
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Anexo B – Documento com a publicação do resumo do projeto de doutorado 

no livro Genética à serviço da sociedade. 
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Anexo C – Documento com a publicação do artigo de revisão no Head and 
Neck Pathology. 
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Anexo D – Documento com a publicação do artigo de revisão no Journal of 

Herbal Medicine com parceria com a Dra. Francine Cadoná. 
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Anexo E – Documento da aprovação do doutorado sanduíche pelo edital 
CAPES/PDSE 2024. 
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Anexo F – Documento com a parceria na Universidade Libre de Bruxelles 

com a Dra. Christine Delporte, no projeto de organoides de carcinoma 

adenoide cístico.  
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Anexo G – Documento de declaração de estágio prático e observacional no 

Laboratório de Histologia, Macroscopia, Citologia e Imunoquímicas do 

A.C.Camargo Cancer Center. 
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Anexo H – Documentos de declaração de Monitorias de disciplinas. 

Oncogenética, Bioética e Métodos e Estratégias em Biologia Molecular e suas 

Aplicações na Pesquisa do Câncer. 
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Anexo I – Documento de declaração de Monitoria de Aluno da Dra. Cláudia 

Malheiros Coutinho-Camillo. 
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