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RESUMO

lanez RCF. Avaliagao da presenca de marcadores de células-tronco no
adenoma pleomérfico: estudo de marcadores imunoistoquimicos e
moleculares. Sdo Paulo; 2011. [Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antbnio
Prudente].

Introdugao: As neoplasias das glandulas salivares séo lesées derivadas dos
diversos segmentos glandulares e, de forma geral, se relacionam com estes
pelas caracteristicas fenotipicas e moleculares. Diversos s&o os marcadores
protéicos e moleculares utilizados na pesquisa e na rotina diagnostica para
melhor compreender e classificar os diversos tipos de lesbes derivadas
dessas glandulas, principalmente aqueles que relacionem a histogénese e a
possivel presenga de células-tronco no parénquima tumoral. O adenoma
pleomdérfico € uma neoplasia bifasica cujos elementos celulares (epiteliais e
mioepiteliais) podem estar arranjados em uma grande variedade de padrdes,
em meio a um estroma complexo. Essa variagdo estrutural no adenoma
pleomdérfico sugere a participagdo das ceélulas-tronco ou multipotentes na
composi¢ado tumoral. A origem do adenoma pleomdrfico (a partir do ducto
intercalado - onde residem as células tronco/multipotentes das glandulas
salivares) reforcam essa hipdtese. Assim, o nosso trabalho investigou a
presenca de células positivas para marcadores de células-tronco (CD24,
CD44, CD133, c-Kit e Musashi-1) no adenoma pleomorfico e nas diferentes
fases da morfogénese das gléndulas salivares. Material e Métodos: Foram
realizadas técnicas in situ - imunoistoquimica e técnicas moleculares (RT-
PCR em tempo real) com a utilizagdo de 101 casos diagnosticados como
adenoma pleomdrfico, sendo 55 amostras em parafina e 60 amostras em
tecido congelado. Dessas, 14 eram amostras pareadas. Espécimes de
gléandulas salivares dissecadas de 20 fetos humanos também foram
incluidos. Resultados: A analise imunoistoquimica mostrou que todos os

fatores pesquisados foram positivos nos tumores incluidos no estudo.



Especificamente, observou-se positividade dos marcadores CD24, CD133 e
c-kit nas células luminais das formacdes ductais. Ja as células mioepiteliais
mostraram-se positivas para CD44, Musashi-1 e em areas focais para
CD133 e c-kit. Além disso, foram observadas células positivas isoladas na
matriz com metaplasia condréide e mixdide, tanto para o marcador CD133,
como c-Kit. Nas glandulas salivares fetais, os marcadores estudados foram
encontrados quase que exclusivamente na regidao do ducto intercalar. Os
resultados do QRT-PCR mostraram um aumento da expressdao dos
marcadores CD44, c-Kit e Musashi-1 em relagéo ao tecido glandular normal.
Ja 0 CD24 e o CD133, apesar de serem expressos, nao apresentaram um
padrdao especifico de expressdo em relacdo ao tecido normal, ou seja,
apresentaram casos com expressdo aumentada, diminuida e sem
alteracdo. Conclusao: Células presentes no parénquima do adenoma
pleomdérfico expressaram, em padrdes variados, os marcadores descritos em
células-tronco, entretanto, ndo se pode afirmar que as células tumorais

positivas possuam as mesmas caracteristicas de células multipotentes.



SUMMARY

lanez RCF. [Investigation of stem-cell markers in pleomorphic
adenoma: immunohistochemical and molecular study]. Sdo Paulo; 2011.
[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Introduction: Salivary gland neoplasms are originated from the various
salivary gland compartments; in general they are histologically related to
these structures. Several protein and molecular markers are employed in
both research and diagnosis in order to classify and understand histogenesis
and other aspects of salivary gland neoplastic lesions. Pleomorphic adenoma
is a common biphasic benign salivary gland neoplasm composed by
epithelial and myoepithelial cells and a complex stroma. Its varied structural
and architectural aspect suggests the participation of stem cells in the tumour
composition. Additionally, pleomorphic adenoma originates from intercalated
duct of salivary glands, a region reputed to host the regenerative/ stem-cell
compartment of these glands. The present work investigated stem-cell
markers (CD24, CD44, CD133, c-Kit e Musashi-1) in a biological model of
pleomorphic adenoma and in specimens of developing human salivary
glands using immunohistochemistry and real-time RT PCR. Material and
Methods: One hundred and one cases of pleomorphic adenomas were
included in the study —55 cases were paraffin embedded and 60 specimens
were fresh frozen tissue. From the total of 101 cases, 14 were pared (paraffin
embedded and frozen tissue). Salivary gland specimens dissected from 20
human foetuses were also used. Results: All cases of pleomorphic
adenomas were positive for the stem-cell markers studied. Neoplastic luminal
structures were positive for CD24, CD133 and c-kit. Modified myoepithelial
cells were positive for CD44 and Musashi-1. In focal areas, isolated cells
were positive for CD133 and c-kit. In foetal salivary glands, these markers
were almost all restricted to the intercalated duct region. Increased
expression of CD44, c-Kit and Musashi-1 stem-cell markers was observed in



pleomorphic adenoma specimens using real-time RT-PCR technique when
compared with normal salivary gland controls. An specific expression pattern
was not observed for CD24 and CD133, when compared with normal salivary
gland tissue — in some cases of pleomorphic adenoma there was an
increased expression of both factors, whilst in other cases their expression
was decreased or not altered. Conclusion: Pleomorphic adenoma cells
share similar markers with stem-cells, although it is not possible to confirm
that neoplastic cells bear the same characteristics of multipotency.
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1 INTRODUGAO

As glandulas salivares sao estruturas complexas formadas por um
sistema de ductos e acinos. A estrutura do sistema ductal € composta por
células luminais e ndo-luminais (células basais e células mioepiteliais). As
unidades secretoras acinares e os ductos intercalares sdo envolvidos pelas
células mioepiteliais enquanto que as outras por¢bes do sistema ductal
contam com a presenga das células basais (RAUBENHEIMER et al. 1987;
REDMAN 1994). As neoplasias das glandulas salivares s&o derivadas dos
diversos segmentos glandulares e, de forma geral, relacionam-se com estes
pelas caracteristicas fenotipicas e moleculares.

O aprimoramento da imunoistoquimica vem auxiliando sobremaneira
o conhecimento da composicdo fenotipica de cada um desses
compartimentos glandulares. Esses estudos também retratam detalhes a
respeito da diferenciagao das células luminais e nao-luminais nas neoplasias
das glandulas salivares e posicionam seu estado fenotipico na arquitetura
complexa dos tumores, constituindo-se como uma ferramenta substancial no
diagnostico. Diversos sdo os marcadores protéicos e moleculares utilizados
na pesquisa e na rotina diagnostica para melhor se compreender e
classificar os diversos tipos de lesbes derivadas dessas glandulas (CHEUK e
CHAN 2007). Muitos deles, entretanto, necessitam de estudos

comprobatdrios para seu emprego e ainda outros estdo por ser identificados,



principalmente aqueles que relacionam a histogénese e a possivel presenca

de células-tronco no parénquima tumoral.



2 REVISAO DA LITERATURA

21 ADENOMA PLEOMORFICO

Os tumores das glandulas salivares constituem cerca de 3% de todas
as neoplasias de cabecga e pescoc¢o. A maioria desses tumores compreende
neoplasias benignas, das quais, cerca de 70% correspondem a adenomas
pleomdrficos (WAL et al. 1998; ITO et al. 2009).

O adenoma pleomorfico ocorre principalmente nas glandulas maiores
(a parotida é a glandula mais acometida), mas também acomete as
glandulas menores (mucosas), especialmente as localizadas no palato
(LINGAM et al. 2011). Esta neoplasia predomina no sexo feminino,
principalmente entre 3% e a 4% décadas de vida (ELLIS e AUCLAIR 1995).
Apresentagdes clinicas, radioldgicas e histoldégicas sdo diversas: podem
ocorrer em diferentes localizagbes anatbmicas e ter aspectos
histopatolégicos variados gracas a diferentes propor¢cées dos elementos
epiteliais e mesenquimais, o que Ihe garante o nome alternativo de tumor
misto das glandulas salivares (LINGAM et al, 2011).

Clinicamente trata-se de uma massa nodular circunscrita de
capsulagcdao e tamanhos variaveis, que pode apresentar-se solitario, de
crescimento lento, indolor, de comum recorréncia e, raramente leva o
paciente a obito (MENDENHAIL et al. 2008; LINGAM et al. 2011). A excisao

cirurgica € o tratamento de escolha para o adenoma pleomérfico, que pode



crescer a proporgdes maiores, caso nao sejam tratados. Assim, a
longevidade e recidiva sao fatores de risco de transformagdo maligna, que
pode ocorrer de 3% a 4% dos casos (LINGAM et al, 2011).

Do ponto de vista microscopico, o adenoma pleomérfico € uma
neoplasia bifasica, composta por células epiteliais e mioepiteliais arranjadas
em uma grande variedade de padrdes, em meio a um estroma escasso ou
abundante, do tipo mucdide, fibroso, condréide, vascular ou mixocondrdide.
Ha também uma grande variagdo na disposigao celular, com formagdes
celulares difusas e compactas até a apresentacdo de células isoladas;
formacdes ductiformes e padrdes trabeculares, basalbide e cisticos sao
frequentes (ELLIS e AUCLAIR 1995; ITO et al. 2009). Essas caracteristicas
de diversidade fenotipica dos componentes lhe conferem o aspecto
histolégico de pleomorfismo arquitetural (SEIFERT et al. 1990).

Estudos mostraram que a maioria dos adenomas pleomorficos séo
formados por proliferagao de células mioepiteliais modificadas, de morfologia
do tipo plasmocitoide, fusiforme, poligonal ou hialino. Em meio a esses
agrupamentos celulares se fazem presentes estruturas ductiformes e
estroma, geralmente do tipo hialino (REGEZI & BATSAKIS 1977).

Do ponto de vista citogenético o adenoma pleomorfico pode ser
enquadrado em quatro grupos distintos (BULLERDIEK et al. 1993; CHEUK &
CHAN 2007):

1) Tumores apresentando rearranjos de 8q12 (39% dos casos);

2) Tumores apresentando rearranjo de 12q13-15 (8% dos casos);



3) Tumores apresentando alteragdes clonais esporadicas ndo envolvendo
8912 ou 12q13-15 (23% dos casos);
4) Tumores com cariotipo aparentemente normal (30% dos casos).

Os estudos moleculares de receptores de androgenos indicam que as
células que compdem o estroma e as células epiteliais dos adenomas
pleomdérficos sdo clonais e se originam da mesma célula progenitora. A
hipétese desse tumor possuir em sua composicdao células-tronco com
capacidade multipotente também pode eventualmente explicar seu
pleomorfismo arquitetural e o comportamento recidivante.

A histogénese do adenoma pleomorfico ainda € debatida nos entre
diversos autores na literatura, e duas teorias tém sido utilizadas para explicar
a origem do tumor: a primeira postula que o adenoma pleomorfico é o
resultado de expansao clonal de uma unica célula pluripotente; outros
autores consideram que o adenoma pleomorfico e outros tipos de neoplasias
bifasicas das glandulas salivares sejam derivadas do crescimento
coordenado de populagdes celulares derivadas da regido intercalar-acinar
onde possivelmente encontram-se as células que mantém a capacidade
proliferativa e regenerativa dessas glandulas (BATSAKIS et al. 1989;
NOGUCHI et al. 1996; DARDICK, 1998; BATSAKIS e EL-NAGGAR. 1999;
LEE et al. 2000; DEBIEC-RYCHTER et al. 2001; MARTINS et al. 2005). Os
ductos intercalados, em especial, sdo formados por uma camada Unica de
células cubodides e que tém a possibilidade de se diferenciar em acinos ou
em outras porgdes do sistema ductal glandular. Sendo assim, do ponto de

vista embrioldgico e evolutivo, o segmento intercalado (menor segmento do



sistema ductal) das glandulas salivares & apontado como o local que abriga
células de reserva/ células—tronco, contribuindo para a manutencdo e
regeneragcdo da glandula salivar adulta (KISHI et al. 2006; REGEZI e
BATSAKIS 1977). DEBIEC-RYCHTER et al (2001), em estudo genético e
imunoistoquimico, mostraram a expressao do gene e proteina PLAG1 em
todas as células do adenoma pleomdérfico, com énfase no elemento
mesenquimal, favorecendo a hipotese da clonalidade de células
multipotentes como origem do tumor. Baseados nessas evidéncias,
GURBUZ et al (2006), em um novo estudo imunoistoquimico sugerem que o
tumor se origine de ceélulas-tronco.

Apesar desses intensos debates na literatura cientifica e das diversas
evidéncias experimentais demonstradas pelos diversos pesquisadores, a
teoria sobre a localizagdo de células-tronco/multipotente ou compartimento
regenerativo da glandula salivar ainda ndo foi cabalmente demonstrada, bem

como sua relagdo com o adenoma pleomorfico.

2.2 A MORFOGENESE DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares iniciam seu desenvolvimento a partir de botdes
epiteliais que se originam do epitélio bucal na vida fetal precoce (HAND
1986; HIATT e SAUK 1991; TONGUE e LUKE 1994, BERKOWITZ et al.
1992).

O primordio da glandula parétida humana aparece entre a 4% e 62

semana de vida intra-uterina nas dobras laterais do estomatodeum. A



gléandula submandibular origina-se do soalho bucal durante a 6 semana e a
sublingual se forma lateralmente ao primérdio da submandibular entre a 72 e
82 semana de vida intra-uterina. Todas as glandulas salivares menores
formam-se mais tardiamente a partir do epitélio de revestimento de areas
especificas da cavidade bucal (HAND 1986; TONGUE e LUKE 1994; DALE
1994; ELLIS e AUCLAIR 1996).

Apesar dos sitios e do tempo de desenvolvimento diferirem
significativamente entre as diversas glandulas, o processo envolvido no
desenvolvimento é similar e sofre influéncias de fatores extrinsecos e
intrinsecos que regulam o processo de morfogénese, proliferagdo e
diferenciagdo celular. (CUTLER 1990; KLEIN 1994; DENNY et al. 1997).

Entende-se por processo de morfogénese das glandulas salivares as
etapas que levam ao arranjo lobulado, caracteristico desse tecido, enquanto
que a diferenciagao compreende os processos de amplificagdo da sintese e
armazenamento dos granulos de secregcdo. A combinagcdo desses dois
processos € denominada de citodiferenciagdo. Estudos sugerem que a
morfogénese e a citodiferenciacdo das glandulas salivares estdo
parcialmente ligadas, mas s&o reguladas por processos distintos, sendo que
a expressao total de um dos dois processos € modulada ou controlada pela
matriz extracelular (CUTLER 1990).

O desenvolvimento das glandulas salivares pode ser dividido em
cinco estagios:

O primeiro estagio (pré-botao) envolve a indugéo da proliferagcdo do

epitélio de superficie pelo mesénquima adjacente resultando no



espessamento e formacado dos botdes epiteliais. O botdo em crescimento é
separado do mesénquima condensado pela lamina basal secretada pelo
préprio epitélio (BERNFIELD et al. 1972; HAND 1986; HIATT e SAUK 1991;
KLEIN 1994; ELIS e AUCLAIR, 1996).

O segundo estagio (botao inicial) é representado pela formagao e

crescimento dos corddes epiteliais principais. Nesse estagio observa-se a
proliferacdo das células dos botdes formando corddes celulares sodlidos,
constituidos por duas camadas de células, associados a condensacio e
proliferagdo do mesénquima adjacente. Ultra estruturalmente, as células
indiferenciadas que compdem os corddes sao caracterizadas como células
cubdides irregulares, contendo numerosos ribossomos livres, nucléolos
proeminentes e complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso pouco
desenvolvidos (BERNFIELD et al. 1972; HAND 1986; CUTLER 1990; HIATT
e SAUL, 1991; KLEIN 1994; ELLIS e AUCLAIR 1996). ADI e CHISHOLM
(1994), observaram que as células epiteliais que compdem os corddes
sélidos de glandulas submandibulares humanas exibem material PAS
(Periodic Acid Schiff) positivo no seu interior.

O terceiro estagio (pseudoglandular) corresponde a ramificagdo da

porcdo terminal dos corddes epiteliais e a continuacdo da diferenciagao
glandular. Neste, os corddes epiteliais proliferam rapidamente e ramificam-
se em bulbos terminais que sdo compostos por 10 a 12 células.

O quarto estagio (canalicular) corresponde as repetidas ramificagdes

dos corddes epiteliais nas porgdes terminais formando os l6bulos compostos

por um sistema de bulbos ramificados como uma arvore (processo de



arborificacdo). Nesse estagio a capsula da glandula comecga a se formar a
partir do mesénquima e circunscreve o parénquima glandular (BERNFIELD
et al. 1972, HAND 1986; CULTER 1990; HIATT e SAUK 1991; KLEIN 1994;
ELLIS e AUCLAIR, 1996).

Neste estagio também ocorre a canalizacdo dos corddes epiteliais
com a formagdo de um orificio criando um tubo ou ducto. Estudos
experimentais indicaram duas teorias a respeito do mecanismo de
canalizaggo: (1) graus diferentes de proliferacdo entre camadas externas e
internas dos corddes epiteliais, (2) secregéo do fluido pelas células ductais,
0 que aumenta a pressao hidrostatica e produz um lumen junto ao cordao.
Tanto a ramificacdo das estruturas ductais quanto o crescimento dos septos
de tecido conjuntivo continuam neste estagio do desenvolvimento (HAND
1986; HIATT e SAUK, 1991; KLEIN 1994; ELLIS e AUCLAIR, 1996).

A citodiferenciacdo dos tipos celulares especificos das glandulas
salivares parece ser iniciada apdés as caracteristicas de arborificacdo
estarem estabelecidas (CUTLER 1990).

O quinto estagio (botao terminal), ou seja, a de citodiferenciacéo

fincional dos acinos e ductos intercalados, representa a diferenciacao
morfolégica das gléndulas salivares em desenvolvimento. Durante esse
periodo a atividade mitética ao invés de ocorrer em todo o cordao epitelial,
ira ocorrer apenas na porc¢ao terminal do bulbo, onde as células irdo se
diferenciar em células dos tubulos terminais e pro-acinares. Com a formacéao
dos lumens nos bulbos terminais ocorrem fissuras nas células circunjacentes

fazendo com que cada bulbo terminal fique dividido em varias subunidades



constituidas por duas camadas de células circundando um lumen e que séo
chamadas de tubulos terminais. Nesta fase as unidades da porgcao terminal
luminal estdo pouco diferenciadas para serem chamadas de acinos e séo
conhecidas como sacos terminais. Acredita-se que as células externas
originem as células mioepiteliais e basais enquanto que as células internas
sofrem diferenciagdo para acinares e luminais (KLEIN 1994; ELLIS e
AUCLAIR 1996).

As células mioepiteliais provavelmente sdo originadas das células
epiteliais externas localizadas nos tubulos terminais e desenvolvem-se
concomitantemente com a citodiferenciacdo das células acinares. A
diferenciagao das células mioepiteliais esta caracterizada pela agregacgéao de
microfilamentos e demonstracdo imunoistoquimica da actina, miosina e
filamentos intermediarios de pré-queratina (YAKU 1983; KLEIN 1994).

A maturagdo das células acinares ocorre em estagios especificos
classificados de acordo com a morfologia dos granulos de secre¢ao e das
organelas celulares, sendo diferente entre os acinos mucosos e serosos. O
primeiro sinal de diferenciacdo dos sacos terminais em acinos esta
relacionado com o aumento da dilatacdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso pelas proteinas secretorias, seguido da observagao
de granulos secretorios agranulados e presengca de complexo de Golgi
funcional. Progressivamente, as quantidades de reticulo endoplasmatico
rugoso, Golgi e granulos secretorios vdo aumentando com a maturagao dos

acinos (YAKU 1983; KLEIN 1994).



Os ductos excretores das gléandulas salivares diferenciam-se a partir
dos corddes principais: as ramificacbes distais dos corddes principais
originam os grandes ductos estriados, enquanto os ductos intercalares (onde
se acredita que ha células-tronco), pequenos ductos estriados, células
secretoras e mioepiteliais originam-se das células dos tubulos terminais. A
diferenciagao dos ductos excretores e estriados maiores ocorre apenas apos
os corddes celulares solidos terem sofrido canalizacdo (HAND 1986; DALE
1994; ELLIS e AUCLAIR 1996; DENNY et al. 1997).

Os estimulos provenientes dos mecanismos secretores e da
inervacao da glandula sao responsaveis pela continuagdo e maturagdo da
citodiferenciagao, porém a glandula sera totalmente formada no periodo pés-
natal. Este desenvolvimento poés-natal esta relacionado com: (1) a
maturacao do estimulo de secrecdo, que é responsavel pela ativacdo dos
receptores de membrana que sinalizam caminhos de transducédo de sinal
junto a célula e controlam a secregdo das células; e com (2) o
estabelecimento de conexdes neurais do sistema nervoso autbnomo, que é
o primeiro regulador da fung&o das glandulas salivares (HAND 1986; LEE et
al. 1990; KLEIN 1984; ELLIS e AUCLAIR 1996).

Como resultado do processo de desenvolvimento acima descrito as
gléandulas salivares tomam a forma de estrutura composta tubulo-acinar, o
que indica a presenca de um sistema ductal ramificado e unidades
secretdrias com porgéo tubular e acinar. Essas glandulas s&o exdcrinas,

cujas secregdes fluem para o interior da cavidade bucal.



2.3 CELULAS-TRONCO

2.3.1 Histéria das Células-Tronco Tumorais

A origem das neoplasias e seus aspectos microscopicos vém sendo
ha muitos anos motivo de pesquisa. Patologistas alemaes liderados por
Joannes Muller, por volta de 1840, foram os primeiros a examinar
microscopicamente espécimes tumorais. A partir dai, seus alunos
comecgaram a estudar a origem dos tumores. Rudolf Virchow foi o primeiro a
reconhecer que apenas “pequenos globulos”, os quais ele chamou “células”
tinham a capacidade de multiplicar-se independente, tornando-se os
verdadeiros “cidaddos do organismo”. Ele postulou que essas células eram
provenientes de células normais. (SHIMKIN, 1977; HOUGHTON et al. 2007).
Julius Conhnheim, outro aluno de Muller, teve uma abordagem diferente, e
em 1867 propOds que os tumores eram derivados ndo de tecido adultos
normais, mas de restos de células embrionarias do tecido adulto.
Finalmente, Wilhelm Waldeyer com uma série de estudos detalhada propds
que os carcinomas eram derivados de estruturas epiteliais adultas,
apontando a célula de origem do céncer como epitelial ou endotelial.
(RATHER 1978; HOUGHTON et al. 2007).

Dois séculos mais tarde Percival Pott’s desenvolveu um estudo de
casos de cancer do testiculo em limpa-chaminés e Ames, baseado nesses
achados, demonstrou que esses tumores eram causados por mutagdes
genéticas (SHIMKIN 1978; HOUGHTON et al. 2007). Durante o século XX e

inicio do século XXI, inumeros estudos genéticos e moleculares foram



desenvolvidos para melhorar a compreensao sobre a biologia e origem dos
tumores, o que culminou na teoria multifatorial da carcinogénese — iniciagao,
promog¢ao e expansdo. Mais recentemente os estudos avancam com o
conceito de que neoplasias podem envolver ou originar-se de células
multipotentes ou pluripotentes (células-tronco), ressuscitando a teoria do
pesquisador e patologista Julius Cohnheim (FISHER e HOLLOMON 1951;

NORDLING 1953; POTTER 1978; HOUGHTON et al. 2007).

2.3.2 Definigoes Atuais de Células-Tronco

Os estudos mais recentes sobre células-tronco tiveram um impulso a
partir de meados do século XX (1950) com pesquisas envolvendo o sistema
hematopoiético e geraram o conceito de que essas células tém a capacidade
de auto-renovacéo e de formar descendentes diferenciados. (FORD et al.
1956; SIMINOVITCH et al. 1963; TILL e MCCULLOCH 1963). Atualmente o
termo células-tronco engloba desde células-tronco embrionarias até células-
tronco adultas. Essas ultimas tém sido identificadas em muitos tecidos
diferentes como mama, intestino, sistema nervoso central, musculo
esquelético, polpa dentaria, etc. Nas glandulas salivares as células-tronco
ainda sdo pouco estudadas (REYNOLDS e WEISS 1992; STEMPLE e
ANDERSON 1992; DONTU et al. 2003; COLLINS et al. 2005; RADTKE e
CLEVERS 2005; SHACKLETON et al. 2006; ROTTER et al. 2007; SATO et
al. 2007).

Na maioria dos tecidos existe uma pequena fragdo de células com

capacidade de multiplicar-se, dando origem a células que irdo proporcionar a



renovagdo e regeneracao tecidual e, ao mesmo tempo, mantendo esta
propria caracteristica de células de reserva. Essas células, denominadas
células-tronco orgado-especificas, sdo as responsaveis pela manutencao da
integridade dos tecidos adultos, pelo reparo de tecidos lesados e pela
remodelagao dos tecidos e 6rgaos (ZAGO e COVAS 2006; OLIVEIRA et al.
2010).

As células-tronco tém uma capacidade limitada de diferenciacdo e em
geral podem dar origem a um unico ou alguns poucos tipos de células
diferenciadas, restritas ao tecido de onde derivam, sendo entéo classificadas
como unipotentes, oligopotentes ou multipotentes. Porém, ha outros tipos de
células-tronco com potenciais diferentes, como as células-tronco
totipotentes, que podem produzir todas as células embrionarias e extra
embrionarias; e as pluripotentes, que podem produzir todos os tipos
celulares do embrido, com excecdao da placenta e anexos placentarios
(ZAGO e COVAS 2006).

Células-tronco adultas diferem de outras células do organismo por
apresentarem caracteristicas como:

a) séo células indiferenciadas e ndo-especializadas;

b) sdo capazes de se multiplicar por longos periodos mantendo-se
indiferenciadas, de forma que um pequeno numero pode originar uma
grande populacéo de células semelhantes;

c) sao capazes de se diferenciar em células especializadas de um

tecido em particular.



Essas células sdo capazes de sofrer divisdes assimétricas, podendo
originar células que permanecem indiferenciadas, repondo a populagao de
células-tronco, ou podem se diferenciar em células especializadas. (ZAGO e
COVAS 20086).

As caracteristicas especificas das células-tronco envolvem uma
capacidade ilimitada de auto-renovagao e de diferenciacdo em multiplas
linhagens celulares, o que as fazem ser muito importantes na fisiologia
normal e em condigdes patologicas (SMALLEY e ASHWORTH 2003;
CARIATI & PURUSHOTHAM 2008). As células-tronco adultas
desempenham um papel crucial nos processos de regeneragdo dos
vertebrados. Isto foi demonstrado em muitos sistemas de modelo animal,
onde as células do local da lesdo tiveram a capacidade de se diferenciar e
proliferar rapidamente regenerando membros, olhos, coragao, intestino,
maxila e mandibula (RAPOPORT et al. 2009; KISHI et al. 2006).

No entanto, as mesmas qualidades também podem representar uma
séria ameaga ao organismo hospedeiro, caso sua diferenciagdo torne-se
deficiente e sua capacidade proliferativa descontrolada. Acredita-se que a
desregulagdo do processo de auto-renovagdo baseado em células-tronco
possa participar das etapas multifatoriais de iniciagdo, promog¢ao e expansao
na carcinogénese, o que pode ser a chave para a compreensdo desse
processo (KAKARALA e WICHA 2008; OLIVEIRA et al. 2010).

Os tecidos epiteliais sdo sujeitos a continua remodelagédo e
renovacao. Essa renovacao tecidual inclui a proliferagao lenta de células-

tronco que sdo de longa duragdo, o que as deixa mais expostas e



susceptiveis a mais danos do que as células mais diferenciadas, podendo
acumular mutagdes que serdo transmitidas a proliferacédo de suas células-
filhas (OLIVEIRA et al. 2010).

Muitos tecidos adultos tém sido identificados como potenciais fontes
de células-tronco, como supracitado. Nesses varios 6rgdos ha uma reuniao
de esforgos para se identificar, isolar e compreender o funcionamento das
células-tronco, frente a perspectiva destas serem empregadas como
modalidade terapéutica de varias doengas (GOLDING et al. 1995;
TROPEPE et al. 2000; TOMA et al. 2001; DONTU et al. 2003; ARAI et al.
2004; BRITTAN e WRIGHT 2004; HISATOMI et al. 2004; LAVKER et al.
2004; SEABERG et al. 2004; TUMBAR et al. 2004; KIM et al. 2005; LERI et
al. a2005; SEEBERGER et al. 2006; SHACKLETON et al. 2006; ROTTER et

al. 2007; SATO et al. 2007; LOMBAERT et al. 2008).

2.3.3 Células-Tronco e a Origem das Neoplasias

Células-tronco também tém sido investigadas em neoplasias, no
sentido de se compreender de forma mais efetiva o padrdo evolutivo dos
tumores para determinacgao de terapias mais eficazes no seu controle.

Tem sido evidente que células-tronco estao envolvidas em processos
diversos como cicatrizacdo, metaplasia e cancer. A idéia de que o cancer
pode conter células-tronco tumorais (CTT) ganhou aceitagdo com os
experimentos de HAMBURGER e SALMON (1977), que demonstraram que
poucas células tumorais foram capazes do formar colénia in vitro,

produzindo todos os tipos de células dentro de um tumor.



Uma propriedade que todos os tumores tém em comum, € a
variabilidade entre as células tumorais dentro de um unico tumor. Essas
células diferem-se com caracteristicas morfologicas, tamanho, composigao
da membrana e expressdo de diversos antigenos, além de possuirem
comportamentos diferentes, como a taxa de proliferacdo, potencial
metastatico e sensibilidade a agentes terapéuticos (CAMPBELL e POLYAK,
2007). Em diversos tipos de tumores solidos, como tumores de mama, a
existéncia de uma distribuicdo hierarquica das células tumorais ¢é
amplamente aceita. Na teoria, acredita-se que apenas uma pequena
subpopulagao de reposi¢cado de células-tronco pode dar origem a diversidade
de células diferenciadas que compdem a massa tumoral. Algumas pesquisas
tém identificado uma pequena subpopulagdo de células com caracteristicas
peculiares e, portanto mais agressivas, dentro de tumores primarios e
metastaticos de mama (AL-HAJJ et al, 2003; ABRAHAM et al, 2005;
COLLINS et al, 2005; O'BRIEN et al. 2007; OLIVEIRA et al. 2010). Nas
neoplasias benignas estas informac¢des ainda ndo foram confirmadas.

E possivel que o desenvolvimento de células-tronco tumorais possa
envolver alguns eventos como (KLONISH et al. 2008):

* Alteragdo no microambiente do nicho de células-tronco dentro de um
tecido;

* Alteragdo no metabolismo celular, controle e/ou progressao do ciclo-
celular;

* Amplificacdo da populagcdo celular com alteracdo de fendtipo

molecular que dao origem a tumores primarios e metastases.



As caracteristicas principais das CSCs (Cancer Stem-Cells) séao:
capacidade de auto-renovagao, habilidade de gerar tumores com poucas
células, divisdo celular lenta, capacidade de dar origem a uma célula-filha
fenotipicamente diversa, e resisténcia a apoptose, radioterapia e
quimioterapia, além da capacidade de migragcédo e propagacao a metastase
(REYA et al, 2001). As principais caracteristicas de auto-renovagao e
diferenciagao levam a producao de todos os tipos de células em um tumor,
gerando heterogeneidade tumoral (CAMPBELL e POLYAK, 2007; DONTU et

al, 2003; OLIVERA et al, 2010).

2.3.4 Identificacao das Células-Tronco

A identificagdo de células-tronco nos diversos sistemas biolégicos —
normais e neoplasicos é dificil e pesquisadores empenham esfor¢cos para
desenvolver marcadores moleculares e protéicos considerados
identificadores de células-tronco, entre eles CD24, CD44, CD133, c-Kit,
Musashi-1.

O CD24 é uma glicoproteina de superficie expressa em todas as
fases de desenvolvimento dos linfocitos B e na maioria dos timécitos. Este
marcador, também esta presente nos mondcitos, células de Langerhans e
hemacias (progenitores hematopoiéticos) (HOUGH et al. 1994). O antigeno
é também expresso em carcinoma de células renais, carcinoma do pulméao
de pequenas células e o neuroblastoma (AKASHI et al. 1994).
Funcionalmente, o CD24 aumenta o potencial metastatico das células

malignas, pois tem sido identificado como um ligante P-selectina, um



receptor de adesao em células endoteliais ativadas e plaquetas (OLIVEIRA
et al, 2010).

O CD44 é uma (glicoproteina transmembrana tipo 1, envolvida na
interacéo célula-célula, adesao celular e migracdo. E encontrada em células-
tronco hematopoiéticas, tecidos epiteliais e ndo epiteliais, e esta envolvida
na adesdo de leucdcitos a células endoteliais em resposta a processos
inflamatorios, células do estroma e da matriz extracelular (SACKSTEIN et al.
2008). Este marcador de superficie celular, tem sido utilizado para identificar
CSCs em tumores de mama (SHIPITSIN et al. 2007), bem como outros tipo
de tumor, como os de préstata (COLLINS et al. 2005), pancreas (LI et al.
2007), e
carcinoma de cabeca e pescogo (PRINCE et al. 2007). KOGLER e
colaboradores (2004) isolaram células das amostras de sangue de cordao
umbilical humano, e denominaram USSC (unrestricted somatic stem cell).
Essas células expressaram altos niveis de CD44 e diferenciaram-se in vitro
em osteoblastos, condroblastos, adipdcitos, células hematopoéticas e
células neuroldgicas. Quando transplantadas em modelos animais, péde-se
demonstrar sua incorporagdo em reparagdao 6ssea, em condrogénese, em
células parenquimatosas hepaticas e em cardidmiocitos. Além disso,
tumores como carcinoma papilifero de tiredide, carcinomas de mama,
bexiga, ovario, colo de utero, prostata, melanoma e linfomas nao-Hodgkin
expressam esta proteina (RHIJIN et al. 2003).

O CD133 ¢é uma glicoproteina de superficie celular, também

conhecida como prominin-1, expressa por ceélulas-tronco hematopoiéticas



imaturas e por outras células progenitoras, incluindo as do epitélio, onde s&o
encontradas na superficie apical das células. Inclui-se também células-
tronco neurais e embrionarias (CORBEIL et al. 2010). Mais tarde, essa
proteina foi usada para purificar CSCs em varios tipos tumorais (SINGH et
al. 2004; MIZRAK et al. 2008). Além disso, essa glicoproteina, tem sido
observada em neoplasias, incluindo leucemias (SHMELKOV et al. 2005).
Contudo, tem sido especulado que o CD133 possa exercer algum papel na
interacao célula-célula e que possa estar envolvido no desenvolvimento fetal
e na homeostase de 6rgao maduros (YU et al. 2002).

O proto-oncogene c-Kit, também conhecido como CD117, € um
receptor transmembranico tirosina-quinase que tem estrutura semelhante ao
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-R). Esta
proteina tem papel importante no desenvolvimento de muitos processos
embrionarios, incluindo gametogénese, melanogénese e hematopoiese
(MIETTINEN e LASOTTA 2005). A proteina Kit é ativada por fosforilagao,
levando a uma cascata de ativagao de genes que regulam uma variedade de
respostas bioldgicas incluindo proliferagdo celular, diferenciagado celular,
apoptose, quimiotaxia e adesdo celular. Mutacdo em c-Kit tém sido
considerado importante no crescimento e progressao tumoral. Esse receptor
também tem sido descrito como importante marcador de células-tronco,
como por exemplo, na linhagem hematopoiética (EDLING e HALBERG
2007).

Musashi-1 (também conhecido como Msi1), faz parte de uma familia

de proteinas conservadas evolutivamente ligantes de RNA (RNA-binding)



que é preferencialmente expressa no sistema nervoso, além de ser
altamente observada em células-tronco neurais fetais e adultas.
Desempenha um papel essencial na regulagéo da divisdo celular assimétrica
de células precursoras ectodérmicas conhecidas como células precursoras
de O6rgédos sensoriais através da regulagdo traducional de mRNA alvo
(OKANO et al. 2005). Essa proteina é seletivamente expressa em células
progenitoras neurais, incluindo células-tronco neurais. Além disso, a familia
Musashi € importante para a manutencdo do papel da diferenciacédo de
células-tronco e tumorigénese (KANEMURA et al. 2002).

Outros marcadores que identificam células-tronco podem ser
encontrados na literatura cientifica, porém a sua aplicacao e real efetividade

de uso em humanos nao sao completamente elucidadas.

2.3.5 Células-tronco e glandula salivar

As glandulas salivares também foram descritas como uma valiosa
fonte de células-tronco. SATO et al. (2007), isolaram e caracterizaram
células progenitoras obtidas de glandulas salivares humanas e observaram
que elas se diferenciaram em células hepaticas e pancreaticas. Outros
estudos também relatam a caracterizacio e isolamento de células-tronco de
gléandulas salivares em varias espécies como ratos, camundongos e suinos.
Todas essas células tém como caracteristica comum a expresséo de c-kit
(RAPOPORT et al. 2008; ROTTER et al. 2007).

Outros marcadores foram considerados importantes identificadores de

células-tronco nas glandulas salivares e em lesdes derivadas de tecidos



glandulares, como o CD133 (Prominin-1), que foi descrito inicialmente por
YIN et al. (1997), como marcador de células primitivas hematopoiéticas e
neurais e que devido a essa caracteristica despertou interesse quanto ao
seu potencial de possivel marcador de células-tronco adultas (MIZRAK et al.
2008). Com isso, esse marcador pode nos revelar a existéncia de células-
tronco na estrutura ductal das glandulas salivares (KARBANOVA et al.
2008).

Alguns autores também apontam o c-Kit e musashi-1 como
marcadores de células-tronco em ductos de glandulas salivares. Assim,
esses achados reforcam a idéia de que células-tronco podem residir no
compartimento ductal das glandulas salivares (LOMBAERT et al. 2008).

Em tumores de mama, foi identificado um subgrupo de células com
caracteristicas de células-tronco que expressam fortemente o CD44 e que
tem expresséo baixa ou ausente de CD24 (HOPE et al. 2004). A expressao
positiva ou negativa do CD24 tem sido utilizado em conjunto com outros
marcadores para identificar células-tronco em tumores (OLIVEIRA et al.
2010). Nas gléndulas salivares, o CD44 foi identificado no mioepitélio das
glandulas salivares normais, o que evidéncia a fungédo dessa molécula na
regulacdo do crescimento e renovagao do tecido normal e, potencialmente,
na morfogénese das neoplasias de glandula salivar, mas ainda ndo ha
estudos globais da distribuicdo desta proteina nos diversos tipos celulares
epiteliais e nas células mioepiteliais que constituem o tecido salivar adulto

(FONSECA et al. 2000).



Nas neoplasias das glandulas salivares a importancia das células-
tronco ou de células multipotentes ainda n&o foi explorada, embora ja seja
bem estabelecida a relagdo de diversos tumores das glandulas salivares
com o compartimento intercalar-acinar (considerada a regido regenerativa e
que abriga as células-tronco dessas glandulas). Das neoplasias originarias
desse segmento glandular e a possivel relagcdo com células-tronco/
multipotentes, destaca-se o adenoma pleomorfico dada a sua marcante
diversidade arquitetural e diferenciagcdo celular. Assim, os aspectos
morfolégicos do adenoma pleomorfico podem servir como modelo para a
compreensao da participacdo de células com marcadores similares aos de
células-tronco/ multipotentes, em lesdes derivadas do segmento intercalar-
acinar das glandulas salivares.

Nosso objetivo portanto, foi investigar na composicdo do adenoma
pleomdérfico (que € derivado do ducto intercalado), a presenga de células que
expressem marcadores de células-tronco. Para completar a investigagao,
também estudamos a possivel presenca de células positivas para esses
marcadores em glandulas salivares normais adultas e em espécimes de

glandulas salivares em desenvolvimento, derivadas de fetos humanos.



3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

A proposta dessa pesquisa foi identificar a presenca de células que
expressem marcadores de células-tronco na composigcdo de adenomas

pleomorficos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Identificar a presenca de células positivas para os marcadores CD24,
CD44, CD133, Musashi—1 e c-Kit, citados na literatura como proteinas
identificadoras de células-tronco, em casos de adenoma pleomorfico
por meio da técnica de imunoistoquimica;

2 Correlacionar a possivel presengca de que compartilhem os
marcadores que identificam células-tronco com o0s aspectos
morfolégicos do adenoma pleomorfico;

3 Avaliar a expressao dos genes CD24, CD44, CD133, Musashi-1 e c-

Kit por meio da técnica de real-time PCR.



4 MATERIAIS E METODOS

41 SELEGAO DO MATERIAL

4.1.1 Adenoma Pleomérfico

Foram selecionados um total de 101 casos de adenoma pleomorfico
dos arquivos do Hospital A.C. Camargo:

Cinquenta e cinco (55) casos foram provenientes dos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo e,
portanto, mantidos em blocos de parafina;

Sessenta casos (60) consistiam de amostras de tecido congelado de
adenoma pleomdrfico (proveniente de ressecgdes do tumor), obtidos do
banco de tumores do Hospital A.C. Camargo. Esses casos foram utilizados
nos ensaios de analise molecular por reagdo em cadeira de polimerase em
tempo real (Real Time-PCR).

Dos 55 casos de adenoma pleomorfico provenientes dos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica, 14 casos eram pareados com casos
que cujo tecido também foi armazenado no Banco de Tumores Congelados
(amostras pareadas).

Os espécimes incluidos no estudo compreenderam casos
consecutivos do arquivo sem restricdo de idade, sexo, raga, localizacéo e
tamanho da leséo e tipo de tratamento. Por se tratar de neoplasia benigna,

nao houve restricdo quanto ao periodo de seguimento do doente.



Foram excluidos do estudo os casos que nido apresentaram material
suficiente para a realizagao da etapa laboratorial do trabalho.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicdo (numero do protocolo de aprovacgdo: 1257/09 — Anexo 1).

Dados demograficos de cada caso, incluindo sexo, idade e
localizacdo da lesdo foram colhidos dos prontuarios arquivados no SAME
(Servigo de Arquivos Médicos e Estatisticos) do Hospital A.C.Camargo.

As laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) de cada caso
foram recuperadas dos arquivos do Departamento de Patologia Cirurgica
deste Hospital e re-analisadas por 2 patologistas para checagem das
estruturas neoplasicas.

Apos a escolha do fragmento do tumor a ser utilizado na pesquisa, os
blocos de parafina contendo o tecido correspondente a Iamina selecionada
foram separados e cortes histologicos desse material, a 3um de espessura,
colhidos em lamina preparada com organo-silano foram utilizados para a
realizacdo da técnica de imunoistoquimica para detec¢cdo de proteinas

identificadoras de células-tronco.

4.1.2 Glandulas salivares normais adultas e glandulas salivares em
desenvolvimento

Foram utilizados espécimes de 20 glandulas salivares dissecadas de
embrides/fetos humanos em diferentes estagios gestacionais, provenientes
de abortos espontaneos. Todos os fetos pesavam menos de 500 gramas,

sendo considerados pegas cirurgicas. As idades gestacionais dos fetos (8 a



26 semanas de vida-intrauterina) foram determinadas por meio da medida
plantar segundo MCBRIDE et al. (1984) no momento da dissecgado. Esse
material pertence aos arquivos de Patologia Geral da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo, e foi cedido para a realizagéo
desse trabalho.

Os espécimes emblocados em parafina foram cortados a uma
espessura de 3um e corados em hematoxilina e eosina para checagem das
estruturas glandulares presentes.

Trinta (30) espécimes de glandulas salivares normais provenientes de
margens cirurgicas também foram incluidos no estudo. Essas glandulas
salivares compreenderam glandulas mucosas (menores) de varias regides
da cavidade oral, e glandulas salivares maiores - paroétida, submandibular e

sublingual.

4.2 IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes de 3um foram desparafinizados em dois banhos de xilol: o
primeiro a 60°C por 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente por 20
minutos. A seguir os cortes foram re-hidratados em cadeia descendente de
etanol (100%, 95%, 70%), para a remogédo de pigmentos formdlicos, e
posteriormente, agua corrente por 5 minutos.

Recuperagdo dos epitopos antigénicos e outras peculiaridades do

protocolo foram determinados durante a etapa experimental do trabalho.



Apoés a lavagem em agua corrente e agua destilada, realizou-se a
incubagcdo do material em solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% (10
volumes) 3 vezes por 5 minutos cada, com o intuito de se bloquear a
peroxidase enddgena tecidual.

Repetida a lavagem com agua corrente e agua destilada, as laminas
foram incubadas com solugao Protein block (DakoCytomation, Carpinteria,
USA) por 20 minutos a temperatura ambiente em cédmara umida, a fim de se
bloquear rea¢des do soro primario com proteinas inespecificas teciduais.

Em seguida, os cortes foram incubados com o soro primario diluido
em diluente contendo 0,05mol/L de tampao Tris-HCL e 0,1% de Tween 20
(Antibody Diluent with Background Reducing Components, DakoCytomation,
Carpinteria, USA) e colocadas a 4°C, overnight em cémara umida.
Informacgdes sobre os anticorpos e etapas especificas do protocolo estdo
descritas na Tabela 1.

Os procedimentos posteriores foram sempre precedidos de duas
lavagens em tamp&o PBS pH 7.4, durante 5 minutos cada.

Apos a incubagdo com o anticorpo primario, os espécimes foram
incubados com anticorpo secundario, contendo pool de anticorpo anti-
camundongo e anti-coelho, utilizando o kit Advanced™ HRP
(DakoCytomation, Carpinteria, USA) em 2 etapas de 30 minutos cada.

Para a reagao de revelacdo, os espécimes foram incubados com o
revelador 3°3- diaminobenzidina - DAB (DakoCytomation, Carpinteria, USA)

gue evidencia a reagao por meio de coloragao castanha.



Os cortes foram lavados em agua corrente e agua destilada e contra-
corados com hematoxilina de Carazzi por 3 minutos.

Posteriormente, os cortes foram desidratados em cadeia ascendente
de etandis, diafanizados em trés banhos de xilol, e montados em resina
permount para o exame ao microscopio de luz.

Os controles negativos das reag¢des supracitadas foram realizados por
meio da incubacdo de espécimes com soro nao-imune. Os controles
positivos foram utilizados de acordo com informacgdes do fabricante de cada
anticorpo. Todas as reacdes foram realizadas em duplicatas.

As reacgdes foram analisadas em microscopio Optico e os dados
estudados de forma qualitativa e semi-quantitativa.

Os dados foram fotografados com equipamento fotografico digital.

Tabela 1 — Anticorpos utilizados e sua procedéncia.

Anticorpo Clone Procedéncia Protocolo Titulo
CD 24 SN3 Neomarkers BM/ Citrato pH:6.0 1:100
CD 44

F-10-44-2 NovoCastra PP/ Citrato pH:6.0 1: 40

(H-Cam)
CD 133 Policlonal Abcam PP/ Edta-Tris pH:9.0 1:100
c-Kit T595 Abcam BM/ Edta-Tris pH:9.0 1:500
Musashi-1 Policlonal Abcam BM/ Citrato pH:6.0 1:650

BM: banho-maria a 96°C
PP: panela de pressao



4.3 TECNICAS MOLECULARES

4.3.1 Extracdao do RNA

Os tecidos congelados de tumores de adenoma pleomorfico, retirados
do Banco de Tumores do A.C.Camargo foram submetidos a analise
histolégica por um patologista qualificado para avaliar a porcentagem do
tecido de interesse. Somente amostras com pelo menos 70% de células
tumorais foram incluidos no estudo e seguiram para extragdo do RNA no
Laboratorio de Extracdo de Macromoléculas do Hospital A.C.Camargo.

Foram dissecadas manualmente amostras que continham fibrose,
tecido adiposo ou outros contaminantes. Brevemente, cerca de 30mg do
tecido congelado foi homogeneizado pelo equipamento Precelly®s
(Carlsbad, California, USA) e o RNA total foi extraido usando o RNeasy Mini
kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

A concentragao e a pureza do RNA foram avaliadas no equipamento
Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific) e a integridade foi determinada
pelo equipamento Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto,
Califérnia, EUA). O Bioanalyzer fornece um numero de integridade do RNA
(RIN-RNA Integrity Number) que varia de 1 a 10, onde 1 refere-se a um RNA
degradado e 10 a um RNA integro.

Os protocolos acima foram realizados pelo Laboratério de Extragao de

Macromoléculas da Profa. Dra. Dirce Maria Carraro.



4.3.2 Tratamento e Quantificagao das Amostras com DNAse

O RNA total foi submetido a digestdo com enzima DNAsel para a
eliminagcdo do DNA gendmico residual. Brevemente, o RNA total foi incubado
em solugdo tampéo 1X, contendo: 20 mM de Tris HCI pH 8.4, 2 mM MgCl,,
50 mM de KCI e 1U de DNase | e 1ug de RNA a temperatura ambiente por
15 minutos. A enzima foi posteriormente inativada pela adicdo de 2,5 mM de
EDTA e incubacao a 65°C por 10 minutos. Apds o periodo de incubacao, as
amostras foram precipitadas por 16 horas a - 20°C em solucado de acetato de
sédio 0,2 M e 2,5 volumes de etanol absoluto e centrifugadas a 10000 rpm
por 15 minutos, sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado lavado
com etanol 75% e centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos. O precipitado
foi entdo seco e ressuspendido em agua "DNase/RNAse free".

Apos o tratamento a concentracdo e a pureza do RNA foram

avaliadas no equipamento Nanodrop™ ND (Thermo Scientific).

4.3.3 Sintese de cDNA e Transcrigao Reversa

O cDNA foi sintetizado utilizando-se 1ug de RNA total usando o Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, Foster
City, CA) e 1U/uL de RNAse Out (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com o
protocolo do fabricante. A reagdo foi incubada a 25°C por 10 minutos,
seguido por 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 segundos. O cDNA foi

estocado a -20°C.



4.3.4 Controle de Contaminacao por DNA genémico

A eficiéncia da transcricdo reversa do RNA e a possivel presenga de
contaminagao por DNA gendémico no cDNA foi avaliada pela amplificagédo
por PCR do gene p-actina.

A PCR foi realizada utilizando um iniciador para B-actina que amplifica
regides intrénicas e outra reacdo de PCR para o mesmo gene endogeno (3-
actina), utilizando um par de primers que amplificam DNA gendmico em
300pb e cDNA em 110pb.

A reacéo foi feita em 20 pL totais, utilizou-se de 10ng de cDNA, 0,4puL
dos primers Forward (F) e Reverse (R) (ambos 10ng), (F- 5'-
GCACCCAGCACAATGAAG-3; R- 5-CTTGCTGATCCACATCTGC-3),
0,4uL de dNTP mix (10mM), 2,0uL de buffer de RT 10x, 0,6uL de MgCl (50
mM) e 0,2uL de Platinum™ Taq DNA Polimerase 1U (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, Califérnia, USA). A amplificagao foi realizada com o seguinte ciclo:
95°C por 5 minutos para a desnaturagcao da molécula e ativacdo da Platinun
Taq, 35 ciclos de 94°C por minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e
extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos dessa reagao foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, contendo Sybr Safe (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
Califérnia, USA). Apos a separacdo eletroforética as amostras foram
visualizadas em transluminador com ultravioleta e o gel foi fotografado

(Figura 1).



Figura 1 - Gel de agarose 2% representativo da analise por RT-PCR. Das

amostras de cDNA de adenoma pleomdrfico, amplificadas com primers para o gene da f-

actina. M, marcador de peso molecular 100pb. C-, controle negativo.

4.3.5 PCR em tempo real

Os ensaios de PCR em tempo real (real time-PCR) para os genes
alvos (CD24, CD44, CD133, c-Kit e Musashi-1) foram realizados utilizando-
se o sistema de fluorescéncia TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA)
e primers e sondas comerciais (Applied Biosystems, Foster City, CA) : CD24
— Hs02379687_s1; CD44 — Hs00153310_m1; CD133 — Hs01009259_m1; c-
Kit — Hs00922210_m1 e Musashi-1 — Hs01045894 m1.

Os ensaios de Real Time-PCR para os genes foram realizados
utilizando-se o aparelho ABI Prism 7900 Sequence Detetion System (Applied
Biosystems, Foster City, CA). As reagdes foram realizadas em um volume de
20uL contendo 10ng de cDNA e 1X de TagMan PCR Master Mix (Applied

Biosystems, Foster City, CA), 0,2uM dos oligonucleotideos/sondas dos



genes de interesse e 0,2uM dos oligonucleotideos/sondas dos genes B;.
microglobulina e 18S. A amplificagéo foi realizada com 1 ciclo de 50° por 2
minutos, 95° por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos (95° por 30s, 55° por 30s
e 72° por 30s). As reagdes foram realizadas em duplicatas.

A deteccdo dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do
sinal fluorescente emitido pela fluorescéncia TagMan. Dessa forma, os
valores quantitativos foram obtidos a partir do ciclo limiar (CT) onde o
aumento no sinal associado ao crescimento exponencial dos produtos de
PCR comeca a ser detectado.

A quantificacdo relativa foi calculada por 2 ©=“" (onde, ACT, CT do
gene alvo menos a média geométrica dos CTs dos genes endogenos (B..
microglobulina e 18S.), AACT, ACT da amostra de tumor menos ACT da

amostra referéncia (Pool de tecido normal).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A associacao entre a expressao das proteinas CD24, CD44, CD133,
c-Kit e Musashi-1 e os parametros clinicos demograficos foram avaliados
pelo teste de qui-quadrado. O teste de Mann-Whitney foi usado para
determinar a associagéo entre a expressao dos genes CD24, CD44, CD133,
c-Kit e Musashi-1 e os parametros clinicos demograficos.

A analise de correlagédo entre expressao dos genes foi avaliado pelo
Coeficiente de Spearman. A associagcdo entre o nivel das proteinas e a

expresséo dos genes foi avaliada usando o teste de Mann-Whitney. Todos



os p-values foram baseados em analise estatistica bi-caudal e P>0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. As analises estatisticas foram

realizadas usando o programa SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).



5 RESULTADOS

51 SELECAO DOS CASOS

Foram selecionados um total de 101 (cento e um) casos com
diagndstico confirmado de adenoma pleomorfico. Esses casos
compreenderam tumores operados durante os anos de 1979 a 2008 no
Hospital AC Camargo e com material disponivel nos arquivos do

Departamento de Anatomia Patologica deste Hospital.

5.1.1 Dados clinico-demograficos:

Os casos de adenoma pleomoérfico incluidos no estudo acometeram
62 mulheres e 39 homens de idades que variaram entre 9 e 84 anos de
idade, com maior incidéncia durante as 3 e 6° décadas de vida (média de
idade de 40,1). O tumor foi mais frequente na parétida, (72 casos), seguida
da glandula submandibular (21 casos). Seis casos foram diagnosticados na
cavidade oral (palato — 6 casos). A localizagdo do adenoma pleomdérfico ndo
foi detalhada em 2 casos. O tamanho dos adenomas pleomdérficos operados
variou de tumores com até 4cm no maior eixo (69 casos) e tumores acima
de 4cm no seu maior eixo (30 casos). As dimensdes de 2 casos nao foram

especificadas.



Do total de casos, apenas 8 adenomas pleomorficos recidivaram
(7,8% dos casos): estes casos acometeram mulheres, sendo 7 na pardtida e

1 no palato. Apenas 2 destes tumores eram maiores que 4cm (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas Clinico-Demograficas dos pacientes portadores
de adenoma pleomorfico.

Dados Clinico-Demograficos Feminino (%) Masculino (%) Total (%)
62 (61,4) 39 (38,6) 101 (100)
Idade
1% e 2% década 3(3,0) 2 (2,0) 5(5,0)
3%e 47 década 22 (21,8) 16 (15,8) 38 (37,6)
5%e 6 °década 20 (19,8) 15 (14,8) 35 (34,6)
Acima da 7 ° década 17 (16,8) 6 (6,0) 23 (22,8)
Localizagao
Parotida 48 (47,5) 24 (23,8) 72 (71,3)
Submandibular 9(8,9) 12 (11,9) 21 (20,8)
Palato 4 (3,9) 2(2,0) 6 (5,9)
Nao informado 1(1,0) 1(1,0) 2 (2,0)
Tamanho
Eixo menor que 4,0 cm 46 (45,5) 23 (22,8) 69 (68,3)
Eixo maior que 4,0 cm 16 (15,8) 14 (13,9) 30 (29,7)
Nao informado 0(0,0) 2 (2,0) 2 (2,0)
Recidiva
Parotida 7 (87,5) 0(0,0) 7 (87,5)
Submandibular 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Palato 1(12,5) 0(0,0) 1(12,5)
Total 8 (100) 0 (0,0) 8 (100)




5.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A analise histopatolégica dos tumores revelou que morfologicamente
os adenomas pleomdrficos incluidos no estudo eram compostos por células
mioepiteliais de fendtipos plasmocitoide, fusiforme, epitelidide e estrelaria,
bem como células epiteliais (ductais). Estas células mostravam-se
arranjadas em formacgdes arquiteturais diversas — lengol, ninhos e formagdes
luminais, bem como células isoladas. Metaplasia escamosa, condroide,
mixoide, hialina e calcificagdes foram observadas nos tumores analisados.
Exemplos desses padrdes estdo ilustrados na Figura 2.

As fases do desenvolvimento das glandulas salivares est&o ilustradas

na Figura 3.
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Figura 2 - Exemplos dos aspectos histopatologicos do adenoma pleomorfico

A e B: Células mioepiteliais e epiteliais arranjadas em lencgol/ ductos
neoplasicos. (H/E, aumento original X250)

C, D e E: Células epiteliais e mioepiteliais em arranjos compactos e ductais e
estoma mixoide. Observar em D e E a relagcdo do tumor com a periferia
(capsula). (H/E, aumento original X250)

F: Adenoma pleomorfico com estroma hialino. (H/E, aumento original X250)
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Figura 3 - As fases do desenvolvimento das glandulas salivares.

A: Fase de broto epitelial composto por células de aspecto basaldide e
indiferenciado. (H/E, aumento original X400)

B: Corddes epiteliais ramificados e presenca de algumas estruturas exibindo
inicio de lumen central. (H/E, aumento original X400)

C: Corddes epiteliais ramificados e canalizados (hematoxilina/eosina)

D: Ducto excretor canalizado e exibindo estratificagdo epitelial. (H/E,
aumento original X400)

E: Inicio da citodiferenciacdo acinar com presenca de sacos terminais
rudimentares. (H/E, aumento original X250)

F: Glandula salivar mucosa: citodiferenciacdo acinar tardia com estruturas
acinares morfologicamente diferenciadas, com células de citoplasma amplo
e claro e aspecto piramidal. (H/E, aumento original X400)

G: Glandula salivar plenamente desenvolvida. (H/E, aumento original X400)

H: Ducto excretor de glandula salivar. (H/E, aumento original X400)



5.2.1 Imunoistoquimica

Foram realizadas pesquisas para os marcadores CD24, CDA44,
CD133, c-Kit e Musashi-1 nos 55 casos de adenoma pleomdrfico
selecionados. Os resultados dessa pesquisa, bem como exemplos do
padrdao de marcagao de cada proteina estdo ilustrados nas Figuras 4 a 7.
Todos o0s casos revelaram padrdes similares de expressido desses

marcadores:

CD24:

No adenoma pleomdérfico, observou-se positividade para o marcador
em ceélulas neoplasicas epiteliais (luminais). Essa positividade mostrou
padrao de marcacdo em membrana, contornando as células dos lumens
neoplasicos, principalmente a borda apical (luminal), onde havia indicios de
secrecdo mucoide. Em outras areas, raras células isoladas, de fendtipo
epitelial mostraram forte positividade para o CD24. Estes aspectos estédo
ilustrados na Figura 4 A e C. Nos espécimes glandulares fetais, o marcador
CD24 foi positivo na regido de células luminais dos ductos excretores a partir
da fase canalicular da morfogénese glandular. Na glandula salivar

plenamente desenvolvida esse padrao de positividade foi mantido.

CD44.
Células mioepiteliais neoplasicas de fendtipo plasmocitdide e que
estavam dispostas em corddes ou lengdis mostraram positividade para o

CD44. Entretanto o marcador foi detectado nas células neoplasicas epiteliais



apenas em areas focais. Figuras 4 B e D mostram exemplos dos padrdes
descritos acima. Nos espécimes de glandulas salivares fetais observou-se
positividade do CD44 nas células mioepiteliais e luminais (polo apical) nos
espacos acinares e ductos intercalados. Nas glandulas salivares adultas o

padrao descrito foi mantido.
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Figura 4 - Imunoexpressdo dos marcadores CD24 e CD44 no adenoma
pleomdrfico, na glandula salivar em desenvolvimento e na glandula salivar

adulta

A: Célula epitelial isolada com positividade forte demarcando a membrana
plasmatica. (aumento original X400)

B: Corddes de células mioepiteliais neoplasicas e de morfologia
plasmocitoide positivas para o marcador CD44. (aumento original X400)

C: Imunoexpressédo do CD24 no pdlo apical das células epiteliais (luminais)
demarcando a borda do lumen neoplasico e a secregdo mucoide. (aumento
original X250)

D: Expressdao de CD44 na membrana de células mioepiteliais do tumor.
(aumento original X250)

E: Presenca do CD24 na membrana luminal dos ductos excretores extra-
lobulares da glandula salivar adulta. (aumento original X250)

F: Expressdo do CD44 na membrana de células acinares e mioepiteliais na
glandula salivar adulta. (aumento original X250)

G: Fase de botao terminal da morfogénese glandular: presenga do CD24 em
células dos ductos intercalares rudimentares. (aumento original X400)

H: Presenca do CD44 nas células mioepiteliais na fase canalicular da
morfogénese glandular. (aumento original X400)



c-Kit

Células positivas para c-Kit foram identificadas em formacgdes luminais
pequenas de permeio aos lengdis de células mioepiteliais neoplasicas
(Figuras 5 A). Em algumas regiées também observou-se células isoladas
positivas para o marcador c-Kit (Figura 5 B-D). Nos espécimes de glandulas
salivares fetais notou-se a positividade de c-Kit em células isoladas na
porcao intercalar/acinar e ductos a partir da fase canalicular da morfogénese
glandular. Nas gléndulas salivares plenamente desenvolvidas (adultas) a
positividade para c-kit foi observada em células epiteliais componentes dos

ductos intercalares.
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Figura 5 — Imunoexpressao dos marcadores c-Kit no adenoma pleomoérfico,

na glandula salivar em desenvolvimento e na glandula salivar adulta

A: Formagdes luminais positivas para c-Kit, de permeio a lencol de células
mioepiteliais neoplasicas. (aumento original X100; X250; X250,
respectivamente)

B-D: Expressdo da proteina c-kit em células isoladas no parénquima
neoplasico e matriz mixoide. (aumento original X400; X100; X400,
respectivamente).

E: Expressédo do c-kit nas células luminais dos ductos intercalares na
glandula salivar adulta (aumento original X250)

F: Expressdao do c-kit nas células luminais dos ductos intercalares
rudimentares na jungcdo com lobulos acinares na fase de botdo terminal da

morfogénese glandular. (aumento original X400)



CD133

Expressdo para CD133 na membrana celular foi observada nas
células luminais das formacdes ductais, assim como em células isoladas
identificadas de permeio ao parénquima neoplasico celular e matriz com
metaplasia condréide (Figura 6). Nas glandulas salivares de fetos humanos,
células isoladas positivas para o marcador CD133 foram observadas nos
ductos desde a fase canalicular inicial da morfogénese glandular. Nas
glandulas salivares adultas a positividade para o marcador foi notada na

membrana lateral de células luminais.
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Figura 6 - Imunoexpressdo dos marcadores CD133 no adenoma
pleomdrfico, na glandula salivar em desenvolvimento e na glandula salivar

adulta

A e B: Positividade de CD133 na membrana de células epiteliais luminais
que permeiam lengois celulares. (aumento original X100)

C e D: Detalhes de células positivas para CD133 nas formacgdes luminais
(aumento original X400)

E e F: Expressdo em células isoladas de permeio a lencol celular e matriz
condrodide. (aumento original X100 e X400, respectivamente)

G e H: Presenca de células isoladas positivas para o CD133 nos corddes
epiteliais canalizados (fase canalicular da morfogénese da glandula salivar).
(aumento original X400 e X400, respectivamente)



Musashi-1

A expressao da proteina Musashi-1 foi identificada na membrana de
células mioepitelias e em agrupamentos celulares e células isoladas na
matriz condroide (Figura 7). Nas glandulas salivares de fetos humanos
positividade para o marcador foi observada desde a fase canalicular nas
areas de juncao intercalar/sacos terminais (futuros acinos), além de células
isoladas e células mioepiteliais. Nas glandulas salivares adultas a
positividade para o marcador foi observada nas células componentes do

ducto intercalar.
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Figura 7 - Imunoexpressdo dos marcadores Musashi- 1 no adenoma
pleomdrfico, na glandula salivar em desenvolvimento e na glandula salivar

adulta

A e B: Musashi-1 positivo nas células mioepiteliais e nas formagdes luminais.
(aumento original X250)

C e D: Expressao de Musashi-1 de permeio a matriz condroide (C) e mixoide
(D). (aumento original X250 e X100, respectivamente)

E e F: Expressédo de Musashi-1 nas células dos ductos intercalares na
glandula salivar adulta (E) e na fase canalicular da morfogénese glandular.
(aumento original X400 e X400, respectivamente)



5.2.2 Analise da expressao génica por Real Time-PCR (qPCR)

Os ensaios de RealTime-PCR (qPCR) permitiram a quantificagdo da
expressdo dos genes CD24, CD44, CD133, Musashi-1 e cKIT em 60 casos e
em 5 amostras de glandula salivar normal (agrupados em um pool).

Para determinarmos o padrdo de expressdo dos genes
estabelecemos um cut-off de 2 vezes em relacdo a expressdo destes
transcritos no tecido normal (=2,0 para o aumento de expresséo e <0,5 para
a diminuicdo da expressao e o intervalo de 0,5 a 2,0 para a expressao
normal). A expresséo relativa foi medida por gPCR, normalizada pelos genes
(18S e B2-microglobulina).

Os resultados das analises sdo mostrados nas Figuras 9 a 13.

Tabela 3 e Figura 8 - Perfil de expressdo dos genes em adenoma
pleomorfico por gPCR.

Expresséo Alta expresséao
Genes: Total Baixa expresséao (%)
Normal (%) (%)

CD24 54 15 (27,8) 20 (37,0) 19 (35,2)
CD44 60 00 02 (3,3) 58 (96,7)
CD133 53 23 (43,4) 13 (24,5) 17 (32,1)
c-Kit 56 02 (3,6) 15 (26,8) 39 (37,5)
Musashi-1 51 04 (7,8) 01 (2,0) 46 (90,2)
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Expressdo do RNAm de CD24 (log 2)

CD24

Foi observada diminuigao da expresséo do gene CD24 em 15 (27,8%)
das 54 amostras avaliadas; a expressao normal foi observada em 20 casos
(37,0%) e o aumento da expresséo foi encontrada em 19 casos (35,2%)

(Figura 9).
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Figura 9 - Analise da expressédo do RNAm de CD24 em adenoma

pleomorfico. O aumento e diminuigdo da expresséo foi considerada quando teve duas
vezes diferenga de expressdo em relagcdo ao tecido normal. Intervalos entre -1 e +1
considerou-se expressao normal, menor que -1 considerou-se baixa expressao e maior que

1 alta expressédo. Amostra 1 € o pool de tecido normal.




Expressdo do RNAm de CD44 (log 2)

CD44

Das amostras analisadas, ndo foi encontrado nenhum caso com
expresséo diminuida do gene CD44 em 60 amostras. Ja a expressao normal
foi observada em 2 amostras (3,3%) e o aumento da expressdo em 58

amostras (96,7%), como demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 - Analise da expressdo do RNAm de CD44 em adenoma

pleomorfico. O aumento e diminuicdo da expresséo foi considerada quando teve duas
vezes diferenga de expressdo em relagcdo ao tecido normal. Intervalos entre -1 e +1
considerou-se expressao normal, menor que -1 considerou-se baixa expressao e maior que

1 alta expressdo. Amostra 1 é o pool de tecido normal.



Expressdo do RNAm de CD133 (log 2)

CD133
Das 53 amostras analisadas, foi observado a baixa expressao em 23
amostras (43,4%), a expressdo normal em 13 amostras (24,5%) e a alta

expressdo em 17 amostras (32,1%) do gene CD133 (Figura 11)
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Figura 11 - Analise da expressdo do RNAm de CD133 em adenoma

pleomorfico. O aumento e diminuicdo da expresséo foi considerada quando teve duas
vezes diferenga de expressdo em relagcdo ao tecido normal. Intervalos entre -1 e +1
considerou-se expressao normal, menor que -1 considerou-se baixa expressao e maior que

1 alta expressédo. Amostra 1 € o pool de tecido normal.




Expressdo do RNAm de c-Kit (log 2)

c-Kit

Foi observada a diminui¢do da expressao do c-Kit em 2 (3,6%) das 56
amostras avaliadas, a expressao normal foi observada em 15 amostras
(26,8%) e o aumento da expressao foi observada em 39 amostras (37,5%)

(Figura 12).

cKlTlog

0 1 1 O

T T T T A T B e B e ey
1234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637 Iu)404142434445464748&5051525354555657

Adenoma Pleomorfico

Figura 12 - Analise da expressdo do RNAm de c-Kit em adenoma

pleomorfico. O aumento e diminuicdo da expresséo foi considerada quando teve duas
vezes diferenga de expressdo em relagcdo ao tecido normal. Intervalos entre -1 e +1
considerou-se expressao normal, menor que -1 considerou-se baixa expressao e maior que

1 alta expressdo. Amostra 1 é o pool de tecido normal.



Expressdo do RNAm de Musashi-1 (log 2)

Musashi-1

Diminuicdo da expressdo do gene Musashi-1 foi observado em 4
(7,8%) das 51 amostras analisadas. A expressdo normal foi visualizada em 1
amostra (2,0%) e a alta expressdo em 51 amostras (90,2%) como

demonstrado na Figura 13.
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Figura 13 - Analise da expressédo do RNAm de c-Kit em adenoma

pleomorfico. O aumento e diminuicdo da expresséo foi considerada quando teve duas
vezes diferenga de expressdo em relagcdo ao tecido normal. Intervalos entre -1 e +1
considerou-se expressao normal, menor que -1 considerou-se baixa expressao e maior que

1 alta expressdo. Amostra 1 é o pool de tecido normal.



5.2.3 Analise de associagcdo dos genes com as variaveis clinico-
demograficas

A analise de associagao foi realizada com os valores numéricos
usando o teste estatistico de Mann Whitney. Foi observada associagéo entre
o tamanho do tumor e a expressdo dos genes CD133 (P=0,018) e c-Kit
(P=0,025). Tumores com até 4cm no maior eixo, apresentaram maior
expressdo de ambos os genes do que os tumores cima de 4 cm. Os demais
genes e parametros avaliados nao apresentaram associagoes

estatisticamente significativas (Tabela 4).



Tabela 4 - Analise de associag&o dos genes com as variaveis clinico-demograficas.

Parametros Total CD24 CD44 CD133 c-Kit Musashi
Clinico-Patolégicos Média SD P value Média SD P value Mean SD P value Mean SD P Value Mean SD P Value
Género

Feminino 39 1,93 0,41 0,507 82,66 22,7 0,090 | 1,44 0,34 0,427 5,59 1,36 0,135 79,91 15,8 0,784
Masculino 22 1,37 0,36 58,19 13,74 1,12 1,12 4,47 1,49 77,69 19,81
Idade

< 50 anos 42 1,59 0,28 0,557 55,42 8,87 0,155 | 1,36 0,26 0,846 4,76 1,09 0,076 | 86,6 15,20 0,968
> 50 anos 19 2,05 0,78 126,61 51,52 1,16 0,59 6,63 2,38 55,35 14,73
Tamanho do tumor

0 44 1,57 0,24 0,975 60,23 14,44 0,494 | 166 033 0,018 | 6,70 1,36 0.025 | 83,67 1521 ,353
1 15 1,97 0,74 98,81 33,47 0,59 0,13 3,36 1,11 69,31 20,95
Recidiva

Néo 58 1,69 0,29 0,271 75,37 1535 0,209 | 1,29 0,25 0,671 |526 1,05 0,507 | 81,15 12,78 0,385
Sim 03 1,87 1,24 26,71 7,18 1,65 1,14 4,34 1,23 41,55 22,23
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5.2.4 Analise de correlagao entre os genes

A analise de correlacéo entre a expresséo dos genes estudados pode
ser observada na Tabela 5. Foi mostrada correlagéo positiva entre os genes
CD24 e CD133 (rho=0,305; P=0,035); CD24 e c-Kit (rho=0,344; P= 0,014);
CD44 e Musashi-1 (rho= 0,443; P= 0,001) e CD133 e c-Kit (rho= ,506;

P<0,001).

5.2.5 Analise de associagao entre os genes e as proteinas estudadas
Entre as amostras estudadas foi possivel analisar em apenas 14

casos a expressao das proteinas e dos genes. Devido ao baixo numero de

casos nao foi possivel realizar analise de associacdo em todos os

marcadores.
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Tabela 5 - Analise de correlagdo entre a expressédo dos genes CD24, CD44,
CDA49f, CD133, c-Kit e Musashi-1 em adenoma pleomérfico, por Real Time —

PCR
CD24 CD44 CD133 c-Kit Musashi-1
Coeficiente de
CD24 correlagao
P value
Coeficiente de
- 0,016
CD44 |c::)orrella(,:ao
value 0,912
Coeficiente de
D133 lc::)orrellagéo 0,305 0,023
vaiue 0,035 0,873
Coeficiente de
it correlacao 0,344 0,103 0,506
P value 0,014 0,455 0,000
Coeficiente de
. correlagdo -0,033 0,443 0,065 0,172
Musashi-1 P val
value 0,829 0,001 0,667 0,247

5.2.6 Analise de associagao entre proteinas e as variaveis clinico-

demograficas

Foi realizado também o teste de qui-quadrado entre a relagéo protéica

dos marcadores CD24, CD44, CD133, c-kit e Musashi-1 e as variaveis

clinico-demograficas e ndo houve nenhuma associagdo estatisticamente

significativa.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou uma analise dos aspectos relacionados
com a morfologia, arquitetura e relacdo de células que compartilham
marcadores que identificam células-tronco no adenoma pleomdérfico das
gléandulas salivares. Essa neoplasia foi considerada como um modelo
interessante para o estudo desses aspectos, uma vez que se origina de um
compartimento considerado o progenitor e regenerativo dessas glandulas,
além de exibir uma interessante variedade arquitetural (areas mixdides,
condroides, metaplasia escamosa, 0ssea e adiposa).

A casuistica utilizada em nossa pesquisa mostrou caracteristicas
similares a estudos relatados em outros estudos publicados na literatura
cientifica (ELLIS e AUCLAIR 1995; MOONIS et al. 2007; EMODI et al. 2010).
A maioria dos casos ocorreu em mulheres e a localizacdo mais comum da
neoplasia foi a glandula parétida. Os nossos casos acometeram doentes
principalmente entre a 3% e 6° décadas de vida, um periodo mais extenso
que o relatado por outros autores (ELLIS e AUCLAIR 1995; WAL et al. 1998,
ITO et al. 2009; LINGAM et al. 2011). A incidéncia de recorréncias do tumor
foi de 7,9% dos casos estudados. Outros autores mostram que o adenoma
pleomdérfico € uma neoplasia com significativo indice de recidivas, relatando
uma porcentagem entre 20% e 45% (DONOVAN e CONLEY 1884;
LEVERSTEIN et al. 1997; MOONIS et al. 2007). Essa diferengca pode ser

devida a protocolos de tratamento utilizados no Hospital A.C.Camargo.



67

Do ponto de vista histopatologico, os tumores analisados também
seguiram o padrao ja bem descrito na literatura, com células epiteliais e
mioepiteliais sem atipia e intenso pleomorfismo arquitetural (ELLIS e
AUCLAIR 1995; ITO et al. 2009). Vale aqui ressaltar que os adenomas
pleomdrficos originarios de glandulas salivares intra-orais apresentaram um
padrdo intensamente celular (solido), quando comparado aos tumores
diagnosticados na paroétida e glandula submandibular.

A analise imunoistoquimica de fatores protéicos identificadores de
células-tronco mostrou que todos os marcadores pesquisados foram
positivos nos tumores incluidos no estudo. Padrées especificos de
positividade foram observados para cada marcador. Estudos também
mostram que os diversos marcadores de células-tronco podem estar
presentes de forma concomitante em diversos tecidos e Org&os. Assim,
muitas vezes, esses marcadores sdo analisados em conjunto para uma
compreensao ampla de seus padrées de expressdo. Nosso estudo foi
baseado na pesquisa de marcadores de células-tronco em material fixado
embebido em parafina. Essa técnica, embora ndo ideal para a pesquisa de
células-tronco tem sido de grande valia para a compreensao da presenca de
células positivas para os marcadores deste tipo celular. A identificacdo de
células positivas para os marcadores de células-tronco em tecido fixado e
embebido em parafina, entretanto ndo permite afirmagao categorica sobre a
natureza das células positivas, pois muitos tipos celulares parecem
compartilhar caracteristicas e expressdo de algumas proteinas com outros

tipos celulares. Outros pesquisadores também utilizaram essa abordagem
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laboratorial para a investigagdo de células-tronco em neoplasias derivadas
de outros 6rgéos e os seus resultados, sdo superponiveis aos encontrados
no nosso estudo, considerando as peculiaridades de cada 6rgao estudado
(FRANCHI et al. 2001; POTTEN et al. 2003; KARBANOVA et al. 2008; LU et
al. 2008; ROTTER et al. 2008; HAN et al. 2009; OLIVEIRA et al. 2010;). Um
bom exemplo dessa abordagem laboratorial foi o trabalho desenvolvido por
MOREIRA e colaboradores (2010) que mostrou padrdes diferentes para os
marcadores de células-tronco em diversos tipos histoldégicos de neoplasias
do pulmdo. Nosso estudo também avaliou a expressao quantitativa dos
genes CD24, CD44, c-Kit, CD133 e Musashi por meio da técnica de RT-PCR
em tempo real (QPCR) para angariar informag¢des adicionais as da
imunoistoquimica. Futuramente nosso grupo ainda planeja ensaios in vitro
para poder compreender melhor a expressao dos marcadores estudados e
sua relagéo com as células componentes do adenoma pleomorfico.

A hipdtese de que a origem e composi¢do do adenoma pleomorfico
das glandulas salivares envolva a participagdo de células-tronco tem
adeptos na literatura BATSAKIS et al. 1989; BATSAKIS e EL-NAGGAR
1999; DEBIEC-RYCHTER et al, 2001; MARTINS et al, 2005) e para
tentarmos estabelecer uma relagdo com a morfogénese glandular e os
compartimentos regenerativos dessas glandulas, a nossa pesquisa também
utilizou espécimes de glandulas salivares fetais.

As glandulas salivares iniciam seu desenvolvimento a partir de botbes
epiteliais que se originam do epitélio bucal na vida fetal precoce (HAND

1980). Semelhante a outros 6rgaos, a formagéo da glandula salivar envolve
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a coordenagdo dos mecanismos morfogenéticos, incluindo alteragdes na
regulacdo de formas celulares e expressao génica, e migragao celular,
levando a uma glandula totalmente desenvolvida com importantes fungdes
secretoras. Como resultado do processo de desenvolvimento, as glandulas
salivares tomam a forma de estrutura composta tubulo-acinar, indicando a
presenca de um sistema ductal ramificado e unidades secretoras com
porcdo tubular e acinar. As principais células encontradas sido as
ductais/luminais e mioepiteliais. A morfologia das células mioepiteliais pode
variar desde a multipolar e estrelado e seu papel inclui a contragdo quando a
funcdo secretora da glandula é estimulada, comprimindo e reforgar as
células do parénquima glandular e auxiliando a expulsdo da saliva. Sua
origem ainda nao esta totalmente elucidada, mas acredita-se que provém de
células-tronco (IANEZ et al. 2010). No sentido de investigar o possivel
compartimento regenerativo das glandulas salivares — células-tronco e seu
nicho, nosso grupo vem desenvolvendo trabalhos para pesquisar
marcadores que comprovem esses indicios, mostrando que, integrinas, por
exemplo tém um papel na identificagdo dos nichos de células-tronco no
segmento ductal dessas glandulas durante as diferentes fases da
morfogénese (LOURENCO et al. 2007; LOURENCO e LIMA 2007).

KISHI e colaboradores (2006) através de ensaios de colbnia,
demonstraram a presenga de proliferagdo de células-tronco/progenitoras
multipotentes em células ductais neonatais e adultas de ratos, confirmando
que as células acinares ductais, células epitelias e células mioepiteliais

diferenciam-se a partir de uma coldnia clonal.
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Os antigenos CD24 e CD44 s&o exemplos de marcadores de células-
tronco cuja expressdo é analisada em conjunto em muitos tecidos: o
antigeno CD24 é uma glicoproteina expressa em células hematopoiéticas,
incluindo células B, células T e granulécitos e células ndo-hematopoiéticas
como ceélulas do tecido nervoso, células ganglionares e as células da medula
adrenal. O CD44 ¢é uma glicoproteina que se liga com alta afinidade a
glicosaminoglicanas hialurénicas encontradas na matriz extracelular, e esta
envolvida na interagéo célula-célula, adesao celular e migracdo (ARRUFO et
al. 1990; SACKSTEIN et al. 2008). FRANCHI et al. (2001), realizaram um
estudo comparando as isoformas de CD44 e observaram que esta proteina
€ amplamente distribuida nos tecidos salivares fetais e normais. O CD44
mostrou intensa marcagdo na membrana da célula basal e lateral dos ductos
pequenos, enquanto os ductos maiores se mostraram negativos. Nas
glandulas normais, houve predominancia da expressdo do CD44 nas
estruturas acinares e uma expressao mais fraca nos ductos. Contudo, a
expressdo de CD44 tem sido considerada importante na regulagdo da
morfogénese do embrido do rato, e tratamentos com anticorpos
(neutralizando) anti-CD44 s&o capazes de inibir o crescimento ductal
induzido por androgeno na gléndula prostatica (GAKUNGA et al. 1997),
indicando que as interagbes entre o receptor CD44 e seus ligantes s&o
essenciais para o desenvolvimento inicial das estruturas glandulares
(FRANCHI et al. 2001). Segundo este mesmo grupo, a expressdo €
semelhante em fetos e glandulas salivares adultas, embora haja um

predominio de expressdo de CD44 nos ramos mais distais das glandulas em
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desenvolvimento, o que provavelmente, esta relacionado com a ativacéo das
fases do crescimento. Na nossa pesquisa, o marcador foi principalmente
detectado nas células mioepiteliais, cuja origem € atribuida ao seguimento
intercalar/acinar das glandulas salivares.

AKASHI et al. (1994) e LAZZERI et al. (2007) em estudos de sistema
nervoso central e néfron, respectivamente, concluiram que os marcadores
CD24 e CD133 identificam um subgrupo de células progenitoras
multipotentes que persistem desde o estagio inicial do desenvolvimento. Em
gléandulas salivares embrionarias ainda n&o ha estudos relatando a funcao
da proteina CD24, e nosso trabalho fornece importantes informacées que
revelam que nas glandulas salivares em desenvolvimento, o CD24 é
fortemente expresso nas células que permeiam a regido luminal das células
ductais, onde ha indicios de secrecido mucodide.

Nos casos estudados, esses antigenos apresentaram positividade
com relagdo complementar: o CD24 foi detectado amplamente em células
luminais e o CD44 em células mioepiteliais. Ainda, nos casos onde havia
amostra de parénquima salivar normal (ndo-neoplasico), esses marcadores
apresentaram positividade nas regides luminal (CD24) e mioepitelial (CD44).
AKASHI et al. (1994), investigaram a expressdo de CD24 por hibridacao in
situ em glandulas salivares e observaram sua positividade na estrutura
ductal e acinar dessas glandulas, corroborando nossos achados. FONSECA
et al. (2000), identificaram o CD44 no mioepitélio das gléndulas salivares
normais, sugerindo que essa molécula possa estar envolvida na regulagéo

do crescimento e renovagdo do tecido normal e, potencialmente, na
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morfogénese das neoplasias de glandula salivar. Ainda, o marcador CD44
tem sido apontado por varios autores como importante na identificagcao e
separagao (pela técnica de citometria de fluxo) de células que expressam os
varios marcadores de células-tronco (LEUNG et al. 2010). Essas células
(CD44 positivas e que também sao positivas para outros marcadores de
células-tronco) sdo consideradas como subpopula¢des celulares em uma
neoplasia, que conferem ao tumor a capacidade de renovagdo do tecido
neoplasico e propagagao tumoral.

A analise da expressao do CD24 e CD44 em alguns casos mostrou
gue ambos estavam presentes em células epiteliais e mioepiteliais em areas
focais. XING et al. (1998), também observaram através de um estudo
imunoistoquimico que o CD44 apresentou positividade em ambos os
componentes mesenquimal e epitelial do tumor. Esse fato pode denotar a
imaturidade fenotipica das células desse tumor que é derivado de uma
regido da glandula salivar que tem capacidade de gerar células epiteliais e
mioepiteliais (compartimento intercalar-acinar, tido como regido que abriga
as ceélulas de reserva das glandulas salivares). Nos ensaios de qPCR, nosso
estudo mostrou que o marcador CD24, apesar de expresso, nao apresentou
um padréao especifico de expressdo, enquanto que o CD44 apresentou-se
superexpresso em relagdo ao tecido normal. A expressdo do CD44 em
neoplasias de outros 6rgdos como mama e pulmao tem sido relacionada a
presencga de células-tronco tumorais (LEUNG et al. 2010; HOPE at al. 2004).
Nos casos de nosso estudo, a ampla expressdao pode indicar que esses

antigenos nao sejam especificos apenas para células-tronco, mas que
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células com outras caracteristicas biologicas também possam expressa-los.
Nessa mesma linha de estudo, LIN et al (2010), descreveram por meio da
técnica de qPCR, um aumento da expressao de células CD44 no sangue
periférico de doentes com casos avangados de carcinomas da cabeca e
pescoc¢o. Nos casos 0 aumento da expressao do CD44 nao se relacionou
com fatores como recidiva, por exemplo, mas futuramente, pode ser que o
estudo desse fator em neoplasias de glandulas salivares possa indicar o
curso de evolugao dos casos.

Varios marcadores de células-tronco em tecidos normais tém hoje
sido utilizados para identificar células-tronco em neoplasias e 0 CD133 € um
dos exemplos mais classicos desses marcadores (LEUNG et al. 2010). O
CD133 (Prominin-1) € uma glicoproteina transmembranica, expressa em
células-tronco hematopoiéticas, células-tronco epiteliais e células-tronco
tumorais. Em tumores do sistema nervoso, de prostata, pancreas, pele,
célon também tém sido encontradas células CD133 positivas com
propriedades de células-tronco. Pouco se sabe sobre a fungdo de CD133,
mas relatos recentes demonstram que sua expressao pode ser dependente
do ciclo celular e da proliferacdo (YIN et al. 1997; SINGH et al. 2004;
COLLINS et al. 2005). Estudo realizado por KARBANOVA et al (2008),
mostra a presengca do CD133 no epitélio de desenvolvimento das trés
camadas germinativas dos camundongos, e essa expressao persistiu em
varios epitélios adultos como por exemplo, tubulos renais proximais, ductos
de glandulas salivares e lacrimais. Nos espécimes de glandulas salivares

fetais, a proteina CD133 foi detectada na membrana de células
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luminais/ductais focais e mioepiteliais focais desde a fase de pré-botdo. Nas
glandulas salivares normais plenamente desenvolvidas, a positividade se
manteve nas mesmas estruturas, confirmando os achados de KARBANOVA
et al (2008) em camundongos. Ainda, segundo MISSOL-KOLKA et al.
(2011), Prominin-1 ou CD133 foi detectada no dominio apical das células
epiteliais dos ductos do parénquima glandular prostatico em ratos. Ja em
humanos apenas algumas células Iluminais expressam o marcador,
demonstrando, contudo, que sua expressdo ndo esta associada
exclusivamente com células-tronco basal. Em ductos pancreaticos humanos
também foi constatada uma elevada expressdao de CD133 nas células
ductais (LARDON et al. 2008).

Em amostras patoldgicas, observou-se que esse antigeno € menos
expresso em neoplasias e tem expressdo aumentada em regides
inflamatorias. Esse estudo, difere de estudos realizados in vitro, onde células
positivas para CD44 e CD133 possuiram uma significativa capacidade de
auto-renovagao, diferenciagao e invasao in vitro, sendo entdo, identificadas
como células-tronco (COLLINS et al. 2005; REGENBRECHT et al. 2008).
Estudo realizado por KARBANOVA et al. (2008), mostra que em glandula
salivar, o CD133 é positivo na porgcao apical da membrana das células
acinares e nos ductos intercalares. Estes achados corroboram os
observados em nosso trabalho que mostrou significativa positividade do
CD133 na membrana celular de lumens e formagdes ductais das glandulas
salivares mucosas e serosas. Entretanto notamos que houve também

positividade focal nas células mioepiteliais das glandulas salivares normais.
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No adenoma pleomorfico, os padrdes de expressdo dessas proteinas
seguiram o mesmo padréo observado nas gléandulas salivares normais, com
positividade difusa em células ductais e apenas positividade focal nas
células mioepiteliais modificadas. Esse padrao demonstra de forma elegante
que as estruturas neoplasicas do adenoma pleomorfico tém, pelo menos em
parte, aspectos similares aos do seu tecido de origem. Considerando-se
esses padrdes € precoce afirmar, baseados em nossos resultados, que as
células positivas para a proteina CD133 possam dividir, ainda que
parcialmente, caracteristicas comuns a células-tronco/multipotentes da
gléandula salivar. Essa informacdo aliada aos resultados obtidos com a
expressao do CD44 podem apontar um potencial de células-tronco nas
células neoplasicas analisadas, mas este indicio deve ser ainda confirmado
por ensaios in vitro e com a utilizacdo da separacao celular por citometria de
fluxo, como proposta de LEUNG et al. (2010). Os resultados da analise de
gPCR dos nossos casos mostraram que apesar de expresso, o CD133
apresentou um maior numero de amostras de adenoma pleomorfico com
baixa expressdo quando comparadao ao tecido glandular normal.

Musashi-1 (Msi-1), € uma familia de proteinas ligantes de RNA que
funcionam como reguladores essenciais do funcionamento de células
progenitoras em organismos em desenvolvimento e adultos (NICKERSON et
al. 2011). Além disso, a familia Musashi é importante para a manuteng¢ao do
papel da diferenciacdo de células-tronco e tumorigénese (KANEMURA et al.
2002). NICKERSON et al. (2011) em estudo de desenvolvimento da retina

em camundongos, relataram que os genes musashi, funcionam como
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reguladores essenciais do funcionamento de células progenitoras em ambos
0s organismos em desenvolvimento e adulto. No estudo de AKASAKA et al.
(2005), Msi-1 positivo foi detectado principalmente na regido do pescogo
(posicao de células-tronco), mas que se limitam as regides basais fetais da
glandula pilérica durante os estagios iniciais de desenvolvimento. Segundo
este mesmo estudo, esses resultados sugerem que a expressdo de
Musashi-1 ocorre especificamente nas regides que contém células-tronco.
POTTEN et al. (2003), estudaram a expressédo de Musashi-1 em
intestino de camundongos e humanos. Em humanos, a expressao
imunoistoquimica mostrou-se fraca, mas em camundongos, a proteina foi
co-expressa apenas em regides focais do intestino delgado, consideradas
como regido de células-tronco. Em adenomas intestinais Msi-1 também foi
fortemente positivo. Estudos com a técnica de qPCR mostraram aumento da
expressao de Musashi-1 em tumores, em comparacdo com o tecido normal
adjacente. Estas observagdes sugerem que Musashi-1 € um marcador de
células-tronco e progenitoras da linhagem precoce no tecido intestinal
murino. Os nossos resultados estdo de acordo com essas informacgodes, pois
mostraram um aumento da expressdo de Musashi-1 no adenoma
pleomdérfico em relagao ao tecido glandular normal, evidenciado pela técnica
de gPCR. Morfologicamente, notou-se pela técnica imunoistoquimica, que a
proteina Musashi-1 foi expressa nas células luminais e mioepiteliais
modificadas do adenoma pleomdérfico, mas apenas em areas focais do tumor

e em células isoladas de permeio a matriz condroide da neoplasia.
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O proto-oncogene c-Kit é um receptor de tirosina quinase,
componente essencial da proliferacdo celular, diferenciacdo e metastases.
Ele é ativado por dimerizagdo do receptor em estimulagédo por seu ligante, o
fator de células-tronco (SCF). Depois de ativado, o c-Kit induz diversas
respostas intracelulares através de grandes cascatas de sinalizagéo
(ERDOGAN et al. 2007; TETSU et al. 2010). A mutagéo ou super expresséo
de c-kit pode desorganizar o crescimento celular e resultar na formagéo de
tumores, como tem sido relatado em diversos tipos tumorais como
gastrointestinais (GIST), tumores de pulmé&o, colorretal, tumor de Ewing’s,
leucemias mieldide cronica, melanoma e tumores epiteliais (MIETTINEN E
LASOTA 2005; TANG et al. 2010). O c-Kit pode ser expresso em tumores
derivados de tecidos que ja expressam o marcador, como por exemplo,
neurofibromas, melanoma ou, em alguns casos tumores parecem adquirir a
expressao deste fator, como neoplasias do pulm&o, carcinoma adendide
cistico e carcinoma do colon.

Em nossos casos, a expressdo imunoistoquimica do c-Kit foi
detectada em células luminais do adenoma pleomdérfico, similar ao
observado no estudo imunoistoquimico realizado por ANDREADIS et al.
(2006). Entretanto, também observamos células mioepiteliais isoladas no
estroma tumoral positivas para o marcador. Esse resultado é intrigante, pois
permanece por ser esclarecida a origem dessas células isoladas. Nos
ensaios de gPCR, a expresséo do c-Kit foi aumentada em relagdo ao tecido

glandular normal.
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Em glandulas salivares, os estudos que determinam a presenga do c-
Kit sdo escassos, porém LOMBAERT et al. (2008), em estudo
imunoistoquimico para a investigacdo de Musashi-1 e c-Kit, mostraram que
Msi-1 foi expresso quase que exclusivamente nos nucleos das células dos
ductos excretores e c-kit foi observado exclusivamente no ducto excretor das
gléandulas salivares, mas n&o nos acinos. Esse mesmo grupo realizou
experimentos onde células ductais da glandula submandibular de
camundongos que eram Musashi-1 e c-Kit positivas foram isoladas e
cultivadas in vitro e tinham o potencial de formar outras estruturas
glandulares, evidenciando uma forte possibilidade de tratar de células tronco
multipotentes. In vivo, estes mesmos pesquisadores mostraram que
pacientes que receberam transplante intra-glandular de células c-kit positivas
obtiveram restauragcdo da morfologia e fungdo da glandula lesada
(LOMBAERT et al. 2008). Nos nossos casos, a expressdo do c-Kit foi
observada nas células epiteliais dos ductos intercalares tanto na glandula
salivar adulta, como nas fases de morfogénese dessas glandulas. Em outros
tipos de tecido glandular, a presencga de c-Kit ainda ndo é bem determinada
durante a embriogénese (MATSUDA et al. 1993). Todas essas evidéncias
apontam para a possivel importancia do c-Kit na identificagdo de células-
tronco das glandulas salivares e novos estudos, agora pavimentados nos
resultados dessa pesquisa estdo sendo desenvolvidos pelo nosso grupo
para comprovar tais indicios.

O trabalho aqui apresentado revelou importantes resultados sobre

marcadores de células-tronco, utilizando como modelo uma neoplasia
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benigna de glandulas salivares — o adenoma pleomorfico e espécimes
representativos da morfogénese dessas glandulas. Esses resultados
mostraram que esses marcadores nao sdo exclusivos das células-tronco,
mas podem estar presentes em outros tipos celulares com grande
capacidade proliferativa e que compdem parénquimas tumorais complexos
como o da neoplasia estudada. Encontramos também evidéncias que nos
mostraram que esses marcadores agora devem ser investigados em maior
profundidade, considerando suas vias sinalizadoras que provavelmente
apontarao novos caminhos para a compreensdo dessas proteinas e genes

na evolugéo de tecidos normais e tumorais.
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7 CONCLUSOES

Nos casos de adenoma pleomoérfico estudados foi possivel observar
células que compartilham os mesmos marcadores descritos em células-

tronco.

1. Os marcadores CD24, CD44, CD133, Musashi e c-Kit foram identificados
em diferentes estruturas dos adenomas pleomorficos estudados, entretanto
nao se pode considerar cabalmente que essas estruturas contenham
células-tronco, mas que talvez compartihem marcadores com este tipo

celular.

2. A presenca dos marcadores de células-tronco foi identificada tanto nas
estruturas epiteliais como mesenquimais do adenoma pleomdérfico, nao
havendo correlagdo de células positivas com padrdes morfologicos
especificos de cada caso. Entretanto, a presenca de c-Kit e CD133 se

correlacionaram com o tamanho da neoplasia estudada.

3. Todos os genes estudados foram expressos nos adenomas pleomoérficos

quando comparados a expressao nas glandulas salivares normais.
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