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RESUMO

de Oliveira CA. Perfil do componente mioepitelial em neoplasias de glandulas salivares.

[Dissertagcao]. Sao Paulo; Fundagao Anténio Prudente; 2021.

As neoplasias de glandulas salivares sdao um grupo heterogéneo de lesdes que
correspondem aproximadamente a 3-6% dos casos de neoplasias de cabeca e pescogo e
apresentam caracteristicas histoldgicas distintas. A grande variagdo no padrao histologico das
lesdes de glandulas salivares tem sido atribuida a presenca de células mioepiteliais, que
apresentam padrdes distintos em cada neoplasia. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a expressao
de um painel de proteinas do citoesqueleto, adesao e proliferagao celular, sendo elas: actina de
musculo liso (AML), calponina, caldesmon, citoceratina 14 (CK14), E-caderina, vimentina,
beta-catenina, Ki-67 ¢ p63 em neoplasias malignas das glandulas salivares utilizando a técnica
de imunoistoquimica (IHQ). Foram selecionadas retrospectivamente, um total de 15 amostras,
sendo 08 amostras de carcinoma ex-adenoma pleomorfico, 04 de carcinoma mioepitelial, 03 de
adenocarcinoma de células basais. Os casos foram analisados e os resultados, obtidos através
da imumoistoquimica, comparados com os dados demograficos, clinicos e patologicos. A
expressdao das proteinas foi analisada qualitativamente e semi-quantitativamente, sendo
classificada em negativo, positivo focal, positivo difuso ou positivo abundante. A actina de
musculo liso (AML) foi observada em dois casos de adenocarcinoma de células basais (ACCB),
trés de carcinoma mioepitelial (CAME) e trés de carcinoma ex-adenoma pleomorfico (CXAP).
A calponina foi expressa em dois casos, tanto de ACCB quanto de CAME e em trés casos de
CXAP. A proteina caldesmon foi observada em dois casos de ACCB, os quatros casos de
CAME e sete casos de CXAP. Trés casos de ACCB e de CAME e cinco de CXAP apresentaram
expressao de CK14. A E-caderina foi observada em todos os casos dos trés tipos tumorais,
assim como a beta-catenina. A proteina vimentina foi expressa em todos os casos de ACCB e
CAME, e predominantemente nos casos de CXAP. Poucos casos, tanto de ACCB, CAME e
CXAP apresentaram positividade para Ki-67. A proteina p63 foi observada em todos os casos
de ACCB e CAME, sendo pouco expressa em CXAP. A andlise de clusterizacdo hierdrquica
demonstrou a formacao de dois clusters, sendo um deles predominantemente composto por
CXAP. A comparagado da expressao das proteinas com as caracteristicas demogréaficas, clinicas
e patoldgicas demonstrou associagao entre a perda de expressao das proteinas CK14 e p63 e a

ocorréncia de metéstase. Os resultados sugerem que a expressao das proteinas beta-catenina, E-



caderina, caldesmon e vimentina apresentou-se de forma muito similar, sugerindo um perfil
equivalente de expressdo entre essas neoplasias derivadas do ducto intercalar. Ja a auséncia de
expressao de AML e calponina parece estar associada a separacdo dos grupos na analise de

clusterizagdo, sugerindo que deve ser considerada como um fator na diferencia¢ao tumoral.



ABSTRACT

de Oliveira CA. Myoepithelial component profiling in salivary gland tumors. [Dissertacao].

Sao Paulo; Fundagdao Antonio Prudente; 2021.

Salivary gland neoplasms are a heterogeneous group of lesions that account for approximately
3-6% of head and neck tumors, with distinct histological characteristics. The variation in the
histological pattern of salivary gland lesions has been attributed to the presence of myoepithelial
cells, that present different patterns in each neoplasm. The aim of the study was to evaluate the
expression of a panel of cytoskeletal, cell adhesion and cell proliferation proteins, namely:
smooth muscle actin (SMA), calponin, caldesmon, cytokeratin 14 (CK14), E-cadherin,
vimentin, beta- catenin, Ki-67 and p63 in salivary glands malignant neoplasms, using
immunohistochemical technique (IHC). Fifteen samples were retrospectively selected, being
08 carcinoma ex-pleomorphic adenoma samples, 04 myoepithelial carcinoma samples, 03 basal
cell adenocarcinoma samples. The immunohistochemical results were analyzed and compared
with demographic, clinical and pathological data. Protein expression were qualitatively and
semi-quantitatively analyzed and classified as negative and positive (focal, diffuse, or
abundant). Smooth muscle actin (SMA) was observed in two cases of basal cell
adenocarcinoma (BCAC), three cases of myoepithelial carcinoma (MECA) and three cases of
carcinoma ex-pleomorphic adenocarcinoma (CXPA). Calponin was expressed in two cases of
BCAC, two cases of MECA, and three cases of CXPA. Caldesmon protein was observed in two
cases of BCAC, four cases of MECA and seven cases of CXPA. Three cases of BCAC and
MECA and five of CXPA presented CK14 expression. E-cadherin was observed in all cases of
the three tumor types, as well as beta-catenin. Vimentin protein was expressed in all BCAC and
MECA cases, and predominantly in CXPA cases. Few cases of BCAC, MECA and CXPA were
positive for Ki-67. p63 protein was observed in all cases of BCAC and MECA, and present low
expression in CXPA. The hierarchical clustering analysis demonstrated the formation of two
clusters, one of them being predominantly composed of CXPA. Protein expression comparison
with demographic, clinical and pathological characteristics demonstrated an association
between loss of expression of CK14 and p63 proteins and the occurrence of metastasis. The
results suggest that the expression of beta-catenin, E-cadherin, caldesmon and vimentin proteins

was very similar, suggesting an equivalent expression profile among these neoplasms derived



from the intercalated duct of the salivary gland. The absence of SMA and calponin expression
seems to be associated with the separation of groups in the clustering analysis, suggesting that

it should be considered as a factor in tumor differentiation.
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1 INTRODUCAO

1.1  GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sao glandulas exdcrinas anexas do sistema digestorio, de origem
ectodérmica e contém trés principais tipos de células denominadas acinares, ductais e
mioepiteliais. Anatomicamente, essas glandulas s3o divididas em trés pares maiores, sendo elas,
pardtida, submandibulares e sublinguais, e numerosas glandulas menores localizadas em vérias
regides da cavidade oral, faringe e laringe. Estruturalmente, as unidades secretoras e ductais
formam a por¢do parenquimatosa da glandula e o tecido conjuntivo, que da sustentagdo a
glandula, tem componentes como: 0s nervos, vasos linfaticos e sanguineos formando o estroma.
Histologicamente, sdo compostas por porcdo acinar secretora (que pode ter composi¢do
mucosa, serosa ou mista) e ductal (dividido entre ducto intercalar, ducto estriado e ducto
excretor), como pode ser observado na Figura 1. A principal funcdo dessas glandulas ¢ a
secrecao de saliva, que ¢ um fluido complexo que desempenha varias fungdes importantes, tais
como manter a cavidade oral imida, exercer efeito protetor em dentes e mucosa, a formagao do
bolo alimentar, secrecdo de proteinas digestivas, manuten¢do do pH, acdo bactericida para o
ambiente bucal e manter a homeostase da cavidade oral (Milletich 2010; Jaeger e Freitas 2016;

de Paula et al. 2017; Ghannam e Singh 2019; Athwal e Lombaert 2020).
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Figura 1 - Representagdo estrutural da glandula salivar, indicando os ductos, acinos e por¢ao

parenquimatosa. Fonte: autoria propria.



1.2 CELULAS MIOEPITELIAIS

As células mioepiteliais foram descritas pela primeira vez por Zimmerman em 1898, e
identificadas em glandulas salivares por Tamarin em 1966, localizadas entre a membrana basal
e as células epiteliais. Nas glandulas salivares elas sdo encontradas associadas a unidade
secretora terminal (acinos) € ao ducto intercalar, se mantendo unidas a estas unidades através
de desmossomos. Essas células apresentam nucleo achatado, citoplasma perinuclear e longas
ramificagdes que envolvem as células secretoras e ductais, como pode ser observada na Figura
2. Elas apresentam como caracteristica principal a semelhanca com células epiteliais e de
musculo liso, constituindo um fendtipo tnico e bem caracteristico, onde pode-se destacar a
presenca de filamentos intermediarios, vesiculas pinocitoticas e miofilamentos (Nanci 2013;
Chitturi et al. 2015; Jaeger e freitas 2016; Shah et al. 2016; de Paula et al. 2017; Alali e Kochaji
2018; Ghannam e Singh 2019).

A origem das células mioepiteliais ainda vem sendo discutida. Acredita-se que elas
provém de células pluripotentes, mas sabe-se que seu papel ¢ fundamental na morfogénese das
glandulas em diferentes etapas do desenvolvimento, até a sua maturagdo ¢ na promogao da
diferenciagdo de células epiteliais pela secrecdo de fatores de crescimento e citocinas. Essas
células sdo caracterizadas por sua capacidade de contragdo, manutencdo da polaridade e a
organizacdo estrutural da unidade secretora terminal, fun¢do sensorial, transporte de
metabolicos, formagdo e manutengao da membrana basal, e por produzir proteinas que atuam
como supressores tumorais (inibidores de proteinase e fatores anti-angiogénese) (Ianez et al.
2010; Nanci 2013; Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016; Alali e Kochaji 2018; Ghannam e
Singh 2019).

A produgdo de compostos da membrana basal e substancias mixoides feitas por essas
células e sua grande capacidade de diferenciacdo, demonstraram ser os responsaveis pela
diversidade na morfologia dos tumores de glandulas salivares. Como mencionado em outros
estudos, essas células promovem a diferenciacdo de células epiteliais, sintese de membrana
basal e secrecdo de proteinas (maspina) que desempenham um papel de supressdo tumoral.
Essas propriedades representam pontos chaves para a melhor compreensao dos fatores que
influenciam diretamente a estrutura histologica tumoral, bem como seu potencial de invasao e
recidiva. Até o momento, poucos estudos caracterizaram o papel das células mioepiteliais em
neoplasias da glandula salivar em comparacao com outros tipos de células no mesmo tumor,

fazendo-se necessario mais estudos destas células e sua real atribuicdo na tumorigénese



(Lourengo et al. 2007; Nanci 2013; Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016; Alali e Kochaji 2018;
Ghannam e Singh 2019).
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Figura 2 - Representacdo da distribuicdo de células mioepiteliais pelas estruturas da glandula

salivar. Fonte: Adaptado de Adams et al. 2013.
1.3 TUMORES DE GLANDULA SALIVAR

Os tumores da glandula salivar (TGS) representam cerca de 3-6% das neoplasias de
cabecga e pescogo, e cerca de 0,5% de todas as neoplasias malignas em humanos. Os locais mais
afetados pelos tumores s3o as glandulas paroétidas, submandibulares e as glandulas salivares
menores do palato, enquanto a glandula sublingual ¢ raramente afetada. Em 2017, a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) classificou os tumores de glandulas salivares em mais
de 30 subtipos histoldégicos malignos e benignos, baseados na citologia como uma ferramenta
inicial para avaliacdo (Sowa et al. 2018; Noel et al. 2018; Lin et al. 2018; Meyer et al. 2021).

Como mencionado anteriormente, as células mioepiteliais tém a capacidade de se
diferenciar e realizar uma transi¢éo entre componentes epiteliais e mesenquimais em um tumor,
levando a um amplo espectro de diferenciacdo da matriz extracelular, como também produzir
padrdes arquitetonicos diferentes em um mesmo tipo tumoral, fazendo com que haja variedades
morfologicas. Essas variagdes histologicas que geram um amplo espectro morfoldgico entre os
diferentes tipos de neoplasias implicam em dificuldades no diagnostico e nomenclatura para
essas neoplasias, por isso ¢ importante entender as caracteristicas citoarquiteturais basicas de
cada tipo de tumor, para que o diagnostico possa ser feito através da andlise dos componentes
celulares, do arranjo celular e dos componentes extracelulares (Chitturi et al. 2015; Shah et al.

2016; Sowa et al. 2018; Cheuk e Chan 2020).



Neoplasias derivadas do ducto intercalar da glandula salivar apresentam um
componente mioepitelial que se destaca: predomindncia de células mioepiteliais no
mioepitelioma, adenoma pleomorfico, carcinoma mioepitelial e carcinoma ex-adenoma
pleomoérfico e participagdo parcial das células mioepiteliais no adenoma de células basais e

adenocarcinoma de células basais.

1.3.1 Carcinoma ex-adenoma pleomorfico

O carcinoma ex-adenoma pleomorfico (CXAP) ¢ definido como um tumor maligno,
originado no ducto intercalar, a partir da recorréncia do adenoma pleomorfico benigno primario
e que pode ser composto de varios subtipos histoldgicos, mas os mecanismos que levam a esta
transformagdo ainda sdo totalmente desconhecidos. Embora seja raro, foi relatado que ocorre
em 0,15% das lesdes e representa 3,6% de todos os tumores de glandula salivar acometendo
principalmente a glandula pardtida. Histopatologicamente, o CXAP ¢ classificado em trés
categorias, sendo elas, carcinomas intracapsulares, minimamente invasivos € amplamente
invasivos. E considerado um carcinoma agressivo, com alta taxa de metastases locais ou a
distancia, principalmente em casos amplamente invasivos. No carcinoma ex-adenoma
pleomorfico, as alteragdes iniciais consistem tipicamente em células tumorais que substituem a
camada epitelial do ducto interno normal, deixando a camada mioepitelial localizada na
periferia normal e intacta. As alteragdes sdo atipicas, variando de focais a difusas e muitas vezes
com areas multifocais contendo carcinoma, que frequentemente supera e substitui muitos dos
elementos benignos. A maioria dos CXAPs sdo de alto grau com caracteristicas malignas bem
definidas, como crescimento infiltrativo, pleomorfismo nuclear, aumento da atividade mitética
€ necrose € apenas uma minoria destes tumores ¢ de baixo grau. O papel das células
mioepiteliais na progressao tumoral vem sendo estudado, pois tem sido notado que ao invés de
atuar como supressor tumoral, essas células tém na verdade contribuido para um microambiente
que favorece a progressao tumoral (Shah et al. 2016; Yin e Ha 2016; Kessler e Bhatt 2018;
Covinsky et al. 2018; Seok et al. 2019; Okano et al. 2020; Scarini et al. 2021).

1.3.2 Carcinoma mioepitelial

O carcinoma mioepitelial (CAME) ¢ considerado uma neoplasia maligna e rara, que
representa até 2% de todas as neoplasias da glandula salivar, e tem caracteristicas clinicas
diversas, sendo na maioria dos casos diagnosticado em grau intermediario ou alto. Este tumor
¢ originado no ducto intercalar, geralmente atinge a parotida e € considerado a versao maligna

do mioepitelioma, mas também pode surgir a partir de recidivas do adenoma pleomorfico, como



um tipo histolégico de carcinoma ex-adenoma pleomorfico. Histologicamente ha dificuldade
de estabelecer uma identidade, mas de modo geral pode ser caracterizado pela vasta composi¢ao
mioepitelial no ambiente tumoral, pelo padrdo de crescimento celular solido/trabecular,
circundando um centro hipocelular que geralmente ¢ mixo6ide e/ou necrético. O tumor apresenta
pleomorfismo acentuado, onde sdo identificados diferentes tipos celulares, como: células
fusiformes, epitelidides, hialinas plasmocitoides, claras, estreladas e basaloides. A atipia
nuclear varia de leve a acentuada, e a atividade mitdtica costuma estar presente. E possivel fazer
sua diferenciagdo com o carcinoma epitelial-mioepitelial microscopicamente pela composi¢ao
celular, ao identificar que o epitelial-mioepitelial, tem aspecto lobular, sendo em seu interior
epitelial com as bordas mioepiteliais, enquanto o mioepitelial ¢ majoritariamente com células
mioepiteliais, podendo ter células epiteliais, mas sem ocupar mais de 10% do tumor (Rao et al.
2014; Nicholas et al. 2019; Zeitouni et al. 2019; Cheuk e Chan 2020; Xu e Katabi 2021).

O carcinoma mioepitelial ndo apresenta um padrao histolégico bem diferenciado, mas
atualmente tem sido caracterizado em estudos pela sua proliferagdo infiltrativa de células
neoplasicas poligonais em forma difusa, com ntcleos levemente aumentados e citoplasma
eosinofilico, apresentacdo de comportamento variavel, com recorréncias locais e o
desenvolvimento de metastases podem ser observados varios meses ou anos apos o diagndstico
inicial. E observada uma expressio variavel de proteinas, porém frequentemente expressam as
proteinas vimentina e calponina, que sdo usadas como marcadores para a diferenciacao
mioepitelial, bem como outros marcadores que sdo uteis para destacar a arquitetura tumoral e
destacar possiveis padrdoes. Contudo, novos estudos e achados imunoistoquimicos sdo
necessarios para tornar esse diagnostico mais preciso (Rao et al. 2014; Nicholas et al. 2019;

Zeitouni et al. 2019; Cheuk e Chan 2020; Xu e Katabi 2021).

1.3.3 Adenocarcinoma de células basais

O adenocarcinoma de cé¢lulas basais (ACCB) da glandula salivar ¢ uma transformagao
maligna e com semelhancga arquitetonica e citologica do adenoma de células basais (ACB) e ¢
originado no ducto intercalar. E um subtipo raramente diagnosticado, responsavel por 1-3% dos
tumores da glandula salivar e acomete majoritariamente a parotida (>80%). Na ultima
classificagdo OMS, o ACCB foi definido como um tumor de baixo grau € com bom prognostico.
Esse tumor pode ser composto por células basaldides menores com citoplasma escasso e
nucleos escuros e/ou células basaldides poligonais, além disto esse tumor ainda apresenta
sobreposi¢ao bifasica de células, abrangendo células ductais (luminais), basais e mioepiteliais.

Baseado no padrao de crescimento, o tumor pode ser dividido em 4 subtipos: solido, trabecular,



tubular e membranoso. O tipo s6lido ¢ mais comum e o0 membranoso ¢ citado como o tipo com
mais casos de recorréncia. Ainda pode ser observado um padrdo de arranjo cribriforme, mas
apenas de modo focal. Varios autores indicam a necessidade de diferenciagao entre ACB e
ACCB, pois existe uma sobreposicao de caracteristicas citoldgicas e histomorfoldgicas entre
essas neoplasias que dificultam a distingdo entre eles, j4 que essa diferenciagdo ¢ feita pela
observagao de crescimento infiltrativo e presenca de invasdo no adenocarcinoma de células
basais € nao no adenoma de células basais. Atualmente alguns estudos imunoistoquimicos
(limitados) ajudam na diferenciagdo em relagcdo a outras neoplasias (Jin e He 2018; Oyama et
al. 2018; Cheuk e Chan 2020; Robinson 2021).

Na Tabela 1 abaixo pode-se ver um resumo das principais caracteristicas das células

mioepiteliais e das neoplasias objetos de estudo neste projeto.

Tabela 1 - Resumo das principais caracteristicas apresentadas das células mioepiteliais e dos

tumores carcinoma ex-adenoma pleomorfico, adenocarcinoma de células basais e carcinoma

mioepitelial
i Carcinoma ex- . .
. Células Adenocarcinoma de Carcinoma
Caracteristicas e adenoma , . e,
mioepiteliais , células basais mioepitelial
pleomorfico
Acredita-se ser a
. artir de células . . .
Origem P . , Ducto intercalar Ducto intercalar Ducto intercalar
pluripotentes pré-
existentes
Apresenta
componente
mioepitelial de células .
Predominantemente
, anguladas, Composto por
Células claras, . , oo composto pelo
. plasmocitoéides, células epiteliais e
. plamocitdides, . e componente
Morfologia . fusiformes, ou clara, e mioepiteliais em L |
epitelidides e/ou L .. mioepitelial de células
. componente epitelial uma organizagio .
basaldides e, o fusiformes, claras ou
que ficam distribuidas bifasica .
. plasmocitoides
em ilhas estruturas
cisticas com estroma
mixodide
. Mixoide, solido, Solido, trabecular, Solido, trabecular,
Padroes .. .. . - .
. pseudo cistico ou tubular, mixoide ou tubular, mixo6ide ou Solido ou mixoide
estruturais o
cribriforme membranoso membranoso
Diversidade de
padroes
Participacio no arquitetonicos,
tumor diferenciacao
histolégica e da
matriz extracelular




1.4 MARCADORES PROTEICOS

Os componentes do citoesqueleto sao de grande importancia para identificagao
imunoistoquimica das células mioepiteliais. O citoesqueleto ¢ uma estrutura complexa, formada
por uma rede de proteinas que d4 o suporte estrutural da célula, permitindo a mobilidade de
organelas intracelulares e fornecendo uma estrutura para as movimentagdes de cromossomos
durante a divisdo celular. E composto por microfilamentos e filamentos intermediarios que sdo
estruturas importantes para a citoarquitetura e fungdes relacionadas a motilidade, contracdo e
adesdo celular. Os processos de adesdo célula-célula e célula-matriz podem desempenhar um
papel na proliferagdo celular, diferenciagdo, migra¢do e sinalizagdo intracelular durante o
desenvolvimento tecidual e tumorigénese (Shah et al. 2016; Xiang et al. 2017).

O papel das células mioepiteliais no desenvolvimento e progressdo de alguns tumores
da glandula salivar tem sido demonstrado por varios estudos. Por esse motivo, é necessario
buscar marcadores para a identificacdo de células mioepiteliais neoplasicas em diferentes
tumores da glandula salivar. Vimentina, actina de musculo liso, calponina, entre outros, sdo
defendidos como bons marcadores mioepiteliais para tumores de glandulas salivares. Na Figura
3 temos um exemplo da localizagdo das proteinas que serdo avaliadas (Shah et al. 2016; Mutlu

et al. 2017; Xiang et al. 2017; Stamboni 2018; Teixeira et al. 2019; Meyer et al. 2021).

o Actina de
4 ; : )
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L ; \ intermedidrios
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Filamentos Caldesmon
intermedidrios

Figura 3 - Representacdo da distribui¢ao das proteinas que serdo avaliadas no estudo. Fonte:

autoria propria.



Actina de musculo liso (a-AML): A actina faz parte do sistema de microfilamento das
proteinas do citoesqueleto, sendo responsavel pela motilidade celular, representando uma
proteina contratil presente no estroma, sendo um dos marcadores imunoistoquimicos mais
comumente utilizados para a identificagao das células mioepiteliais (Tang e Gerlach 2017; Ravi
et al. 2018).

Calponina: A calponina ¢ uma proteina reguladora associada ao filamento de actina,
expressa em musculo liso e células nao musculares. Trés genes homdlogos, CNNI1, CNN2 e
CNN3, codificam as isoformas de calponina 1 2 e 3. Todas as trés isoformas de calponina sao
proteinas de ligagdo a actina com fung¢des na inibi¢do da ATPase de miosina ativada por actina
e estabilizacdo do citoesqueleto de actina, enquanto cada isoforma executa diferentes papéis
fisiologicos com base em suas expressoes especificas do tipo de célula. Atualmente tem sido
relatada como marcador sensivel de células neoplasicas mioepiteliais, apresentando forte
expressao nos tumores da glandula salivar (Liu e Jin 2016; Ciuba et al. 2018; Abdulrahman et
al. 2019).

Caldesmon: E uma proteina de ligagdo com a actina, tropomiosina e calmodulina e
existe em duas isoformas, h-CaD (alto peso molecular) e 1-CaD (baixo peso molecular) em
células musculares lisas e ndo musculares, respectivamente. E capaz de estabilizar filamentos
de actina, inibindo a atividade ATPasica da actomiosina e protegendo os filamentos de actina.
A expressao de caldesmon pode controlar a migracdo celular através da reorganizacao do
citoesqueleto de actina (MAYANAGTI et al. 2008; LIU et al. 2019; CHAN et al. 2019).

Citoceratina 14: A CK14 ¢ um dos cerca de 20 isotipos de citoceratina diferentes das
células humanas, sendo a proteina do filamento intermedidrio caracteristica das células
epiteliais. Permite que as células constituam uma rede eléstica, fazendo com que permanegam
unidas & membrana basal para suportar o estresse mecanico, além de contribuir para a
citoarquitetura e integridade estrutural. Em vérios tipos de carcinomas a expressao alterada da
CK ¢ indicativa de uma diferenciacdo aberrante. Desta forma, o aumento da expressao de CK14
¢ frequentemente correlacionada com mau progndstico e neoplasias mais avancgadas (Gao et al.
2017; Li et al. 2018; Stamboni 2018).

E-caderina: E uma glicoproteina, considerada uma caderina classica, que forma um
componente funcional importante nas juncdes aderentes entre as células epiteliais. Esta ligada,
através de uma série de proteinas, € a actina no citoesqueleto. Tem a capacidade de inibir a
proliferacdo celular pela regulagao de p27, via EGFR. Portanto, ¢ geralmente descrita como um
supressor de invasdo e uma molécula supressora de prolifera¢do. E tem sido objeto de estudo

em uma variedade de tumores, como em casos de carcinomas de cabega e pescoco, pois tem



sido correlacionada a alta proliferacdo, desdiferenciacdo, invasiao, metastase e mau prognostico
(Phattarataratip et al. 2019; Xie et al. 2017; Zeng et al. 2019).

B-catenina: £ uma molécula chave na sinalizagdo da via Wnt e desempenha um papel
importante no crescimento e desenvolvimento de células. A fosforilagio da B-catenina ¢
regulada por vérias cinases e fosfatases. Apds a ativacao da via de sinalizagdo Wnt, a B-catenina
¢ capaz de se translocar para o nucleo. A desfosforilagdo anormal da B-catenina, como a vista
no desenvolvimento do cancer, pode resultar em aumento da translocagdo nuclear. Apesar de
ser uma molécula efetora da ativac¢ao do sinal Wnt, também ¢ uma proteina envolvida na adesao
celular com a E-caderina. E capaz de mediar a transativagio de genes alvo envolvidos na
progressao tumoral, invasdo e metastases (Prakash et al. 2016; Ishibashi et al. 2018).

Vimentina: A vimentina ¢ uma proteina do filamento intermediario do tipo III,
especifica do mesénquima, ¢ conhecida por manter a integridade celular e fornecer resisténcia
ao estresse. Foi observado que a expressao da vimentina se correlaciona com o feno6tipo pouco
diferenciado. Estudo em cancer de pulmdo demonstrou a importancia da expressdo da
vimentina na identifica¢do da origem mesenquimal de uma célula, como marcador progndstico
e para detec¢ao de micrometastases (Kidd et al. 2014; Dmello et al. 2017; Abdulrahman et al.
2019).

p63: Esta proteina, que apresenta expressdo nuclear, ¢ sabidamente necessaria para
renovacdo de células pluripotentes e para diferenciacdo do desenvolvimento de células
epiteliais. Nas glandulas salivares ¢ observada em células basais, no ducto intercalar, ao redor
das células luminais. Em estudos anteriores foi observada a expressao desta proteina em alguns
tumores de glandulas salivares, onde ¢ mencionada positividade de p63 em células mioepiteliais
modificadas no adenoma pleomorfico, e em células fusiformes nos mioepiteliomas, ou seja, o
p63 apresenta uma imunoexpressdo em células mioepiteliais na fase de diferenciagao,
sinalizando fase de maturagao (Bilal et al. 2003; Genelhu et al. 2006; Teixeira et al. 2019).

Ki-67: E uma proteina nuclear bem estabelecida na literatura pela sua importancia na
sinalizagdo de divisdo celular, pois estd associada a transcricio do RNA ribossomal, ¢
controlada por vias proteoliticas e apresenta propriedades importantes para a regulagao do ciclo
celular, e por isso, ¢ considerado um importante marcador para identificacdo de proliferacao
celular. E altamente expressa em diversos tipos de cAncer e por apresentar tais caracteristicas,
essa proteina tem sido associada a marcador de carater prognostico, ja que ¢ identificada nas
células através da imunoistoquimica apenas em fases ativas do ciclo mitdtico, podendo assim,
ser indicativo para avaliagdo de proliferacdo de células tumorais e invasdao (Ben-izhak et al.

2008; Sobecki et al. 2017; Mansy et al. 2020).
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Um estudo preliminar do nosso grupo demonstrou, que neoplasias benignas derivadas
do ducto intercalar das glandulas salivares (adenoma de células basais, adenoma pleomorfico e
mioepitelioma) apresentaram um marcante componente mioepitelial com caracteristicas
fenotipicas bastantes similares, sugerindo que essas lesdes possam representar espectros
histologicos de um mesmo tumor (Stamboni 2018). Dando continuidade a esse estudo,
propusemos avaliar a expressao de proteinas relacionados ao citoesqueleto e adesao celular em
tumores malignos derivados do ducto intercalar, verificando se a avaliagdo de um painel de
marcadores proteicos ¢ capaz de classificar essas neoplasias de acordo com o perfil de

composicao de células mioepiteliais.

1.5 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos tém sido realizados visando a identificagdo de células mioepiteliais em
glandulas salivares. Contudo, um marcador apropriado para essas células em condigdes normais
e neopléasicas ainda nao estd definido. A compreensdo da expressao de proteinas do
citoesqueleto e de adesdo celular é importante para averiguar a composicdo das neoplasias
derivadas das glandulas salivares. A identificagdo de alteracdes nessas neoplasias podera
apontar novos caminhos para o entendimento das bases moleculares destas lesdes, facilitando
sua classificagcdo e diagnostico, além de fornecer informagdes para a determinacdo de fatores

prognosticos e evidéncias para o desenvolvimento de novas incursdes terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinacao de um perfil imunoistoquimico de células mioepiteliais em tumores

malignos de glandula salivar

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a imunoexpressao das proteinas citoceratina 14, vimentina, actina de musculo
liso, calponina, caldesmon, beta-catenina, E-caderina, Ki-67 ¢ p63 em amostras de carcinoma
mioepitelial, carcinoma ex-adenoma pleomorfico, adenocarcinoma de células basais e

glandulas salivares histologicamente normais

Verificar se os tumores podem ser classificados de acordo com o perfil de expressao

dessas proteinas

Comparar a expressdo das proteinas com caracteristicas demograficas, clinicas e

patologicas dos tumores
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo retrospectivo onde foram selecionadas um total de 15 amostras,
sendo 08 amostras de carcinoma ex-adenoma pleomorfico, 04 amostras de carcinoma
mioepitelial, 03 amostras de adenocarcinoma de células basais e 07 amostras de glandulas
salivares histologicamente normais, provenientes de pacientes submetidos a cirurgia no periodo
de 1980 a 2020 no A.C.Camargo Cancer Center, ¢ com material parafinado armazenado no
arquivo do Departamento de Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center.

A selecao dos casos foi realizada por busca no sistema Recruit, desenvolvido pela
propria Instituicdo. Os casos correspondentes a busca foram solicitados ao arquivo para a
avaliagdo histologica. As laminas coradas em hematoxilina e eosina de cada caso foram
analisadas para checagem das estruturas glandulares presentes e selecdo do material a ser
utilizado na pesquisa. Foram incluidos neste estudo os casos que apresentaram blocos de
parafina com material satisfatorio e com confirmacao do diagnostico, revisto com o auxilio de
um patologista (Dr. Clovis Antonio Lopes Pinto). Dados demograficos, clinicos e patoldgicos
de cada caso foram estudados nos prontudrios arquivados no SAME do A.C.Camargo Cancer
Center para montagem de um banco de dados no sistema REDCap, contendo informagdes
demograficas, clinicas e patoldgicas.

Os blocos do material selecionado para a pesquisa foram separados e cortes histologicos
desse material, com 3um de espessura, foram utilizados para a realizagdo da técnica de
imunoistoquimica.

A realizagdo desse estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), sob o

numero 2706/19B (Anexo 1).

3.2 IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes histologicos foram desparafinizados com xilol, lavados com etanol e re-

hidratados em agua.
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A recuperagdo antigénica foi realizada por tratamento com calor na presencga de: citrato
de sodio pH 6.0 ou EDTA/Tris pH 9.0, utilizando-se panela de pressdao, microondas ou banho
maria 96°C, de acordo com a padronizagdo a ser realizada para cada anticorpo utilizado.

ApoOs a recuperagao antigénica, foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena utilizando-
se solugdo de peroxido de hidrogénio em 3 banhos de 5 minutos. Em seguida, foi feito o
bloqueio de proteinas inespecificas utilizando-se a solu¢do Protein Block (Leica Biosystems)
por 20 minutos. As laminas foram incubadas por 16 horas a 4°C com o anticorpo especifico.

O complexo antigeno-anticorpo foi visualizado por meio do sistema de deteccao
Novolink Polymer Detection System (Leica Biosystems). A revelagao foi feita utilizando-se
como substrato cromégeno 3,3’ — diaminobenzidina (DAB) e contracoloragdo utilizando-se a
hematoxilina. Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle, em tecido sabidamente
positivo para cada anticorpo testado. As reagdes foram analisadas em microscopio convencional
e os dados estudados de forma descritiva e semi-quantitativa. Na analise descritiva foi avaliada
a localizagdo da marcagdo (nucleo, citoplasma, membrana) e a intensidade de marcacao (fraca
ou forte). Na andlise semi-quantitativa foi considerado o seguinte escore, baseado no nimero
de células: 0, negativo (quando até 10% das células estdo marcadas); 1, positivo focal (entre
10-50% das células marcadas); 2, positivo difuso (entre 50-90% das células marcadas) e 3,
positivo abundante (quando mais de 90% das células marcadas).

Para os anticorpos com protocolo automatizado, foi utilizado o protocolo padrdo para o
equipamento Ventana BenthMark Ultra (Roche). Na Tabela 2 encontra-se a lista de anticorpos

e protocolo de uso para as proteinas estudadas.



Tabela 2 - Lista de relagdo dos anticorpos primarios, procedéncia, diluicdo, recuperagao
antigénica, controle positivo e padrdo de marcacao
Recuperacio Controle Padrio de
Soro primario Clone Procedéncia Diluicao
antigénica positivo marcacio
Protocolo automatizado
Calponina EP798Y Cell Marque Pronto para uso Mama Citoplasma
(Ventana Roche)
Protocolo automatizado
Caldesmon E&9 Roche Pronto para uso Intestino Citoplasma
(Ventana Roche)
Actina Protocolo automatizado ,
1A4 Roche Pronto para uso Utero Citoplasma
Miuisculo liso (Ventana Roche)
Protocolo automatizado
Vimentina \E Roche Pronto para uso Placenta Citoplasma
(Ventana Roche)
Citoceratina Protocolo automatizado Carcinoma )
SP53 Cell Marque Pronto para uso . Citoplasma
14 (Ventana Roche) espinocelular
Protocolo automatizado Fibromatose Membrana e
Beta-catenina 14 Cell Marque Pronto para uso
(Ventana Roche) mama nuclear
Protocolo automatizado Carcinoma de
E-caderina 36 Roche Pronto para uso Membrana
(Ventana Roche) mama
. EDTA/Tris pH9,0, Carcinoma de
p63 NCL-p63 Leica 1:80 Nuclear
panela de pressdo 15’ prostata
EDTA/Tris pH9,0, Carcinoma de
Ki-67 MIB-1 Dako Pronto para uso Nuclear

panela de pressdo 15’

prostata

3.3 ANALISE DE CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

Para fins de andlise de clusterizacdo hierarquica ndo supervisionada, a expressao das
proteinas foi categorizada de forma semi-quantitativa (conforme descri¢do no item 3.2). Para a
construgdo da clusterizagdo hierarquica, foi utilizada a fungdo heatmap.2 disponivel no pacote
gplots (versao 3.0.1) e obtido no repositorio bioconductor (https://www.bioconductor.org/). O

programa utilizado nessa analise foi o R (https://www.r-project.org/).

3.4 ESTATISTICA

Para a comparagao entre as varidveis categoricas (demogréaficas, clinicas e patologicas)
e a expressdo das proteinas foi utilizado o teste qui-quadrado ou exato de Fisher quando
apropriado. Para as varidveis numéricas foi utilizando o teste de Mann-Whitney ou Kruskal
Wallis.

Para essas analises, a expressdo das proteinas foi categorizada como negativa (escore 0)
ou positiva (escore 1 2 e 3). O software utilizado foi SPSS e o nivel de significancia adotado ¢

de 5% para todos os testes.
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Foram selecionados 15 pacientes diagnosticados com tumores de glandula salivar, sendo
3 com adenocarcinoma de células basais, 4 com carcinoma mioepitelial e 8 com carcinoma ex-
adenoma pleomorfico. Na Figura 4, pode-se observar aspectos histologicos de alguns dos casos

selecionados para o estudo.

Figura 4 - Aspectos histologicos de neoplasias do ducto intercalar da glandula salivar. A,
adenocarcinoma de células basais: neoplasia de arquitetura lobular, formada por células
basaloides; B, carcinoma mioepitelial: neoplasia formada por lengois de células mioepiteliais
modificadas, de aspecto plasmocitoide e com citoplasma claro; C, carcinoma mioepitelial: area
tumoral com presenca de formagdes ductiformes permeadas por material mucdide; D-F,
carcinoma ex-adenoma pleomorfico: neoplasia infiltrativa composta por células com
pleomorfismo nuclear e com formagdes ductiformes atipicas. Notar em E a presenga de células

atipicas, com nucleos hipercromaticos e por vezes multinucleadas.



16

4.2 DADOS CLINICOS, PATOLOGICOS E DEMOGRAFICOS

Os dados demograficos, clinicos e patologicos foram avaliados nos prontudrios dos
pacientes e as informagdes obtidas (tipo de tumor, género, data de nascimento, idade, grau
histologico, local do tumor, embolizagdo vascular, invasdo perineural, linfonodo
comprometido, recidiva, data da recidiva, metastase, data da metastase, estado atual, tipo de
tratamento, data da cirurgia, data da 0ltima atualizagdo, além da expressao das proteinas
pesquisadas) foram armazenadas em banco de dados na plataforma REDCap.

A média de idade dos pacientes foi de 52,73 anos e a mediana 53,00 (variando entre 21
e 76 anos). A maioria dos pacientes era do sexo feminino, dois pacientes desenvolveram
recidiva (carcinoma mioepitelial) e dois desenvolveram metastase (carcinoma ex-adenoma
pleomorfico). A maioria dos tumores ocorreu na glandula parotida. Para dois dos quatro casos
de carcinoma mioepitelial, s6 foi possivel o uso do material proveniente de sitio metastatico.

Os dados detalhados da casuistica estdao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas dos pacientes com tumores de

glandula salivar

Carcinoma ex-

Caracteristicas Categoria adenoma Cfll'cil.lon.la Aderfocarcinonfa

pleomérfico mioepitelial de células basais
Idade (em anos) <=40 02 00 01
> 40 06 04 02
Género Feminino 05 04 02
Masculino 03 00 01
Local do tumor Parotida 06 01 03
Submandibular 01 01 00
Glandulas menores 01 00 00
Sitio metastatico 00 02 00
Embolia vascular Sim 00 00 00
Néo 05 01 02
ND* 03 03 01
Invasio perineural Sim 01 00 00
Nio 05 01 02
ND 02 03 01
colr;:glf‘?)lllr?;(i)do Sim 02 00 00
Nio 04 01 01
ND 02 03 02
Grau histolégico Baixo 03 03 03
Intermediario 02 00 00
Alto 03 01 00
Metastase Sim 02 00 00
Néo 05 04 03
ND 01 00 00
Recidiva Sim 00 02 00
Néo 07 02 03
ND 01 00 00

ND#*, informagéo néo disponivel
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43 IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas para proteinas de adesdo celular,
citoesqueleto e proliferagdo, formando o painel deste estudo, sdo elas: actina de musculo liso,
calponina, caldesmon, citoceratina 14, E-caderina, beta-catenina, vimentina, Ki-67 e p63. Nas
Figuras 5, 6 ¢ 7 podemos observar imagens representativas da expressdo das proteinas em
glandulas salivares normais, e em cada tipo tumoral. Na Tabela 4 pode-se observar o padrao de
imunoexpressao das proteinas.

A proteina actina de musculo liso (AML) apresentou expressdao em dois dos trés casos
de adenocarcinoma de células basais, apresentando padrao de marcagdo variando entre focal e
positivo abundante. A positividade foi observada principalmente nas células mioepiteliais da
periferia de blocos de células epiteliais negativas. J& no carcinoma mioepitelial, trés dos quatro
casos apresentaram expressao nas células mioepiteliais em todo o tumor, mas variando em grau
(entre focal, difusa e abundante). No carcinoma ex-adenoma pleomorfico, trés dos 8 casos
apresentaram positividade difusa nas células mioepiteliais e células basais nas estruturas ductais
e acinares. Nas glandulas salivares histologicamente normais, a expressao foi observada nas
areas ductiformes.

A proteina Calponina foi expressa nas células mioepiteliais em dois dos trés casos de
adenocarcinoma de células basais, sendo observada expressdo focal e abundante. Ja no
carcinoma mioepitelial, dois dos quatro casos apresentaram expressao variando entre focal e
difusa. No carcinoma ex-adenoma pleomorfico, a expressdo foi observada em dois casos,
apresentando padrdo de marcacdo focal e difuso nas células mioepiteliais na area tumoral. Nas
glandulas salivares histologicamente normais, a expressdo foi observada nas células
mioepiteliais.

A expressdo da proteina Caldesmon em adenocarcinoma de células basais, foi
observada em todos os casos € em toda a area tumoral, variando entre focal e difusa. Em
carcinoma mioepitelial, todos os casos apresentaram um positivo difuso, com variacdo na
intensidade de marcagdo entre as células periféricas e centrais (que eram mais fracas). No
carcinoma ex-adenoma pleomorfico, cinco casos apresentaram expressdo difusa, com
intensidades variadas e dois casos apresentaram um padrao de expressao mais focal, em
subpopulagdes de células mioepiteliais, além de expressao frequente nas células estromais. Nas
glandulas salivares histologicamente normais, a expressdo foi observada nas células

mioepiteliais.
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A expressdo da citoceratina 14 (CK14) em adenocarcinoma de células basais, foi
observada tanto em células mioepiteliais quanto epiteliais em todos os casos, variando entre
focal, difuso e abundante. No carcinoma mioepitelial, trés dos quatro casos foram positivos,
variando entre difuso e abundante, com areas de populacdes de células positivas e negativas.
No carcinoma ex-adenoma pleomorfico, a expressao foi bem varidvel: os cinco casos positivos
apresentaram expressao focal, difusa e abundante, tanto nas células mioepiteliais quanto nas
células epiteliais em todo tumor. Nas glandulas salivares histologicamente normais, a expressao
foi observada nas células mioepiteliais e areas ductiformes.

A proteina E-caderina foi expressa em todos os casos de adenocarcinoma de células
basais, demonstrando marca¢do de membrana nos blocos tumorais ¢ em toda a area tumoral,
tanto em células mioepiteliais, quanto em células epiteliais. No carcinoma mioepitelial foi
expressa em todos os casos, predominantemente apresentando uma marcagao abundante, sendo
que um caso apresentou marcacdo difusa, com areas de subpopulacdes de células com
intensidade mais fracas ou negativas. No carcinoma ex-adenoma pleomorfico, a expressao foi
observada em todos os casos, variando entre difusa e abundante, sendo que o componente
mioepitelial apresentou positividade com uma intensidade mais fraca. Nas glandulas salivares
histologicamente normais, a expressao foi observada nas areas ductiformes.

A proteina Beta-catenina apresentou expressao citoplasmatica em todos os casos de
adenocarcinoma de células basais, variando entre difusa e abundante em toda a area tumoral.
Em um dos casos foi observada expressdo nuclear focal. No carcinoma mioepitelial foi
observada expressdo de membrana em todos os casos. No carcinoma ex-adenoma pleomorfico,
foi observada expressdo em padrdo de membrana em todos os casos, variando entre difusa e
abundante, com areas mais fortes e fracas. Um dos casos apresentou também marcagdo
citoplasmatica. Marcagdo nuclear também foi observada em um caso com diferenciagao
basaldide. Nas glandulas salivares histologicamente normais, a expressdo foi observada nas
areas ductiformes.

A proteina Vimentina apresentou expressao abundante no adenocarcinoma de células
basais, nas células mioepiteliais circuncidando as células epiteliais centrais (que foram
negativas). No carcinoma mioepitelial foi observada expressdo em todos os casos, sendo que
trés dos quatro casos apresentaram marcagao abundante, e um apresentou marcacgao difusa, com
auséncia de expressdao em algumas subpopula¢des de células. No carcinoma ex-adenoma
pleomorfico a expressdo foi observada em todos os casos, com padrao difuso ou abundante nas
células mioepiteliais. Nao foi observada expressdo nas glandulas salivares histologicamente

normais.
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A proteina Ki-67 foi observada em padrdo focal em um caso de adenocarcinoma de
células basais, especialmente na area periférica do tumor. No carcinoma mioepitelial, foi
observada de forma focal em dois casos. No carcinoma ex-adenoma pleomorfico quatro casos
apresentaram expressao focal, destacando-se um caso com alto indice mitdtico. Nao foi
observada expressdo nas glandulas salivares histologicamente normais.

A expressdo nuclear da proteina p63 no adenocarcinoma de células basais foi observada
em todos os casos, com padrao variavel. No carcinoma mioepitelial, foi observada expressao
abundante em toda a area tumoral. No carcinoma ex-adenoma pleomorfico, trés casos
apresentaram positividade (difusa ou focal) em toda a &rea tumoral. Nas glandulas salivares

histologicamente normais, a expressao foi observada nas células mioepiteliais.
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Figura 5 - Imunoexpressio das proteinas actina de musculo liso (AML), calponina, caldesmon
e vimentina em amostras de glandula salivar normal e em neoplasias malignas de glandula

salivar. Magnificacao original X200.
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Figura 6 - Imunoexpressao das proteinas CK14, E-caderina e beta-catenina em amostras de
glandula salivar normal e em neoplasias malignas de glandula salivar. Magnificag¢ao original

X200.
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Figura 7 - Imunoexpressao das proteinas p63 e Ki-67 em amostras de glandula salivar normal

e em neoplasias malignas de glandula salivar. Magnifica¢ao original X200.
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Tabela 4 - Imunoexpressdo das proteinas de citoesqueleto, adesdo celular e proliferacio em amostras de adenocarcinoma de células basais,

carcinoma mioepitelial e carcinoma ex-adenoma pleomorfico

Positivo

Positivo

Positivo

Total de amostras

1 3 _ Kk
Proteina Tumor Negativo focal difuso abundante (nimero)* p-valor
Actina de musculo liso Adenocarcinoma células basais 01 01 00 01 03
Carcinoma mioepitelial 01 01 01 01 04 0,517
Carcinoma ex-adenoma 05 00 03 00 08
Calponina Adenocarcinoma células basais 01 01 01 00 03
Carcinoma mioepitelial 02 01 01 00 04 0,804
Carcinoma ex-adenoma 05 01 02 00 08
Caldesmon Adenocarcinoma células basais 00 01 01 01 03
Carcinoma mioepitelial 00 00 04 00 04 > 0,999
Carcinoma ex-adenoma 01 02 05 00 08
Citoceratina 14 Adenocarcinoma células basais 00 01 00 02 03
Carcinoma mioepitelial 01 00 02 01 04 0,754
Carcinoma ex-adenoma 03 02 01 02 08
E-caderina Adenocarcinoma células basais 00 01 00 02 03
Carcinoma mioepitelial 00 00 01 03 04 Nao avaliavel
Carcinoma ex-adenoma 00 00 05 03 08
Beta-catenina Adenocarcinoma células basais 00 00 01 02 03
Carcinoma mioepitelial 00 00 00 04 04 Nao avaliavel
Carcinoma ex-adenoma 00 00 03 05 08
Vimentina Adenocarcinoma células basais 00 00 01 02 03
Carcinoma mioepitelial 00 00 01 03 04 > 0,999
Carcinoma ex-adenoma 01 00 02 05 08
Ki-67 Adenocarcinoma células basais 02 01 00 00 03
Carcinoma mioepitelial 02 02 00 00 04 > 0,999
Carcinoma ex-adenoma 04 04 00 00 08
po3 Adenocarcinoma células basais 00 00 01 02 03
Carcinoma mioepitelial 00 00 00 03 03 0,345
Carcinoma ex-adenoma 03 01 02 00 06

*, o valor total de amostras pode variar de acordo com a disponibilidade de material para a realizagdo da técnica de imunoistoquimica; **, a analise estatistica foi realizada
considerando a expressdo negativa ou positiva (focal + difusa + abundante)
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44 ANALISE DE CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

Para identificar se ¢ possivel diferenciar as neoplasias de acordo com o perfil de
expressao do painel de proteinas proposta neste estudo, uma analise de clusterizagdo hierarquica

foi realizada, considerando os valores de expressao semiquantitativos (Figura 8).
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Figura 8 — Perfil de expressio das proteinas em amostras de carcinoma ex-adenoma
pleomérfico (amarelo), carcinoma mioepitelial (azul claro) e adenocarcinoma de células basais
(marrom). A escala de expressdo representa: branco, ndo avaliada; azul, negativo; vermelho

claro, positivo focal; vermelho, positivo difuso e vermelho escuro, positivo abundante.
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Por se tratar de uma andlise de clusterizagdo hierarquica ndo supervisionada, as amostras
sdo agrupadas de acordo com a similaridade de expressdo das proteinas e pode-se observar a
separacao de dois clusters maiores (indicados em verde na Figura 8). Em um cluster foi
observado o agrupamento dos trés casos de adenocarcinoma de células basais, trés dos quatro
casos de carcinoma mioepitelial e dois casos de carcinoma ex-adenoma pleomorfico. As
amostras desse cluster apresentaram auséncia de expressdo das proteinas CK14, AML e
calponina. No outro cluster observa-se o agrupamento de seis casos de carcinoma ex-adenoma
pleomorfico e um caso de carcinoma mioepitelial, apresentando majoritariamente expressao

das proteinas CK14, AML e calponina.

45 ANALISE ESTATISTICA

Comparando-se a expressao das proteinas nos diferentes tumores, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa (Tabela 4).

Para a comparacdo da expressdao das proteinas com os dados demograficos, clinicos e
patoldgicos, foi considerada a casuistica dos tumores de forma agrupada. Foi observada uma
associacdo entre auséncia de metastase e expressdo das proteinas CK14 e p63 (p=0,033 e
p=0,018, respectivamente). Para as demais caracteristicas ndo foi observada nenhuma

associagdo estatisticamente significativa. Essas anélises podem ser observadas no Anexo 2.
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5 DISCUSSAO

Os tumores de glandulas salivares consistem em um grupo heterogéneo de neoplasias
que apresentam grande diversidade histoldgica. Sdo considerados raros, sendo a apresentagao
clinica variada. Essa grande variedade de apresentacdes morfologicas € atribuida a presenga do
componente mioepitelial nessas lesdes (Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016; Sowa et al. 2018;
Alali e Kochaji 2018).

O carcinoma ex-adenoma pleomorfico, carcinoma mioepitelial e adenocarcinoma de
células basais, sdo tumores malignos dentre subtipos histoldégicos de neoplasias provenientes
do ducto intercalar das glandulas salivares e que apresentam variado componente mioepitelial
(Sowa et al. 2018; Cheuk e Chan 2020). Ainda assim, cada tipo tumoral apresenta
particularidades quanto a histologia, com caracteristicas bem variadas, gerando um amplo
espectro de lesdes, sendo ainda debatida a diferenciacdo histologica desses tumores e sua
classificacao.

Nesta direcdo, alguns estudos vém sendo realizados para analisar as células
mioepiteliais nos tumores de glandula salivar bem como marcadores para essas células, com o
intuito de melhorar a classificagdo e diferenciacdo dos subtipos tumorais. Dentre as diversas
analises, alguns marcadores ja usados na imunoistoquimica sdo proteinas presentes nas
estruturas dessas células, como as moléculas de adesdo celular e de citoesqueleto como: actina
de musculo liso, citoceratina 14 e calponina e vimentina (Chitturi et al. 2015; Shah et al. 2016).
Contudo, um painel para a caracterizacdo dessas células em condi¢des neoplasicas ou normais
nos tumores de glandula salivar ainda nao esta estabelecido.

A actina de musculo liso, que ¢ um importante componente para a motilidade e poder
de contragdo da célula mioepitelial, e um marcador considerado diferencial (uma vez que nao
expresso em células epiteliais) foi pouco expressa nos casos de carcinoma ex-adenoma
pleomorfico. Ogawa et al (2003), também demonstraram auséncia de expressao ou expressao
variavel em casos de adenoma pleomorfico (contrapartida benigna do carcinoma ex-adenoma
pleomorfico). Porém, segundo Ravi et al (2018) as células mioepiteliais geralmente apresentam
expressdo dessa proteina, sendo um marcador comumente utilizado para identificar essas
células. Ainda neste estudo todos os casos de adenoma pleomorfico foram positivos para actina
de musculo liso, sugerindo que a transformacao maligna desses tumores acabou resultando na

perda da expressao dessa proteina ou podendo ser uma caracteristica de tipo histologico, como
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visto por Alali e Kochaji (2018) onde os casos de carcinoma adenoéide cistico do tipo sélido,
foram negativos para AML nas células mioepiteliais. Nos casos de carcinoma mioepitelial e de
adenocarcinoma de células basais, a expressao da proteina foi observada na maioria dos casos,
demonstrando boa preservacdo das caracteristicas originais. Raman e Sherlin (2019)
observaram a utilidade da actina de musculo liso no diagndstico de tumores benignos e
malignos com carater mioepitelial (adenoma pleomorfico, mioepitelioma, tumor de Warthin,
carcinoma mucoepidermoide e adenoide cistico), mesmo apresentando positividade em outros
componentes como miofibroblastos. Contudo, ndo ha estudos semelhantes com as neoplasias
objetos desse estudo.

A expressao da proteina calponina, que ¢ uma proteina reguladora associada a actina
de musculo liso, apresentou uma expressao heterogénea nos tumores, sendo que no carcinoma
ex-adenoma pleomorfico, com expressao predominantemente ausente, assim como na metade
dos casos de carcinoma mioepitelial. Em estudos anteriores, essa proteina ¢ citada como um
marcador sensivel para células mioepiteliais neoplasicas em tumores de glandula salivar, como
citado por Abdulrahman (2019). Essa proteina ¢ importante para a determinacao do potencial
de motilidade dessas células tumorais, uma vez que podem interferir nas propriedades
mecanicas da actina de musculo liso e na sua organizac¢do no citoesqueleto, como descrito por
Ciuba et al (2018), e até mesmo afetar diversas outras atividades celulares como adesdo e
migracao, como mencionado na revisao sobre calponinas de Liu e Jin (2016). De forma geral,
a expressao de calponina acompanhou o padrdo de expressdao de AML.

A proteina caldesmon, que também ¢ uma proteina reguladora associada a actina de
musculo liso, foi observada na maioria dos casos, nos trés tipos tumorais (com apenas um caso
negativo). Furese et al (2005) e Ogawa et al (2003) observaram uma rara expressao ou auséncia
em adenoma pleomorfico, sugerindo assim, que uma possivel expressdo possa estar associada
a células mioepiteliais alteradas e bem diferenciadas

A expressio de CK14 foi observada na maioria dos casos neste estudo,
independentemente do tipo tumoral, demonstrando que a maioria das células no ambiente
tumoral preservaram sua capacidade de resisténcia ao estresse mecanico e integridade
estrutural. Estes resultados corroboram com o estudo de Fuchs e Cleveland (1998) e Ogawa et
al (2003) bem como diversos outros autores que reconhecem a presenga dessa citoceratina nas
células mioepiteliais. Estudo de Gao et al (2017) sugeriu que a CK 14 poderia estar associada a
um pior progndstico por ser expressa na frente de invasdo em carcinoma adenoide cistico.

A E-caderina que ¢ uma proteina relacionada a adesdo celular e envolvida diretamente

com a beta-catenina, foi observada em todos os casos, apenas com areas focais de negatividade.
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A perda dessa proteina ¢ normalmente associada ao aumento da transicao epitélio mesénquima
pelas células tumorais. No entanto, Phattarataratip et al (2019) demonstraram o aumento da
expressao de E-caderina em tumores de glandula salivar (como adenoma pleomorfico) quando
comparado a glandulas normais. J4 o estudo de Andreadis et al (2006) demonstrou que a
expressao de E-caderina ¢ bem visualizada em tumores com diferenciacdo mioepitelial, o que
corrobora os nossos resultados.

A beta-catenina ¢ uma proteina envolvida com proliferacdo, diferenciagdo celular e na
adesdo celular juntamente com a E-caderina. Na revisao de Sowa et al (2018) foi observado que
a hiperexpressdo dessa proteina pode estar envolvida com o desenvolvimento de diversos
tumores, bem como os de glandula salivar devido a sua associagdo com diversas vias de
sinalizagdo. Neste estudo, essa proteina foi observada em todos os casos independentemente do
tipo tumoral, principalmente na membrana, mesmo com uma intensidade mais fraca, além de
apresentar positividade nuclear em dois casos (adenocarcinoma de células basais e carcinoma
ex-adenoma pleomorfico). Prakash et al (2016) pontuam que a expressao de beta-catenina pode
desempenhar um papel na diferenciacdo histologica do adenoma pleomorfico e na
transformagdo e progressdo do carcinoma ex-adenoma pleomorfico, ja que todas as amostras
de adenoma pleomorfico expressaram beta-catenina, assim como para adenoma de células
basais, que apresentou expressdo no citoplasma e no nucleo em células estromais fusiformes.
Estudo de Prado et al (2014) observou expressao diferencial entre adenoma pleomorfico e
adenoma de células basais, diferentemente do que visualizamos nas versdes malignas destes
tumores, onde todos os casos tiveram padrdo de expressdo semelhante, mesmo com padrao
histoldégico diferente. Quanto a expressao nuclear, Lee et al (2018) identificaram a presenca de
expressao nuclear apenas em casos de adenoma de células basais. No nosso estudo, a expressao
nuclear de beta-catenina foi observada em areas de diferenciagdo basaloide no carcinoma ex-
adenoma pleomorfico. Expressao nuclear de beta-catenina também foi observada no estudo de
Isibashi et al (2018). J& o estudo de Sato et al (2017) descreve que mutagdes em certos genes
(como CTNNBI1) resultam em acimulo de beta-catenina nuclear, levando a uma atividade
anormal da via de sinalizagdo Wnt e da expressdo da proteina. Porém os mecanismos de
acumulo que levam a esta alteragdo ou até mesmo o rearranjo do gene MYB ainda nao foram
completamente esclarecidas.

A vimentina apresentou um padrao de positividade difuso ou abundante em todos os
tumores analisados. A ampla expressdo também foi observada em estudos com tumores

benignos, como Stamboni (2018), Santos et al (2011) e Oh e Moon (2019) que observaram
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expressao desta proteina em mioepiteliomas, nas células mioepiteliais modificadas, como por
exemplo de padrdo fusiforme.

Ki-67, que ¢ um marcador bem estabelecido de proliferagao celular, foi frequentemente
ausente nos casos estudados, demonstrando a capacidade menos agressiva dos tumores de
glandula salivar, que j& ¢ conhecida na literatura, como mencionado por Ben-izhak et al (2008).
Apenas um dos casos positivos (em carcinoma ex-adenoma pleomorfico) teve uma alta taxa de
células marcadas em toda area tumoral, apresentando também alto indice mitdtico e marcagao
nuclear de beta-catenina. Ben-izhak et al (2008) descreveu associagdo da expressao de Ki-67
com a idade dos pacientes: pacientes mais jovens com maior indice de Ki-67, demonstraram
menor taxa de sobrevida quando comparados a pacientes mais idosos com indices menores de
Ki-67. A proteina ainda ¢ mencionada no estudo realizado por Diaz et al (2019) como um bom
marcador para distingdo da transformac¢do maligna de adenoma pleomorfico, para carcinoma
ex-adenoma pleomorfico.

A proteina p63, que ¢ um indicador de diferenciagdo celular, foi expressa
predominantemente de forma difusa nas 4reas tumorais, principalmente em células
mioepiteliais nos tumores estudados. Tal padrao de expressao também foi descrito por Teixeira
et al (2019) em adenoma pleomorfico. Bilal et al (2003) também observaram expressao de p63
em todos os casos de carcinoma mioepitelial. Esta proteina pode ser considerada um marcador
significativo para o diagnostico de tumores de glandulas salivares com diferenciagdo
mioepitelial, como o caso de adenoma pleomorfico e mencionado na revisdo de Sivakumar et
al (2021).

Sendo assim, com nossos achados associados aos dados da literatura, podemos supor
que as proteinas caldesmon, beta-catenina, citoceratina 14, E-caderina, vimentina e p63 sdo
abundantemente expressas nos tumores com diferenciagdo mioepitelial, enquanto calponina,
actina de musculo liso e Ki-67 apresentaram resultados bem diversos, sendo a expressao ausente
na maioria dos casos.

Para verificarmos se um painel de expressdo dessas proteinas poderia facilitar a
classificagdo desses tumores, foi realizada uma andlise de clusterizagdo hierarquica nao
supervisionada, que consiste em uma metodologia de agrupamento, que gera classificagdes com
base em perfis de expressdo (neste estudo, proteicos), com o intuito de detectar subgrupos
tumorais baseado em dados patologicos como, fenotipo e comportamento biologico (Prasad et
al. 2008; Coutinho-Camillo et al. 2017).

Nossos resultados demonstraram a formacao de 2 clusters, sendo um deles composto

majoritariamente por amostras de carcinoma ex-adenoma pleomorfico. Cabe ressaltar que, os
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casos de carcinoma ex-adenoma pleomorfico selecionados para este estudo foram os que
apresentaram diferenciacdo mioepitelial. A expressdo das proteinas beta-catenina, E-caderina,
caldesmon e vimentina apresentou-se de forma muito similar entre os tumores, sugerindo um
perfil equivalente entre esses tumores derivados do ducto intercalar. A auséncia de expressao
de AML e calponina parece estar associada a separagao dos grupos na andlise de clusterizacao,
sugerindo que deva ser considerada como um fator na diferenciagdo tumoral, uma vez que essas
proteinas sdo rotineiramente empregadas para identificar células mioepiteliais.

As amostras de adenocarcinoma de células basais agruparam-se no mesmo cluster,
demonstrando um perfil consistente no padrao de expressdo das proteinas, apesar da casuistica
reduzida. Considerando o carcinoma mioepitelial, mesmo as amostras provenientes do sitio
metastatico apresentaram um padrao de expressao muito similar a dos tumores em sitio
primario.

Na andlise estatistica, observamos uma associagdo entre a perda da expressdo das
proteinas CK14 e p63 e o desenvolvimento de metastases. Essas andlises foram realizadas
considerando-se os tumores de forma agrupada. Para as demais caracteristicas demograficas,
clinicas e patologicas ndo foi observada nenhuma associacdo estatisticamente significativa.
Contudo, cabe ressaltar que a casuistica deste estudo foi pequena, sendo necessaria a avaliagao

em um maior numero de casos.
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CONCLUSAO

As proteinas citoceratina 14, vimentina, actina de musculo liso, calponina, caldesmon,
beta-catenina, E-caderina, Ki-67 e p63 foram expressas em padrao varidvel nos tumores

avaliados

A anélise de clusterizagdo mostrou uma separacdo mais consistente das amostras de
carcinoma ex-adenoma pleomorfico em comparacdo com o carcinoma mioepitelial

adenocarcinoma de células basais

Foi observada uma associagdo entre a ocorréncia de metéstase e a perda da expressao

das proteinas CK14 e p63
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Anexo 2 - Associagdo entre expressao proteica e caracteristicas demograficas, clinicas e patologicas dos pacientes com carcinoma ex adenoma

pleomorfico, carcinoma mioepitelial e adenocarcinoma de células basais

AML Calponina Caldesmon CK14 E-caderina

Caracteristica Categoria Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Género Masculino 2 (25,0%) 2(28,6%) 2(28,6%) 2(25,0%) 3(21,4%) 1(100%) 3(27,3%) 1(25,0%) 4(26,7%) N/A (0%)
Feminino 6 (75,0%) 5(71,4%) 5(71,4%) 6(75,0%) 11(78,6%) 0(0,0%) 8(72,7%) 3 (75,0%) 11(73,3%) N/A (0%)

p>0,999 p>0,999 p=0,267 p>0,999 N/A*
Local do Tumor Parotida 4 (50,0%) 6(85,7%) 4(57,1%) 6(75,0%) 9(64,3%) 1(100%) 8(72,7%) 2(50,0%) 10(66,7%) N/A (0%)
Gland. Menores 1(12,5%) 0(0,0%) 1(14,3%) 0 (0,0%) 1(7,1%) 0 (0,0%) 1(9,1%) 0 (0,0%) 1 (6,7%)  N/A (0%)
Submandibular 1(12,5%) 1(14,3%) 0(0,0%) 2(25,0%) 2(14,3%) 0 (0,0%) 1(9,1%) 1(25,0%) 2(13,3%) N/A (0%)
Sitio Metastatico 2 (25,0%) 0(0,0%) 2 (28,6%) 0(0,0%) 2(14,3%)  0(0,0%) 1(9,1%) 1(25,0%) 2(13,3%) N/A (0%)

p=0,556 p=0,142 p>0,999 p=0,495 N/A
Embolizagio Vascular Sim N/A (0%) N/A(0%) N/A(0%) N/A(0%) N/A0%) N/A(0%) NA(W0%) N/AW0O%) NA(WO0%) N/A(0%)
Nio 3(100%)  5(100%) 3 (100%)  5(100%) 7 (100%) 1(100%)  6(100%) 2 (100%) 8 (100%) N/A (0%)

N/A N/A N/A N/A N/A
Invasio perineural Sim 0(0,0%) 1(16,7%) 0(0,0%) 1(16,7%) 0 (0,0%) 1(100%)  0(0,0%) 1(50,0%) 1(11,1%) N/A (0%)
Niao 3(100%) 5(83,3%) 3(100%) 5(83,3%) 8 (100%) 0(0,0%)  7(100%) 1(50,0%) 8(88,9%) N/A (0%)

p>0,999 p>0,999 p=0,111 p=0,222 N/A
Linfonodo comprometido Sim 1(25,0%) 1(20,0%) 1(25,0%) 1(20,0%) 1(12,5%) 1(100%) 1(20,0%) 1(25,0%) 2(22,2%) N/A (0%)
Niao 3(75,0%) 4(80,0%) 3(75,0%) 4(80,0%) 7(87,5%) 0(0,0%) 4(80,0%) 3(75,0%) 7(77,.8%) N/A (0%)

p>0,999 p>0,999 p=0,222 p>0,999 N/A
Recidiva Sim 2(25,0%) 0(0,0%0) 1(14,3%) 1(143%) 2(14,3%) N/A(0%) 2(182%) 0(0,0%) 2(14,3%) N/A (0%)
Nio 6 (75,0%) 6(100%) 6(85,7%) 6(85,7%) 12(85,7%) N/A(0%) 9(81,8%) 3(100%) 12(85,7%) N/A (0%)

p=0,473 p>0,999 N/A p>0,999 N/A
Metastase Sim 0(0,0%) 2(33,3%) 0(0,0%0) 2(28,6%) 2(14,3%) N/A(0%) 0(0,0%) 2(66,7%) 2(14,3%) N/A (0%)
Niao 8 (100%) 4 (66,7%) 7(100%) 5(71,4%) 12(85,7%) N/A (0%) 11(100%) 1(33,3%) 12(85,7%) N/A (0%)

p=0,165 p=0,462 N/A p=0,033 N/A

*N/A = Nao avaliavel



Anexo 2. Continuagao

Beta-catenina Vimentina Ki-67 p63

Caracteristica Categoria Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Género Masculino 4(26,7%) N/A(0%) 3(21,4%) 1(100%) 1(143%) 3(37,5%) 1(11,1%) 1(33,3%)
Feminino 11(73,3%) N/A (0%) 11(78,6%) 0(0,0%) 6 (85,7%) 5(62,5%) 8(88,9%) 2 (66,7%)

N/A p=0,267 p=0,569 p=0,455
Local do Tumor Parotida 10(66,7%) N/A (0%) 9(64,3%) 1(100%) 4 (57,1%) 6(75,0%) 6 (66,7%) 2 (66,7%)
Gland. Menores 1(6,7%) N/A(0%) 1(7,1%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 1(12,5%) N/A(0%) N/A (0%)
Submandibular 2 (13,3%) N/A(0%) 2(14,3%) 0(0,0%) 2(28,6%) 0(0,0%) 1(11,1%) 1(33,3%)
Sitio Metastatico 2 (13,3%) N/A(0%) 2(14,3%) 0(0,0%) 1(14,3%) 1(12,5%) 2(22,2%) 0(0,0%)

N/A p>0,999 p=0,556 p>0,999
Embolizagio Vascular Sim N/A (0%) N/A(0%) N/A(0%) N/A(0%) N/A(W0%) N/A0O%) NA(0%) N/A(0%)
Nio 8 (100%) N/A(0%) 7(100%) 1(100%) 4 (100%) 4(100%) 5(100%) 2 (100%)

N/A N/A N/A N/A

Invasio perineural Sim 1(11,1%) N/A(0%)  0(0,0%) 1(100%) 1(25,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 1(50,0%)
Nio 8(88,9%) N/A(0%) 8(100%) 0(0,0%) 3(75,0%) 5(100%) 5(100%) 1 (50,0%)

N/A p=0,111 p=0,444 p=0,286
Linfonodo comprometido Sim 2(22,2%) N/A(0%) 1(12,5%) 1(100%) 1(16,7%) 1(33,3%) 1(16,7%) 1(33,3%)
Nio 7(77,8%) N/A(0%) 7(87,5%) 0(0,0%) 5(83.3%) 2(66,7%) 5(83,3%) 2 (66,7%)

N/A p=0,222 p>0,999 p>0,999
Recidiva Sim 2 (14,3%) N/A(0%) 2(143%) N/A(0%) 1(16,7%) 1(12,5%) 2(22,2%) 0 (0,0%)
Nio 12(85,7%) N/A (0%) 12(85,7%) N/A(0%) 5(83,3%) 7(87,5%) 7(77,8%) 2 (100%)

N/A N/A p>0,999 p>0,999
Metastase Sim 2(14,3%) N/A(0%) 2(14,3%) N/A(0%) 2@33,3%) 0(0,0%) 0(0,0%) 2 (100%)
Nio 12(85,7%) N/A (0%) 12(85,7%) N/A(0%) 4(66,7%) 8 (100%) 9 (100%) 0 (0,0%)

N/A N/A p=0,165 p=0,018

*N/A = Nio avalidvel



