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ABSTRACT

Introduction: Pleomorphic adenoma (PA) is the most common benign pathology in salivary glands,
characterized by significant pleomorphism, and its biological behavior may be mediated by mast cells,
myofibroblasts, PAR-2, IL-6, and TGFB1. Objective: This study aimed to investigate the presence of mast
cells and proteins (a-SMA, PAR-2, IL-6, and TGF31) associated with the differentiation of myofibroblasts in
pleomorphic adenomas of salivary glands. Methodology: A sample of 10 PA cases was selected from the
archives of the Pathology Department at the School of Dentistry, Federal University of Bahia, Brazil.
Immunohistochemical analysis was performed using antibodies against PAR-2, IL-6, TGF31, Mast Cell (for
mast cell staining), and a-SMA. Data analysis was descriptive, utilizing measures of central tendency and
percentages. Results: Mast cells were found in all cases, primarily concentrated in the fibrous capsule and
near blood vessels, showing more prominent staining in the peritumoral region compared to the intratumoral
density. Myofibroblasts showed low expression in 60% of the cases and were only observed in the capsule.
PAR-2 exhibited high expression in 60% of the cases. IL-6 nuclear staining varied between negative (40%)
and high expression (40%), with cytoplasmic and membranous staining in epithelial cells, some myoepithelial
cells, and cells surrounding the ducts. The TGFB1 staining index was high in only 40% of the cases, with
either cytoplasmic or nuclear staining observed in myoepithelial and ductal cells. Conclusion: The study's
results showed a significant presence of peritumoral mast cells and PAR-2 in PA cases, with low expression
of a-SMA, IL-6, and TGF{1.

KEYWORDS: Pleomorphic Adenoma; Immunohistochemistry; Mast Cells.

RESUMO

Introdugdo: O adenoma pleomoérfico (AP) é o tipo de patologia benigna mais comum nas glandulas
salivares, apresenta grande pleomorfismo e pode ter o seu comportamento biolégico mediado por
mastocitos, miofibroblastos, PAR-2, IL-6 e TGFB1. Objetivo: Este trabalho propds-se a estudar a presencga
de mastocitos e de proteinas (a-SMA, PAR-2, IL-6 e TGFB1) relacionadas com a diferenciagdo de
miofibroblastos no adenoma pleomorfico de glandulas salivares. Metodologia: A amostra com 10 casos de
AP foi selecionada dos arquivos do Servico de Anatomia Patolégica da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia, Brasil e foi realizado o estudo imuno-histoquimico utilizando os anticorpos
PAR-2, IL-6, TGFB1, Mast Cell (para a marcacdo dos mastécitos) e a-SMA. A analise dos dados
encontrados foi feita de maneira descritiva, utilizando medidas de tendéncia central e porcentagem.
Resultados: Os mastdcitos foram encontrados em todos os casos e concentravam-se mais frequentemente
na capsula fibrosa e proximo aos vasos sanguineos, mostrando marcagdo mais evidente na regido
peritumoral quando comparada com a densidade intratumoral. Os miofibroblastos apresentaram baixa
expressdo em 60% dos casos e foram observados apenas na capsula. PAR-2 apresentou alta expressao
em 60% dos casos. A marcagédo nuclear do IL-6 variou entre negativo (40%) e alta expresséo (40%),
também houve marcacéo citoplasmatica e membranar de células epiteliais e algumas células mioepiteliais,
como também células externas dos ductos. O indice de marcagdo do TGF1 foi alto em apenas 40% dos
casos, havendo marcagao ora citoplasmatica, ora nuclear de células mioepiteliais e ductais. Conclusao: O
resultado do estudo mostrou uma presencga significativa de mastdécitos peritumorais e de PAR-2 nos casos
de AP e baixa expressdo de a-SMA, IL-6 e TGF{31

PALAVRAS-CHAVE: Adenoma pleomorfico; Imunohistoquimica; Mastdcitos
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INTRODUGAO

O adenoma pleomorfico (AP) € a neoplasia benigna mais comum em glandula
salivar’?3, Histologicamente, o AP apresenta uma grande diversidade de padréo
citoarquitetural que consiste em quantidades variaveis de componentes epiteliais e
mesenquimais em uma matriz extracelular mixoide variavel*557.

Sabe-se que a interagdo dos tumores com os componentes epiteliais e estromais
podem favorecer o seu crescimento e sua invasdo®. Nesta perspectiva, diversos
marcadores tém contribuido para o estudo desses componentes, como fator de necrose
tumoral, ativacdo do fator de células-tronco, fator de crescimento endotelial vascular®,
CD34'" interferon-gama™, IL-8"? e IL-1"3.

Os miofibroblastos mostram ter relagcdo com a promogéao, agressividade e invasao
tumoral'®, especialmente em neoplasias malignas de glandula salivar'™. A observagéo
da acao dos miofibroblastos pode ocorrer por meio da deteccéo de altos niveis de actina
alfa de musculo liso (a-SMA)®''7.18 e dos sinais especificos que podem levar a conversdo
de fibroblastos a miofibroblastos, destacando-se entre eles os receptores ativados por
protease-2 (PAR-2), o fator de crescimento transformador beta 1(TGFR1) e a interleucina
6 (IL-6). Em adicdo, os mastocitos podem induzir a formacdo e a atividade dos
miofibroblastos'.

Especula-se que o PAR-2 esteja envolvido na regulagdo da proliferagao celular,
migragdo e invasdo de algumas neoplasias'®?'?2, porém até o momento a literatura ndo
aborda a relagdo do PAR-2 com o desenvolvimento do AP. O TGFB1 & o principal
responsavel pela transdiferenciagdo de fibroblastos a miofibroblastos'®?, sendo um
importante fator nesta fisiopatologia®. A IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria que pode ser
produzida por miofibroblastos e mastécitos' e a sua presenga no microambiente tumoral
esta relacionada com o estimulo ao crescimento e a invaséo neoplasicas' '3,

Um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa mostrou que ha uma possivel

participacdo de mastécitos, PAR-2, TGFR1 e a IL-6 no desenvolvimento do
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adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, carcinoma mucoepidermoide e carcinoma
adenoide cistico™.

Portanto, considerando a importancia dos mastocitos na diferenciacao
miofibroblastica e no desenvolvimento das neoplasias, este trabalho visou estudar a
presenca de mastécitos e expressao das proteinas a-SMA, PAR-2, IL-6 e TGF[31 no AP, a
fim de contribuir para o conhecimento do perfil biolégico dessa neoplasia.

METODOLOGIA

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA) com o Certificado de
Apresentagdo de Apreciacdo Etica nimero 13090013.5.0000.5024 e parecer numero
235.138.

Por se tratar de um estudo piloto, a amostra foi de conveniéncia composta por 10
casos de AP obtidos dos arquivos do Servigo de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Odontologia da UFBA, selecionados de forma aleatéria, diagnosticados de acordo com a
classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude® e com presenga de material bioldgico

suficiente e em boas condicdes de uso.

Imuno-histoquimica

A analise das laminas foi executada por dois observadores, utilizando um
microscopio de alta definigho em um aumento de 400x (Axiostar Plus, Zeiss, Germany,
2008) e registrada com uma camera digital (Axiocam lIcc3, Zeiss, Germnay, 2008) e um
software especifico (Axiovision Rel 4.8, Zeiss, Germany, 2008). A imuno-histoquimica foi
realizada utilizando a metodologia adaptada do estudo de de Ismerim et al.’® para estudar
as expressdes dos anticorpos PAR-2, IL-6, TGFB1, Mast Cell (para a marcagdo dos
mastocitos) e a-SMA. A marcagao da Calponina foi realizada para diferenciar o conteudo
mioepitelial dos miofibroblastos. Foram usados espécimes fixados em formol, emblocados

em parafina e com cortes de 3um de espessura. Apds a padronizagado dos anticorpos, os
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casos foram submetidos a imunomarcacéo. A marcagao de PAR-2, IL-6 e TGFB1 também
foi feita em espécimes de glandulas salivares normais, contudo ndo foi feita nos
mastocitos por ndo apresentarem uma diferenga significativa entre tumores benignos e
malignos e glandula salivar normal®. Para exposicdo dos epitopos antigénicos, as
secgbes foram submetidas a recuperagdo antigénica em calor umido a 95°C por 45
minutos (PAR-2, IL-6, Calponina, TGFB1, a-SMA) ou na estufa a 37°C por 30 minutos
(Mast cell). A Tabela 1 mostra o fabricante, clone, diluicdo, recuperagcdo antigénica e
controle positivo para cada anticorpo utilizado. Apds os cortes retornarem a temperatura
ambiente, foram lavados em agua corrente, seguido do bloqueio da peroxidase enddégena
tecidual, realizado em solugdo de perdoxido de hidrogénio a 3% e agua destilada por 10

minutos e protegido da luz.

Tabela 1 - Anticorpo, marca, clone, diluigdo, recuperagao antigénica e controle positivo.
Salvador-Ba, 2024.

Anticorpo Marca Clone Diluicdo Recuperagao Con.tr_ole
positivo

PAR-2 Novus Policlonal 1:50  Citrato pH 6,0 CA mama
biologicals

IL-6 Novus NB600-1131  1:600 Citrato pH 6,0  Cisto periapical
biologicals

Calponina Dako Clone-calp 1:50 Citrato pH 6,0 CA de mama

TGFB1 Abcam 2 Ar2 1:100 EDTApH 9,0 CA de mama

Mast Cell Dako AA1 1:50 Tripsina 1% Mastocitose

SMA Dako 1A4 1:100  Citrato pH 6,0 Mastocitose

Fonte: Préprios autores.
Em seguida, os anticorpos foram diluidos com solugédo redutora de background (Dako

Corporation, Carpinteria, USA) aplicados sobre os cortes e incubados por 18h (overnight)
a 4°C. Para o anticorpo Mast Cell, a incubacéao foi feita a temperatura ambiente por 1h.
Em seguida, foi aplicado o sistema polimérico EnVision Advance (Dako Corporation,
Carpinteria, USA) a temperatura ambiente durante 20 minutos em HRP link e 20 minutos

em HRP enzyme.
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Para revelagdo da reagdo foi empregado o DAB (3,3’- diaminobenzidina, Dako
Corporation, Carpinteria, USA) em camara escura por 5 minutos. Em seguida, as sec¢des
teciduais foram contracoradas com hematoxilina de Harris por 5 minutos. Apds
desidratacao e diafanizacéo, as laminas foram montadas com Balsamo do Canada. Para
o controle negativo, cada anticorpo primario foi substituido por soro normal de mesmo

isotipo.

Avaliagdo imuno-histoquimica

O exame imunohistoquimico dos mastécitos foi realizado com base no critério
usado por Vidal et al.?’, através da identificagdo da presenca ou auséncia dos mastdcitos
nos tumores em aumento de 400x em 10 campos, a contagem por mm? foi realizada e foi
determinada a média de contagem para cada caso. O mesmo critério proposto por Costa
et al.?®, descrito anteriormente para calponina, foi adaptado para as células estromais
a-SMA positivas (miofibroblastos), onde a imunorreatividade foi estabelecida como <50%
e 250%.

As células positivas ao PAR-2, IL-6 e TGF[31 foram quantificadas em cinco campos
microscopicos de maior confluéncia, estabelecendo-se o indice de marcagao (IM). A
marcacao foi classificada de acordo com a sua localizagdo: nuclear ou citoplasmatica.
Também foram descritos os tipos celulares positivamente marcados. Os casos foram
classificados de acordo com a intensidade e a proporcdo de marcacgdo. O indice de
coloragao foi determinado de acordo com a intensidade e a propor¢gdo da marcacgéo,
classificados em 4 escores: escore 0 = sem coloracdo, escore 1 = coloragao fraca, escore
2 = coloracdo moderada e escore 3 = coloragao forte. A propor¢ao de marcacao foi
definida como a percentagem de células marcadas (0 = 0-10%, 1 = 11-25%, 2 = 26-50%,
3 =51-75%, 4 = 76-100%). IM foi calculado através da multiplicagdo da intensidade (0-3)

pela proporgcao (de 0 a 4). Em seguida, classificamos a expressao de proteinas por IM:
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negativo (-) para IM=0, baixa expressao (1+) para IM entre 1 e 4, alta expressao (2+) para
IM entre 5 e 8, e superexpressao (3+) para IM entre 9 e 12 (adaptado de Dultra et al.?*;
Yan et al.*; Wei et al.*'; Dong et al.*?). Para possibilitar a interpretagdo, o IM foi
categorizado em dois grupos: alta imunoexpresséao (2+ e 3+) e baixa imunoexpresséo (- e
1+).

Por se tratar de um estudo piloto com uma amostra de conveniéncia de poucos
casos, a analise dos dados encontrados foi feita de maneira descritiva, utilizando medidas
de tendéncia central e porcentagem.

RESULTADOS
IMUNOMARCACAO DOS MASTOCITOS

Os mastdécitos foram encontrados em todos os casos e concentravam-se mais
frequentemente na capsula fibrosa e proximo aos vasos sanguineos, mostrando
morfologia variada (oval, alongada ou arredondada) (Figura 1). A densidade total de
mastoécitos foi 3,35 células/mm?, sendo que a marcagio foi mais evidente na regiédo
peritumoral (2,60 células/mm?) quando comparada a densidade intratumoral (0,25
células/mm?).

Figura 1 - Imunomarcagéo de Mast cell. Observar mastécitos de formatos variados (setas)
presentes tanto no estroma como no parénquima tumoral.
-

Fonte: Préprios autores.

IMUNOMARCAGCAO DOS MIOFIBROBLASTOS POR SMA
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Os miofibroblastos apresentaram expressdo <50% em 60% dos casos (n=6)
(Tabela 2) e foram observados apenas na capsula e em baixa expressdo, nao

apresentando marcagao no interior do tumor (Figura 2).

Figura 2 - Imunomarcacé&o de SMA. Observar miofibroblastos presentes em area de leséo
bem delimitada.

: Préprios autores.

Fhe

Fonte

IMUNOMARCACAO DE CALPONINA

A calponina utilizada para diferenciar os miofibroblastos do conteudo mioepitelial foi
<50% em metade dos casos (n=5).
IMUNOMARCACAO DE PAR-2

Em glandula salivar normal, houve marcacgao citoplasmatica e nuclear das células
ductais (Figura 3A). No AP, 60% dos casos (n=6) apresentaram alta expressao de PAR-2
(Tabela 2). Observou-se marcagao citoplasmatica das células mais internas dos ductos,
de algumas células mioepiteliais e células luminais (Figura 3B). Em um caso, a marcagao
ocorreu em todo o componente ductal. Notou-se ainda, no estroma, marcacao de células
inflamatérias e vasos sanguineos.

FIGURA 3 - Imunomarcagao do_PAR-Z.

i R
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(A) Glandula salivar normal: Imunomarcagdo presente especialmente nos ductos
glandulares (estrelas). (B) Adenoma Pleomoérfico: Imunomarcagao citoplasmatica presente
em células luminais das estruturas ductais (setas).
Fonte: Préprios autores.
IMUNOMARCACAO DE IL-6

Em gléndula salivar normal, houve marcacao granular e por vezes membranar das
células mioepiteliais. No entanto, os ductos n&o apresentaram marcacgao (Figura 4A). No
AP, a marcacgao nuclear do IL-6 variou entre negativo (n=4) e alta expressao (n=4) (Tabela
2). Observou-se marcagao citoplasmatica e membranar, eventualmente nuclear, de
células epiteliais e algumas células mioepiteliais, como também células externas dos
ductos. As células epitelidides mostraram marcacado citoplasmatica. No estroma,

observou-se uma intensa marcagao. Houve marcagdo da matriz fibrosa, células

inflamatadrias e alguns fibroblastos (Figura 4B e 4C).

Figura 4 - Imunomarcacéao de IL-6.

(A) Glandula Salivar Normal: Observar imunomarcacdo no tecido estromal e em
células mioepiteliais em torno dos acinos mucosos (pontas de setas). (B) Adenoma
Pleomdérfico: Imunomarcagdo citoplasmatica e membranar de células ductais externas
(setas). (C) Observar imunomarcagao membranar de células mioepiteliais, bem como
fibroblastos e matriz extracelular no AP.

Fonte: Préprios autores.
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IMUNOMARCACAO DO TGFB1

Em glandula salivar normal, houve marcagéo citoplasmatica e nuclear das células
ductais (Figura 5A). No AP, o IM foi alto em apenas 40% dos casos (n=4). Houve
marcacdo ora citoplasmatica, ora marcagcao nuclear de células mioepiteliais e ductais

(Figura 5B e 5C). Os fibroblastos e células inflamatodrias também exibiam marcacao.

(A)  Glandula Salivar Normal: Imunomarcacao de células ductais presentes em ductos
glandulares bem diferenciados (pontas de setas). (B) Adenoma Pleomorfico: Nichos de
células mioepitelias imunomarcados (setas). (C) Notar nucleos celulares de estruturas
ductais imunomarcadas no AP.

Fonte: Préprios autores.

Tabela 2. Expressdo de SMA, PAR-2, IL-6 e TGF(1 no AP. Salvador-Ba, 2024.

MARCADORES EXPRESSAO n (%)
SMA <50% 6(60%)
>50% 4(40%)
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Fonte: Préprios autores.
Os dados da relagao entre a imunoexpressao do PAR-2, IL-6, TGFB1 e SMA com
os parametros clinicos no AP podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Relagdo entre a imunoexpressdao do PAR-2, IL-6, TGFB1 e SMA com os
parametros clinicos dos casos de Adenoma Pleomorfico. Salvador-Ba, 2024.

MARCADOR PAR-2 IL-6 TGFB1 SMA
EXPRESSAO ALTA BAIXA ALTA BAIXA ALTA  BAIXA <50% >o5 0
(n) %

M M M m

Sexo

M 2 1 1 2 1 2 2 1

F 4 3 3 4 3 4 4 3

Idade

<40 ANOS 4 1 2 3 2 3 2 3

=40 ANOS 2 3 2 3 2 3 4 1

Localizagao

Glandula maior 3 4 1 6 4 5 2

Glandula menor 3 0 0 3 1 2 1 2

Tamanho

<3 cm 0 0 0 0 0 0 0 0

>3 cm 2 1 2 1 1 2 1 2

Nao disponivel 4 3 2 5 3 4 5 2

Fonte: Préprios autores.

DISCUSSAO
No presente trabalho foi avaliada a presenca dos mastécitos e de proteinas

relacionadas com a diferenciacdo miofibroblastica no AP, a fim de contribuir para o

conhecimento do perfil bioldgico dessa neoplasia e do seu microambiente tumoral.
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Nossos resultados mostraram que os mastdcitos estavam presentes em todos os
casos e localizados préximos a vasos sanguineos e predominantemente em regides
peritumorais (2,60 células/mm?), concordando com o trabalho realizado por Vidal et al.?’.
Ainda, outros trabalhos realizados?**** também encontraram uma maior concentragéo de
mastocitos em areas peritumorais.

Um achado interessante observado no nosso estudo foi a presengca marcante de
mastdcitos na pseudo-capsula do AP, as quais parecem contribuir para a formagao dessa
estrutura em AP. A atividade de mastocitos no microambiente tumoral é vista
principalmente na progressdo da angiogénese, remodelagdo tecidual, supressdo de
respostas antitumorais e atragdo de células inflamatoérias3®°.

As proporgdes de fibroblastos e miofibroblastos nos tumores podem ser calculadas
com a imunomarcagdo de a-SMA. Os miofibroblastos podem estar relacionados ao
comportamento agressivo de crescimento do tumor de glandula salivar®’. Neste estudo, a
marcagédo do a-SMA foi baixa em 60% dos casos, indicando uma baixa taxa de invaséo
devido a reagao miofibroblastica nos tumores®.

O presente trabalho também mostrou que a presenca de PAR-2 estava alta em
60% dos casos (n=6). A imunocoloragdo para PAR-2 foi predominantemente
citoplasmatica, concordando com o trabalho de Ismerim et al.'® que observaram coloragdo
citoplasmatica de PAR-2 em células de tumores malignos de gléndula salivar. O PAR-2
facilita a proliferagdo e migragcdo celular, angiogénese, interagbes celulares com
fibroblastos, células endoteliais e células vasculares®?%%%4. E possivel que a proliferacéo
e migragao celular promovida pelo PAR-2 tenha relagdo com o desenvolvimento tumoral
no AP, no entanto, mais estudos em tumores de glandula salivar sdo necessarios para
esclarecer esta relagao.

A marcacao da IL-6 foi baixa em 60% dos casos, sendo presentes nas porgcdes

citoplasmatica e membranar nas células epiteliais, regides mioepiteliais e células externas
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dos ductos, sendo evidente intensa marcacao estromal. Esses achados concordam com
aqueles descritos por Andreasen et al.**, que também observaram intensa expressdo de
IL-6 no citoplasma dos ductos de AP. A IL-6 € uma citocina que atua no crescimento e na
patogénese tumoral* por inibigdo da apoptose e indugdo da angiogénese®’.

Um fator de crescimento chave para a formagao de miofibroblastos € o TGFB1. Os
resultados do estudo mostram que a expressdo do TGFB1 foi baixa (60%). O TGF_1
induz diretamente a producédo de matriz extracelular e a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos', sendo um fator chave no desenvolvimento do microambiente tumoral
pelo potencial de influenciar a invasao celular e angiogénese®. O AP é um tumor que tem
rica quantidade de matriz extracelular, onde a IL-6 e TGFB1 parecem contribuir para esta
formacao de matriz.

Mesmo com a presenca de mastocitos e proteinas relatados nos casos aqui
estudados, mais trabalhos devem ser feitos para avaliar a correlacdo entre mastdcitos,

miofibroblastos, IL-6 e TGF31 no desenvolvimento do AP.

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou um numero elevado de mastdocitos peritumorais e de
PAR-2 nos casos. Contudo, ndo houve uma expressao significativa de a-SMA, IL-6 e
TGFB1, uma das razdes seria a pequena amostra do trabalho. Sugerimos que novos
estudos sejam realizados visando compreender o mecanismo pelo qual os mastdcitos e
proteinas relacionadas (PAR-2, IL-6 e TGFB1) podem estar relacionadas ao crescimento e

progressao do AP.
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