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RESUMO

As lesdes salivares tumorais compostas por dupla populacdo celular (epitelial e
mioepitelial) sdo consideradas origindrias do ducto intercalado e estas lesdes sdo
subdivididas em diversas entidades que apresentam sobreposi¢do morfoldgica, com
delimitacGes entre elas nem sempre nitidas. Entre as neoplasias benignas estdo o
adenoma pleomoérfico (AP) e o adenoma de células basais (ACB). Recentemente foi
descrita uma nova entidade tumoral benigna, com composi¢@o epitelial e mioepitelial,
denominada de lesdo do ducto intercalado (LDI). Diante disso, o nosso primeiro
objetivo foi analisar os perfis morfoldgicos e imuno-histoquimicos de LDIs e ACBs
classificados em tubulares (ACB-T) e ndo tubulares (ACB-NT) para verificar se as LDIs
e ACB-Ts representam entidades distintas. Ainda, dado o papel critico da célula
mioepitelial na morfogénese das lesdes tumorais salivares histogeneticamente
relacionadas ao ducto intercalado, nosso segundo objetivo foi avaliar in vitro a
influéncia de fatores do microambiente tumoral (proteinas da matriz extracelular e fatores
de crescimento) sobre a morfologia, viabilidade e proliferacdo de células mioepiteliais
advindas de AP. Para a andlise morfoldgica e imuno-histoquimica, foram estudados oito
casos de LDIs, nove ACBs-T e 19 ACBs-NT. Todos os ACB-T continham areas LDI-
like, enquanto nos ACB-NT estas eram raras e escassas. As células luminais das LDIs e
ACBs-T exibiram positividade para CK7, lisozima, S100 e DOG1. No grupo ACB-NT,
poucas células luminais mostraram tal expressdo, sendo principalmente positivas para
CK14. As células mioepiteliais das LDIs, ACB-T e ACB-NT foram positivas para CK14,
calponina, AML e p63, mas essas eram mais numerosas nos ACBs. No estudo in vitro, a
morfologia e diferenciacdo das células mioepiteliais foram avaliadas qualitativamente por
imunofluorescéncia indireta (expressdo da vimentina e AML, respectivamente). As
células mioepiteliais exibiram morfologia poliédrica em todas as matrizes,
independentemente da suplementacdo do fator de crescimento. AML foi imunoexpressa
de forma heterogé€nea nas células mioepiteliais, porém houve aumento da expressao desta
proteina quando acrescentado o TGF- B1, independentemente do tipo de matriz usada.
TGF- Bl também aumentou significantemente a viabilidade das células mioepiteliais
cultivadas na matriz fibronectina. Conclusoes: as LDI, ACB-T e ACB-NT formam um
continuum de lesdes onde as LDIs estdo estreitamente relacionadas com o ACB-T, visto
que em ambos o imunofendtipo das células luminais e mioepiteliais € semelhante aquele
observado nos ductos intercalados. A principal diferenca entre LDI e ACB-T € a
quantidade de células mioepiteliais, que € maior no tltimo. Além disso, nossos resultados
indicam que pelo menos alguns ACBs podem surgir via LDI. Os estudos em cultura de
células sugerem que as diferentes matrizes celulares nao influenciam a morfologia e
diferenciacdo da célula mioepitelial. Dentre os fatores de crescimento estudados apenas
TGF- B1 associou-se com aumento da expressao de AML (diferenciacdo celular) e
aumentou significantemente a viabilidade celular associado a matriz fibronectina.
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ABSTRACT

Salivary tumor lesions composed of dual cell population (epithelial and myoepithelial)
are considered to originate from the intercalated duct. These lesions are subdivided into
several entities that share morphological features. Among the benign tumors are
pleomorphic adenomas (PA) and basal cell adenoma (BCA). Recently, a new entity was
described that is a benign tumor with epithelial and myoepithelial composition, called
intercalated duct lesion (IDL). Our first objective was to analyze the morphological and
immunohistochemical profiles of IDLs and BCAs classified into tubular (T-BCA) and
non-tubular subtypes (NT-BCA), to determine whether or not IDL and tubular BCA
represent distinct entities. Also, given the critical role of myoepithelial cells in the
morphogenesis of the salivary tumor lesions histogenetically related to the intercalated
duct, our second objective was to evaluate in vitro the influence of tumor
microenvironment factors (extracellular matrix proteins and growth factors) on the
morphology, viability and proliferation of myoepithelial cells arisen from PA . Eight
IDLs, mnine tubular BCAs and 19 non-tubular BCAs were studied by
immunohistochemical technique. All tubular BCAs contained IDL-like areas, which
represented 20-70% of the tumor. In non-tubular BCA, IDL-like areas were occasional
and small (<5%). One patient presented IDLs, tubular BCAs and IDL/tubular BCA
combined lesions. Luminal ductal cells of IDLs and tubular BCAs exhibited positivity for
CK7, lysozyme, S100 and DOGI. In the non-tubular BCA group, few luminal cells
exhibited such immunoprofile; they were mainly CK14-positive. Basal/myoepithelial
cells of IDLs, tubular BCAs and non-tubular BCAs were positive for CK 14, calponin, a-
SMA and p63; they were more numerous in BCA lesions. The in vitro study analyzed
morphology and differentiation of myoepithelial cells by vimentin and SMA expressions,
respectively, which were qualitatively assessed using indirect immunofluorescence.
Myoepithelial cells showed polyhedral morphology in all extra cellular matrixes
regardless of the supplementation of growth factors. These cells expressed SMA
heterogeneously but when TGF- B1 was added such expression increased. This
modification did not show relationship with the type of extracellular matix. The viability
of myoepithelial cells cultured on fibronectin matrix increased significantly with addition
of TGF - B1. Conclusions: IDL, tubular BCA and non-tubular BCA form a continuum of
lesions in which IDLs are related closely to tubular BCA. In both, the immunoprofile of
luminal and myoepithelial cells recapitulates the normal intercalated duct. The difference
between the adenoma-like subset of IDLs and tubular BCA rests mainly on the larger
numbers of myoepithelial cells in the latter. Our findings indicate that at least some
BCAs can arise via IDLs. The cell culture studies suggest that the different matrixes do
not influence the morphology and differentiation of myoepithelial cells. Among the
growth factors studied, only TGF - B1 was associated with an increased expression of
SMA (cell differentiation) and a significant increase of the cellular viability associated
with the fibronectin matrix.
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1 INTRODUCAO

A estrutura fundamental da glandula salivar é a unidade acinar-ductal, sendo
que o sistema ductal é subdividido em trés segmentos: intercalado, estriado e excretério. O
ducto intercalado € a por¢do terminal deste sistema e € revestido por dupla camada de
células: ductal (luminal) e mioepitelial (a mais externa). Os tumores salivares com esta
dupla diferenciacdo celular (adenomas pleomoérfico e de células basais e carcinomas
epitelial-mioepitelial, adendide cistico e de células basais) sdo considerados origindrios

deste ducto (Chetty, 2000).

Além desses tumores classicamente relacionados ao ducto intercalado,
recentemente, foram descritas outras proliferacdes ductais denominadas de Lesdes do
Ducto Intercalado (LDI), compreendendo tanto hiperplasias como adenomas. Do ponto
imuno-histoquimico, as LDIs compartilham com o ducto normal o mesmo padrio de
expressdo para CK 7, lisozima e receptor de estrogeno, porém diferem em relacdo a
proteina S-100, que € difusamente expressa somente nas LDI. Estas lesdes ndo raro estao
associadas a outros tumores, particularmente ao adenoma de células basais (ACB) (42 %),
sugerindo uma possivel relacdo entre os ACBs e as LDIs (Weinreb et al 2009).
Interessantemente, as LDIs, além de se associarem ao ACB, também podem apresentar
focos morfologicamente semelhantes ao ACB e, ocasionalmente, a hiperplasia do ducto
intercalado pode estar combinada ao adenoma (ACB sdlido e hiperplasia do ducto

intercalado), com drea transicional entre eles (Weinreb et al. 2009).

O ACB apresenta vdrios padroes de crescimento (tubular, trabecular, sélido e
membranoso), sendo que mais de um pode estar presente num dado tumor, embora

usualmente com predominancia de um deles (Aradjo, 2005). Dentre os padrdes de
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crescimento do ACB, o tubular € o que mais se assemelha morfologicamente as LDIs. Na
literatura ha ilustracdes de ACB tipo tubular e de outros adenomas que foram denominados
de adenoma ductal e adenoma tdbulo-alveolar que mostram aspecto morfolégico
semelhante aquele descrito no adenoma do ducto intercalado (Pulitzer et al., 1985; Dardick,
1995; Zarbo et al. 2000). Esta sobreposi¢do de morfologia entre o ACB (particularmente do
tipo tubular) e as recém descritas LDIs, adicionado ao fato do perfil imuno-histoquimico
dos ACBs e suas variantes ter sido ainda pouco explorado (Takahashi et al. 1991, Zarbo et
al. 2000, Machado de Sousa et al. 2001) levou-nos a estuda-lo, com énfase na variante

tubular e sua possivel relacdo com as LDIs.

Os ACBs também compartilham semelhangas morfoldgicas com os adenomas
pleomorficos (APs), que sdo as neoplasias benignas mais comuns das glandulas salivares
(Auclair, Ellis, 1996). Em alguns casos, a distingdo entre ACB e AP € subjetiva e
possivelmente sem um consenso, mesmo entre especialistas em neoplasias salivares
(Auclair, Ellis, 1996; Zarbo et al., 2000). Alguns autores acreditam que os adenomas
salivares pertencem a um espectro, onde ACB e AP difeririam essencialmente no tipo e
quantidade de matriz extracelular produzida pelas células mioepiteliais (Zarbo et al., 2000).
Nos APs a matriz seria predominantemente formada por proteoglicanas de sulfato de

condroitina € no ACB por elementos da membrana basal.

Em todas as variantes do ACB tém sido detectadas células mioepiteliais
neoplésicas, porém € na tibulo-trabecular que essas células apresentam participacdo mais
proeminente. (Zarbo et al., 2000; Aradjo, 2005). As células mioepiteliais neoplésicas
caracterizam-se por ter uma grande diversidade morfolégica, que se reflete no seu

imunofenétipo (Ogawa, 2003). O imunofenétipo do citoesqueleto da célula mioepitelial €
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complexo e ainda ndo completamente compreendido, acreditando-se que, possivelmente,
sinalizagdes externas advindas da matriz extracelular ou de fatores de crescimento
poderiam modificd-lo (Savera et al., 1997). Dado o papel critico da célula mioepitelial na
morfogénese dos diferentes adenomas salivares histogeneticamente relacionados ao ducto
intercalado, o segundo objetivo do nosso estudo é ampliar o conhecimento sobre os fatores

que influenciam o imunofenétipo e a secrecdo destas células.
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2. OBJETIVOS
Objetivos gerais:

Comparar o perfil histoquimico e imuno-histoquimico do Adenoma de Células
Basais com o das lesdes do ducto intercalado (Objetivo A).

Avaliar in vitro a influéncia de fatores do microambiente tumoral (proteinas da

matriz extracelular e fatores de crescimento) sobre as células mioepiteliais (Objetivo B).

Objetivos especificos:
Objetivo A) Em uma série de LDIs e ACBs subdivididos em

predominantemente tubulares (ACB-T) e tabulo-trabeculares e sélidos (ACB-NT):

a) Analisar a expressio imuno-histoquimica de lisozima, proteina S-100,
citoqueratinas 7, 14, actina mdusculo liso, calponina, p63 e DOG-1 e
histoquimica do Acido Periédico de Schiff (PAS) com diastase nos

componentes epitelial e mioepitelial dos tumores.

b) Comparar a expressdo dos marcadores (descritos no item anterior) nos diferentes

subtipos de ACBs com a dos ductos intercalados normais e LDIs.
Objetivo B) Em cultura de células:

Avaliar in vitro a influéncia de proteinas da matriz extracelular (Matrigel,
Fibronectina, Coldgeno tipo I) e fatores de crescimento (EGF e TGF-B1) sobre a

morfologia, imunofendtipo, proliferacio e viabilidade das células mioepiteliais.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ADENOMA DE CELULAS BASAIS (ACB)

Corresponde a cerca de 2% de todos os tumores salivares, ocorre em
frequéncias semelhantes entre homens e mulheres e acomete principalmente entre a quarta
e nona décadas da vida e cerca de 70% afeta a parétida e 20% o labio superior (Aradjo,
2005). O ACB caracteriza-se por proliferacdo de células com aparéncia basaldide e pela
auséncia do estroma mixocondrdide, que € caracteristico do adenoma pleomorfico. Sao
classificados em sélido, trabecular, tubular e membranoso (Margaritescu et al., 2005). O
tipo membranoso € uma variante com caracteristicas distintas, e ¢ também denominado de
tumor andlogo da derme. Este subtipo do ACB ocorre predominantemente em homens
(90%), € frequentemente multifocal, ndo encapsulado e pode estar associado com tumores
de anexos cutaneos, tais como: cilindroma, tricoepitelioma e espiroadenoma écrino. Os
outros tipos de ACB apresentam-se como nddulo tnico, encapsulado ou bem delimitado

(Gardner, Daley, 1983; Yu et al., 1998; Araujo, 2005).

Os ACB sdo compostos por dois tipos celulares: a) as pequenas (mioepiteliais
ou basais), com nucleos hipercromaticos, dispostas em palicada na periferia dos corddes e
ilhotas tumorais e b) as maiores poligonais (epiteliais), com nucleo mais claro, localizadas
mais centralmente (Machado de Souza et al., 2001). Na variante sélida, as células sdo
predominantemente do tipo pequeno, dispostas em aglomerados densos, com pali¢cada na
periferia e, ocasionalmente, com diferenciacio escamosa. Nas variantes trabecular e
tubular, as células estdo dispostas em corddes / trabéculas, sendo que o estroma apresenta
padrao vascular proeminente (Takahashi et al., 1991). As células epiteliais do padrio

tubular podem exibir aspecto reminiscente de célula acinar, com poucos granulos
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eosindfilos no pélo luminal. Na variante membranosa, as ilhotas epiteliais sdo circundadas
por material hialino, que corresponde a replicacdes de membrana basal, tornando-o muito
semelhante ao cilindroma da derme. Este material hialino também pode ser observado

dentro das ilhotas tumorais (Yu et al., 1998).

Ha poucos estudos sobre o perfil imuno-histoquimico do ACB e estes estdo

relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 — Revisdo dos casos relatados na literatura sobre o perfil imuno-histoquimico do Adenoma de
Células Basais.

Autores Ano Nimero de Anticorpos utilizados
casos
Takahashi et al. 1991 7 S-100, S-100a, S-100p, a;-AT, a;-ACT,

CEA, Actina, NSE, KL1, PKK1, PKK?2,
PKK3, Vimentina, GFAP, VIP

Yu et al. 1998 12 S-100, Actina, Fibronectina, Laminina,
Coldgeno tipo 1V, KL1, CK-MNF

Machado de 2001 3 CK7, CKS8, CK14, CK 13, CK19, Actina

Souza et al. de musculo liso, Vimentina

Edwards et al. 2004 11 po63

Margaritescu et 2005 4 S-100, AE1/AE3, CK19, CEA, Actina de

al. miusculo liso, Vimentina, PCNA

Paker et al. 2010 1 S-100, Actina de miisculo liso,

Calponina, GFAP, p63, AEI/AE3, CK14,
CK7, EMA, ki-67, p53

3.2 LESOES DO DUCTO INTERCALADO (LDI)

O epitélio do ducto intercalado tem grande potencial regenerativo, de tal modo
que hiperplasia regenerativa deste ducto € observada numa série de condicdes clinico-
patoldgicas, tais como sialadenite crdnica, oclusdo de ductos glandulares, irradiacdo e
tumores (Yu, Donath 2001). Em rela¢do aos tumores, Di Palma (1994) descreveu, pela
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primeira vez, a associacdo do carcinoma epitelial-mioepitelial com hiperplasia do ducto
intercalado (HDI), sendo que esta associacdo foi posteriormente reforcada por Chetty
(2000) e Weinreb et al. (2009). Na série de Weinreb et al. (2009) o carcinoma epitelial-
mioepitelial foi o segundo tipo de tumor que mais frequentemente se associou com HDI (3
tumores em 19 LDI), enquanto que o ACB foi a primeiro (8 /19). Baseada nessas
associacdes tem sido sugerido que as LDI seriam, possivelmente, lesdes precursoras destes

dois tumores (Di Palma, 1994; Chetty, 2000; Weinreb et al., 2009).

Nas lesdes do ducto intercalado, os ductos proliferados apresentam padrdo de
crescimento compacto, com muito pouco estroma entre eles, tendo de permeio algumas
células acinares (serosas ou mucosas) residuais do parénquima salivar (Yu, Donath 2001;
Weinreb et al., 2009). Os ductos, embora sejam revestidos por dupla camada celular (ductal
e mioepitelial), aparentam ser formados apenas pelas ductais, visto que as mioepiteliais sao
geralmente pouco perceptiveis na coloragdo rotineira por hematoxilina e eosina. A HDI
tende a expandir o l6bulo da glandula salivar e ndo contem células adiposas ou
inflamatodrias no interior da lesdo (Weinreb et al., 2009). Baseada na morfologia dos ductos
proliferados, Yu & Donath (2001) identificaram as fases evolutivas do processo, onde nos
estdgios precoces da proliferacdo ductal, as células acinares perdem gradativamente seus
granulos secretdrios e adquirem aparéncia semelhante a do epitélio do ducto intercalado.
Estes autores denominaram esse processo de desdiferenciagdo das células acinares e

propuseram haver uma relag@o entre a atrofia do dcino e a prolifera¢do dos ductos.

A HDI distingue-se do adenoma de ducto intercalado (ADI) por ser uma
proliferacdao ductal ndo encapsulada, enquanto que o adenoma € uma lesdo nodular,

arredondada, parcialmente ou completamente encapsulada, com contornos bem definidos
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(Weinreb et al., 2009). Entretanto, ha também lesdes hibridas, as quais apresentam aspecto
de adenoma intimamente associados com dreas de hiperplasia, sugerindo ser transicionais

entre adenoma e hiperplasia (Weinreb et al., 2009).

Quanto ao perfil imuno-histoquimico, como mencionado anteriormente, as LDI
apresentam fortes semelhancas com o ducto intercalado normal, sendo que a principal
diferenca estd na positividade para proteina S-100 nas células luminares das LDI e sua
auséncia nos ductos normais (Tabela 2). Recentemente, foi descrito que o anticorpo anti-
DOG-1 identifica células acinares e luminares do ducto intercalado, tanto normais como
nas LDIs (Chenevert et al., 2012). O gene DOG-1, também conhecido como TMEM16a ou
ANOI, é um gene expresso em uma variedade de tecidos normais e tumorais, inicialmente
descrito no GIST e usado para diferenciar tumores gastrointestinais de outros tumores
mesenquimais (Caputo et al., 2008). Suas propriedades sugerem um papel importante em
células exdcrinas, tais como as da glandula salivar e tumores derivados destes tipos de

células (West et al., 2004).
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Tabela 2 — Perfil imuno-histoquimico do ducto intercalar normal, das Lesdes do Ducto Intercalado (LDI) e
dos Adenomas de Células Basais (ACB).

Anticorpos Ducto Intercalar Lesao do Ducto Adenoma de Células
normal (DIN) Intercalado (LDI) Basais (ACB)
Células ductais
CK18 + + +
KL-1 + + +
Lactoferrina ++ ++ +
Lisozima + + +
Amilase - - -
CK7 + + +
S100 - + +
receptores de + + +
estrogeno
receptores de - - -
progesterona
Células mioepiteliais
Actina de Musculo - - +
Liso
Calponina + + +
CK14 + + +
Vimentina + + +

-, negativo; +, positivo; ++, fortemente positivo.

Devido ao fato das LDIs e os ACBs mostrarem alguma sobreposi¢cdo tanto
morfolégica como de perfil imuno-histoquimico, na série de Weinreb et al. (2009), os
autores especificaram as diferencas (Tabela 3) que auxiliariam a distinguir as duas

entidades.
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Tabela 3 - Caracteristicas contrastantes de lesdes dos ductos intercalares e adenomas de células basais

Caracteristica Lesao do Ducto Intercalado Adenoma de Células
Basais
Tamanho Usualmente < Smm Usualmente > 10 mm
Padrdo / Borda Irregular ou encapsulado Usualmente circunscrito e

Presenca de células acinares

Dupla camada

Estroma com células
fusiformes

Mudanga cistica, secrecdes
luminais, cribriforme, com
material semelhante da
lamina basal

Expressdo da Citoqueratina 7
nas células luminais

Expressao dos receptores de
estrogeno e lisozima
Expressao da proteina S100

nas células luminais

Expressao da proteina S100
na camada externa

Expressao da Citoqueratina
14 na camada externa

Expressao da Calponina na
camada externa

Frequente, especialmente em
lesdes irregulares

Imperceptivel ou focalmente
visivel

Ausente

Focal, ocasionais

Difuso em 100% dos casos

Presente focalmente na
maioria, ocasionalmente
difusa

Difusa em 73% dos casos

Ausente

Presente difusamente em
células mioepiteliais

Presente difusamente em
células mioepiteliais

encapsulado

Raro

Obvia e domina lesoes

Comum

Comum

Inconsistente e desigual

Presente focalmente na
minoria e apenas em células
isoladas, na maioria

Inconsistente e desigual
quando presente

Forte nas células fusiformes
do estroma

Proeminente marcacio de
Citoqueratina 14 nas
grandes células basais na
camada externa

Inconsistente e desigual.
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3.3 CELULAS MIOEPITELIAIS

As células mioepiteliais tém sido alvo de intimeras pesquisas, uma vez que
participam também do processo neopldsico, benigno e maligno, da maioria dos tumores

envolvendo as glandulas salivares (Gudjonsson et al., 2005).

Em mama, algumas pesquisas t€ém enfatizado a importancia destas células no
comportamento das neoplasias, evidenciando o papel das células mioepiteliais como um
supressor de tumor, promovendo defesa importante contra a invasio do cancer. Esta funcao
€ baseada na capacidade da célula mioepitelial de acumular quantidades abundantes de
matriz extracelular e de secretar niveis baixos de proteases capazes de degradar a matriz e
ao mesmo tempo altos niveis de maspina e outros inibidores de proteases (Sternlicht et al.,

1996; Sternlicht, Barsky, 1997).

Estudos adicionais demonstraram que as células mioepiteliais exercem um
efeito supressor da invasdo via pardcrina através da diminuicdo da expressdo de
metaloproteinases (MMPs) por fibroblastos e células tumorais (Jones et al., 2003). Foi
também demonstrado que as células mioepiteliais de tumores benignos apresentam um
fendtipo imunossupressor distinto € uma super-expressao de genes que pertencem a classe
das proteinas da matriz extracelular e de inibidores de proteases e diminui¢do da expressao

em genes de fatores angiogénicos e proteinases (Barsky, 2003).

J4& em neoplasias de glandulas salivares € notéria a enorme variedade
histomorfoldgica e os diferentes arranjos arquitetonicos provenientes da proliferacdo das
células mioepiteliais e os seus produtos secretados na matriz extracelular, justificando as
diferentes imunomarcagdes entre os tumores envolvendo o componente mioepitelial, bem

como, quando comparado com as células normais (Araujo et al., 2000). Para detec¢cdo das
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células mioepiteliais neopldsicas, recomenda-se um painel imuno-histoquimico utilizando-
se a vimentina, a-actina de musculo liso e calponina (Aradjo et al., 2000; Furuse et al.,

2006).

De acordo com Savera & Zarbo (2004) as células mioepiteliais neopldsicas
caracterizam-se da complexa interacdo de trés caracteristicas fundamentais: a)
diferenciagdo citoldgica: as células mioepiteliais neopldsicas t€ém a capacidade de sofrer
diferenciagdo mesenquimal, resultando em células morfologicamente distintas, tais como
células basaloides, epitelioides, claras, fusiformes e plasmocitoides; b) diferentes arranjos
arquiteturais: dependente da diferenciagdo citolégica e da quantidade de matriz extracelular
produzida pode-se apresentar de varias formas, como por exemplo, mixoide, sélido,
reticular, pseudocistico e cribriforme; c) capacidade de produgdo de matriz extracelular:
todas essas varidveis citoldgicas e arquiteturais acontecem gragas ao aumento caracteristico

da producao de matriz extracelular das células mioepiteliais neopldsicas.

Assim, os tumores de origem mioepitelial apresentam matriz extracelular
heterogénea, sendo composto por componentes da membrana basal, como coldgeno tipo 1V,
laminina, entactina e heparam sulfato proteoglicano e por componentes ndo pertencentes a
membrana basal, como o sulfato de condroitina (Sternlicht et al., 1996). Além destes,
fatores de crescimento sdo secretados e assumem papel importante no crescimento,
sobrevivéncia tumoral e, eventualmente no comportamento invasivo das células
neoplésicas. Este aspecto do microambiente tumoral foi pesquisado através de estudos in
vivo e in vitro (Bissell, Radisky, 2001; Radisky et al., 2001; Tlsty, 2001, Martinez et al.,

2010).
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3.4 FATORES DE CRESCIMENTO (EGF E TGF- p1)

Os fatores de crescimento desempenham papéis importantes no controle do
crescimento, proliferacio e diferenciacio das células. Os Fatores de Crescimento
Epidermal, do inglés “Epidermal Growth Factor” (EGF), foram primeiramente descritos
por Cohen em 1961 (Cohen, 1962) e sdo proteinas regulatérias essenciais para a
sobrevivéncia celular. Normalmente, desempenham papéis importantes no controle do
crescimento, proliferacdo e diferenciacdao das células tanto de origem ectodérmica como
mesenquimal (Henson, Gibson, 2006; Jorissen et al,, 2003). Estruturalmente, o EGF
humano é uma proteina com peso molecular de 6045 kDa, formada por 53 aminodcidos

residuais (Carpenter, Cohen, 1990).

O Transforming Growth Factor -f (TGF-) é uma proteina secretada que existe
em trés isoformas chamada TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. Este fator de crescimento é parte
de uma superfamilia de proteinas conhecidas como superfamilia TGF-f, que inclui inibinas,
ativina, hormonio anti-miilleriano, proteina morfogenética 6ssea, decapentaplégico (dpp) e
VG-1. O fator de crescimento tumoral-B (TGF-B) é secretado pela maioria das células
corporais e apresenta uma gama de atividades bioldgicas. O TGF-B ¢ um regulador
multifuncional do crescimento e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento e
reparacao, influenciando a sintese de componentes da matriz extracelular, como coldgenos,
fibronectina, laminina e glicosaminoglicanas (Ignotz et al., 1987; Border, Noble, 1994).
Além disso, é um importante modulador da sintese de receptores de membrana, as
integrinas, aumentando assim a interacao célula-célula e célula-matriz (Roberts et al., 1988;
Heino et al., 1989). O TGF-B tem a capacidade de inibir o crescimento de muitos tipos

celulares, incluindo a maioria das células epiteliais e células do sistema imunoldgico. A
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perda da funcdo de inibicio do crescimento mediada pelo TGF-B contribui para o

desenvolvimento e a progressdo de uma variedade de tumores.

O TGF- B1 ¢ um regulador negativo do crescimento das células epiteliais
normais, suprime o crescimento de células tumorais nos estdgios iniciais da carcinogénese,
promove a progressdo do tumor em estdgios posteriores. Quando essas moléculas de
sinalizacdo celular se ligam a um receptor especifico, elas ativam uma série de alvos
intracelulares (Derynck et al. 2001). Por ser um polipeptideo multifuncional que participa
de uma variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos, tais como diferenciagdo,
crescimento celular, angiogénese e progressao tumoral, além de participarem ativamente na

transi¢cdo epitélio-mesenquima e contribuir para invasdo tumoral (Oyanagi et al., 2012).

3.5 MATRIZES EXTRACELULARES (MATRIGEL, FIBRONECTINA E
COLAGENO TIPO 1)

O Matrigel € uma proteina de matriz desenvolvida em laboratério que mimetiza
a membrana basal e é rica em diversos fatores de crescimento (EGF, FGF, NGF, PDGEF,
IGF-1 e TGF- B), bem como, das proteinas entactina, proteoglicanas e colageno tipo IV
(Jones et al., 2003; BD Biosciences, 2011). Além disso, o Matrigel em cultura de células é
modulador chave nas mudangas morfogenéticas e na citodiferenciacdo via pardcrina das

células mioepiteliais do adenoma pleomérfico (Freitas et al., 2008).

A Fibronectina ¢ uma classe de glicoproteinas adesivas da matriz extracelular
(Hynes, 1990) e esta envolvida em inimeras fungdes celulares incluindo adesdo e
espraiamento a outras células ou substrato (De Wever, et al., 2011), promovendo migracdo

na matriz, organiza¢do de microfilamentos no citoplasma, alteracdo na morfologia celular e
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diferenciacdo, assumindo um papel importante nos processos fisioldgicos bem como
patoldgicos (Ritzenthaler et al., 2008; Jia et al., 2010). Martinez et al. (2012) demonstraram
in vitro que a fibronectina promove adesdes focais das células mioepiteliais na matriz
extracelular, assim, esses fatores favorecem a progressao tumoral e prejudicam a func¢io das

células mioepiteliais como supressoras de tumor.

O coldgeno é uma proteina de importancia fundamental na constituicdo da
matriz extracelular do tecido conjuntivo, sendo responsdvel por grande parte de suas
propriedades fisicas. As cadeias fibrosas de cadeia tripla se enrolam uma ao redor da outra
semelhante a fios de uma corda e sdo divididos em duas categorias: colagenos fibrilares e
ndo fibrilares. O coldgeno tipo I € o mais comum e faz parte da categoria fibrilar e essas
fibras sdo com banda com periodicidade transversal de 64 nm, fornecendo resisténcia a
tracdo. Esta proteina aparece nos tenddes, na cartilagem fibrosa, no tecido conjuntivo
frouxo comum, no tecido conjuntivo denso, sempre formando fibras e feixes, porém ha
relatos na literatura que esta proteina estd também envolvida na conversio do AP em
CXAP. Aratjo et al. (2009) notaram em imuno-histoquimica o contato direto das células
tumorais com coldgeno fibrilar do tipo I, particularmente perto do fronte invasivo e em
areas invasivas em pequenos ninhos de células de CXAP. Essa associacdo poderia
depender da organizagdo das moléculas de coldgeno, sendo impedido por estruturas
poliméricas de alta ordem, dessa forma, podendo implicar o microambiente local na

transi¢do do AP pré-maligno para CXAP invasivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi aprovado no Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP sob protocolo n° 392/2011 (Anexo 1).

A) Para o primeiro objetivo do trabalho foram selecionados oito casos de LDIs e 28
casos de ACBs pertencentes do arquivo de Patologia Cirurgica do Departamento de
Anatomia Patoldgica da Universidade Estadual de Campinas — FCM/UNICAMP, coletados
no periodo de 1990 a 2012. Todas as amostras foram revistas por dois examinadores

(Albina Altemani e Victor Montalli) em colora¢do de hematoxilina e eosina.

As LDIs foram identificadas e classificadas conforme os critérios estabelecidos

por Weinreb et al. (2009) em:

1) Hiperplasia do ducto intercalado (HDI) - proliferagdo ductal compacta, ndo

encapsulada, que se misturava imperceptivelmente com o parénquima adjacente (Figuras 2a

e 2b).

2) Adenoma do ducto intercalado (ADI) - proliferacio ductal compacta,

completamente encapsulada (Figuras 2e e 2f).

Os ACBs foram diagnosticados de acordo com os critérios da Organizagdo
Mundial de Saude (Aratjo, 2005) e posteriormente subdivididos quanto a quantidade de

tabulos (estruturas ductais) em:

1) predominantemente tubulares (ACB-T) —as estruturas ductais representavam

80% ou mais da lesdo.

2) tdbulo/trabeculares e soélidos (ACB-NT) — as estruturas ductais

representavam menos de 80% da lesdo.
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Em todos os casos de LDIs e ACBs foram realizadas reac6es imuno-
histoquimicas usando os anticorpos lisozima, S100, CK7, CK14, a-AML, Calponina, P63

e DOG-1 (Tabela 4) e coloragao histoquimica usando PAS com diéstase.

Técnica de Imuno-histoquimica

Para estudo imuno-histoquimico, as colora¢des foram realizadas seguindo
protocolos previamente estabelecidos. Nos blocos selecionados de cada caso foram feitas
seccoes de 4 um de espessura, e o material colocado em laminas tratadas com solugdo de
organosilano a 4% em acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano, SIGMA c6digo A3648). A
seguir, as laminas foram colocadas em estufa a 110 °C por uma hora, antes do inicio da
reacdo. A desparafinizagdo foi feita com trés banhos de xilol e hidratagdo em dois banhos
de dlcool absoluto. Posteriormente, as laminas foram banhadas em édlcool nas concentrac¢des
decrescentes de 80% e 50% e depois lavadas em dgua corrente seguida de dgua destilada. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi feito através de trés banhos de imersdo (trés minutos
cada) em solucdo de peroxido de hidrogénio (H;0,) a 10%, a temperatura ambiente,

seguidos de lavagem em 4gua corrente e passagem por dgua destilada.

A recuperacdo antigénica foi realizada pela imersdo das ldminas em solugdo
tampao fostato (PBS), com adi¢do de solu¢ao tampao de citrato (pH 6,0) sob a¢do de calor
umido da panela a vapor T-fal (Stem Cuisine Hi-Speed 700) a 95°C por 30 minutos. Apds
esfriarem durante 15 minutos, as laminas foram lavadas em &4gua corrente e destilada,
permanecendo em PBS. Posteriormente, foi acrescentado sobre os cortes o bloqueador de
proteinas Dako (x0909) deixando-o agir por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foi realizada

a reacao antigeno-anticorpo primadrio (tabela 4) foram aplicados sobre os cortes histoldgicos
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e incubados em camara dmida por 30 minutos na estufa a 37°C. Logo apds, as laminas
permaneceram overnight (16-18 horas) em cdmara umida a 4°C. Em seguida a incubagdo,
houveram trés lavagens em PBS, por 3 minutos cada, a temperatura ambiente, para retirada

do excesso do anticorpo primdrio.

A deteccao do anticorpo primadrio foi efetuada utilizando-se o Sistema EnVision
Plus (Dako). A solucdo foi gotejada sobre os cortes histolégicos que permaneceram,
durante uma hora, em cdmara umida a 37 °C. Apds, as 1aminas foram submersas em PBS,
em temperatura ambiente. A coloracdo foi realizada utilizando o DAB (3,3-tetra-
hidrocloreto de diaminobenzidina, SIGMA, c6digo D5637) por cinco minutos a 37 °C. A
seguir, as laminas foram submetidas novamente a lavagem em 4gua corrente e passagem

por dgua destilada.

A contra-coloragdo foi realizada com hematoxilina de Harris (Merck), durante
15 segundos, na temperatura ambiente, com posteriores lavagens em &4gua corrente e
destilada. Posteriormente, a desidratacdo foi feita pela passagem das laminas em trés
banhos de alcool absoluto e de xilol. A montagem foi feita aderindo-se as laminulas sobre

os corte histoldgicos utilizando-se a resina histologica Entellan (Merck, codigo 7961).

Para cada caso, a quantidade relativa de células ductais e mioepiteliais
marcadas por cada anticorpo nas LDIs e ACBs foi avaliada usando-se a seguinte escala: a)
negativa (-): ausente ou positiva em até 5% das células; b) positiva focal (+): >5% a 50%

das células; c¢) positiva difusa (++): >50.
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Tabela 4 - Anticorpos utilizados nos testes imuno-histoquimicos, com as dilui¢des utilizadas e fornecedores.

Anticorpo Diluicao Fornecedor
Lisozima 1:8000 Dako
S100 1:500 Dako
CK7 1:100 Dako
CK14 1:1200 Labvision
a-AML 1:200 Dako
Calponina 1:50 Dako
P63 1:400 Dako
DOG-1 1:1 Abcam

B) Para o segundo objetivo em cultura de células:

As células mioepiteliais (CME) foram obtidas de adenoma pleomorfico através

da técnica do explant. Foram utilizadas linhagens de trés doadores diferentes e o fen6tipo

das células mioepiteliais in vitro foram confirmados apds a terceira passagem da sub-

cultura. A caracterizacdo destas células foi realizada através da imunofluorescéncia indireta

(Figura 1), utilizando os anticorpos primdrios descritos na tabela 5 (Miguita et al., 2010).

Tabela 5 — Painel de anticorpos utilizados para caracterizacdo da linhagem de células mioepiteliais do

adenoma pleomoérfico.

Anticorpo Titulacao Tempo de Hospedeiro Procedéncia
incubacio
Anti-calponina 1:20 2 horas Camundongo Dako*
Anti-a-actina de 1:50 1 hora Camundongo Dako*
musculo liso
Anti-vimentina 1:400 1 hora Camundongo Dako*
Anti-CK7 1:50 1 hora Camundongo Dako*

*Dako Cytomation, Glostrup, Copenhagen, Dinamarca

O anticorpo secunddrio utilizado foi anticamundongo (Vector Laboratories Inc,

Burlingame, CA, USA), na concentragdo de 1:100, por trinta minutos, seguido da

incubacdo do conjugado estreptavidina-fluoresceina (Vector Laboratories Inc.). Em

seguida, procedeu-se a montagem das laminulas sobre as laminas de vidro utilizando-se do
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meio de montagem Vectashield® com DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindole) (Vector

Laboratories Inc.).

As andlises e fotomicrografias foram realizadas com epi-iluminacdo em
microscopio de fluorescéncia Axioskop Plus (Carl Zeiss, Alemanha), usando objetivas Plan

Neofluor de 20x e 63x e abertura numérica de 1,4.

Figura 1 - Linhagem de células mioepiteliais benignas de Adenoma Pleomérfico. Imunomarcagdo para
vimentina (A), a-actina de musculo liso (B), calponina (C) e imunomarcacio fraca e ocasional
para citoqueratina 7 (D). Aumento original: A-D X400.

As CME foram cultivadas em meio Essencial Minimo Modificacdo Dulbecco
(DMEM) (Nutricell®, Campinas, SP, Brasil) suplementados com 10% de soro fetal Bovino
(Cultilab®, Campinas, SP, Brasil) e 1% de solugdo antibidtica-antimicotica (Sigma, St.

Louis, Missouri, EUA).

Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar para

manutencao da esterilidade dos materiais e das substancias utilizadas para o cultivo celular.

As células foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera imida, contendo

95% de ar atmosférico e 5% de diéxido de carbono (CO,). O meio de cultura foi trocado a
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cada 2-3 dias e a progressdo da cultura foi avaliada por microscopia de fase em culturas

crescidas sobre poliestireno (plastico).

Ap6s atingirem a subconfluéncia, as células foram enzimaticamente removidas
dos frascos de cultura, contadas em um hemocitometro (Fisher Scientific, PINTburgh, PA,

EUA) e plaqueadas na concentracio de 1,9x10* células (110 células/mm?).

Depois de 24h, o meio de cultura foi substituido por meio DMEM sem soro
fetal bovino (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) e foram acrescentados nos grupos
experimentais doses didrias dos fatores de crescimento Epidermal Growth Factor - EGF
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) nas concentragdes de 5, 10 e 20 ng/mL ou doses
de Transforming Growth Factor-p1 - TGF-B1 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) nas
concentracdes 5,10 e 20 ng/mL, para todos os experimentos descritos a seguir, nas
diferentes proteinas de matriz extracelular. As matrizes utilizadas foram matrigel
(bmg/mL), fibronectina (20ug/mL) e colageno tipo I (0,3mg/mL), de acordo com Martinez
et al. (2012) com a finalidade de formar uma estrutura tridimensional, mimetizando o
ambiente in vivo. Como controle, as células foram cultivadas sem a presenca das matrizes e

sem o acréscimo dos fatores de crescimento.

Para os experimentos descritos a seguir, o volume de cada matriz foi de 30 pl
para a morfologia, imunofendtipo e curva de crescimento e 10ul para o ensaio de

viabilidade celular (MTT).
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Morfologia e imunofenétipo celular (Imunofluorescéncia Indireta)

Para a andlise da morfologia das células mioepiteliais nos diferentes tipos de
matrizes extracelulares e/ou suplementacdo de fatores de crescimento (EGF e TGF-B1),
utilizamos a vimentina (Vim) por ser um componente do citoesqueleto e responsdvel por
manter a integridade celular. Para avaliar a diferenciacdo celular (imunofenétipo)
utilizamos a a-Actina de Miusculo Liso (a-AML), por ser um microfilamento que compde o
citoesqueleto das células mioepiteliais, tendo uma importante funcdo contratil nestas

células.

As analises morfoldgicas e do imunofenoétipo foram feitas apos 96 horas, para
que houvesse tempo da célula aderir e espraiar no seu substrato, bem como,

imunoexpressar as proteinas avaliadas no presente estudo.

As células mioepiteliais foram fixadas em metanol a -20°C por 6 minutos, €
lavadas em solucdo tampdo fosfato-salina sem calcio e sem magnésio (PBSA). Para o
bloqueio da marcacdo inespecifica, as células foram incubadas em solucdo de leite
desnatado a 1% em PBSA, por 30 minutos em temperatura ambiente. Procedeu-se a
incubacdo do anticorpo primario, durante 60 minutos em camara umida e temperatura

ambiente.

Proliferacao celular

Para este teste, as células mioepiteliais foram plaqueadas na concentragdo de
110 células por mm?* (1,8x10%/poco, em placas de 24 pocos e utilizou-se o método
automatizado Vi-Cell ™ (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA) para avaliacdo da

proliferagdo celular. Apés 24, 48 e 72 horas as culturas celulares plaqueadas sobre as
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diferentes matrizes extracelulares e nas diferentes concentracdes dos fatores de crescimento
EGF e TGF-B1 foram avaliadas. Tal metodologia foi realizada em triplicata. Para tanto, as
células foram enzimaticamente removidas com tripsina (500 uL) das placas e o precipitado
de células resultante foi ressuspenso em 500 pL. de meio DMEM, com o objetivo de parar a
atividade enzimdtica da tripsina. O volume total de cada amostra (ImL) foi retirado e
transferido para um recipiente especifico do equipamento automatizado. O equipamento
ViCell ™ (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA) realizou a andlise de cada amostra, onde
este fornecia fotografias em tempo real, bem como, se estas células se encontravam vidveis

ou ndo. Para andlise estatistica considerou-se apenas os valores das células viaveis.

Avaliacio da viabilidade celular (MTT)

As culturas celulares foram testadas quanto a viabilidade celular utilizando o
ensaio MTT ap6s 24, 48 e 72 horas, das culturas celulares plaqueadas sobre as diferentes
matrizes extracelulares e diferentes concentra¢des dos fatores de crescimento EGF e TGF-
B1l. Neste ensaio, foram utilizadas 1,8x10* células/poco, em placa de 96 pocos, incubadas
com as diferentes matrizes. Apds cada tempo experimental, acrescentou-se 10 ul da solugao
de MTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) (5 mg/mL) diluidos em meio de cultura
DMEM sem soro as culturas tratadas e estas incubadas por um periodo de 3 horas, a 37 °C.
Ap0s o periodo total de incubagdo (4 horas) foram adicionados 100 pl de solugdo 10% de

dodecil sulfato de sédio (SDS) e 4cido cloridrico 0,01 N.

Este ensaio avalia a capacidade de células metabolicamente ativas de reduzirem
o MTT, convertendo os sais amarelos de tetrazolium (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazol brometo) a cristais de formazan, de cor purpura. A intensidade da cor
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purpura reflete o grau de viabilidade celular. A quantificagdo da viabilidade celular foi
realizada em leitor de microplacas ELX800 (Biotek Instruments, Inc.) a uma densidade

Optica de 590 nm.
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5. RESULTADOS

Achados clinico-patologicos

A) Os resultados do primeiro objetivo (LDI e ACBs) sao:

respectivamente.

Tabela 6 - Aspectos clinico-patoldgicos das LDIs.

Os achados clinico-patoldgicos das LDIs e ACBs estdo nas Tabelas 2 e 3,

Caso Lesao Classificacao Sexo Idade Local Tamanho Doenca original

1 LDI HDI M 88  Parétida 1 mm Melanoma

2 LDI HDI F 56 Pardtida 3mm denocarcinoma

metastatico

3 LDI HDI M 35  Pardtida 1 mm AP

4 LDI HDI F 40  Pardtida 2 mm ACB

5 LDI HDI Multifocal F 37 Parétida 2 mm AP

6 LDI HDI & ADI F N/D  Parétida 4 mm ACB

7 LDI ADI F 19  Pardétida 3 mm Prépria lesdo

8 LDI ADI M 50  Parétida 3 mm Prépria lesdo
Média HDI (75%); ADI (25%). F(62,5%) 46,4  Parotida 2,4 mm

g M(37,5%) g g

LDI indica Lesdo do Ducto Intercalado; HDI, Hiperplasia do Ducto Intercalado; ADI, Adenoma do
Ducto Intercalado; AP, Adenoma pleomorfico; ACB, Adenoma de Células Basais; N/D, ndo disponivel.
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Tabela 7 - Aspectos clinico-patoldgicos dos ACBs.

Casos  Classificacio Sexo Idade Local Tamanho
1 ACB-T (100%) N/D N/D  Parétida 9 mm
2 ACB-T (90%) N/D Parétida 6 mm
3 ACB-T (90%) F 61 Parétida 13 mm
4 ACB-T (90%) M 55 Parétida 30 mm
5 ACB-T (90%) F 71 Parétida 20 mm
6 ACB-T (90%) N/D N/D  Parétida 10 mm
7 ACB-T (80%) F 37 Parétida 13 mm
8 ACB-T (80%) F 41 Parétida 15 mm
9 ACB-T (80%) F 57 Parétida 13 mm
10 ACB-NT F 53 Parétida 25 mm
11 ACB-NT M 36 Parétida 17 mm
12 ACB-NT F 71 Parétida 11 mm
13 ACB-NT N/D N/D  Parétida 14 mm
14 ACB-NT F 78 Parotida 20 mm
15 ACB-NT F 70 N/D 30 mm
16 ACB-NT N/D N/D  Parétida 17 mm
17 ACB-NT N/D N/D  Parétida 15 mm
18 ACB-NT F 53 Parétida 23 mm
19 ACB-NT F 55 Parétida 17 mm
20 ACB-NT N/D N/D N/D 5 mm
21 ACB-NT M 63 Parotida 30 mm
22 ACB-NT N/D N/D  Parétida 10 mm
23 ACB-NT M 77 Parotida 20 mm
24 ACB-NT M 65 Parotida 10 mm
25 ACB-NT F 40 Parétida 10 mm
26 ACB-NT M 57 N/D 17 mm
27 ACB-NT N/D 96 Parotida 20 mm
28 ACB-NT N/D N/D  Parétida 19 mm

Meédia F (44,4%) M (22,2%) 60 Parotida 16,39 mm

ACB-T indica Adenoma de células basais com predominincia tubular; ACB-NT, Adenoma

de Células Basais tiibulo/trabeculares e s6lidos; N/D, ndo disponivel.
As LDIs predominaram em mulheres (62,5%), a idade dos pacientes variou de
19 a 88 anos (média 46,4 anos), o tamanho médio das lesdes foi 2,4mm (variou de 1 a 4
mm) e todas foram encontradas na parétida. As LDIs formavam lesdes nodulares inicas em
todos os casos, exceto em um (caso 6), onde foram observados multiplos nddulos
hiperplésicos e adenomatosos (Figura 2). Na presente série, os tumores de glandula salivar
associados as LDIs foram o ACB (dois casos) e o adenoma pleomoérfico (dois casos). Em

apenas dois casos, a LDI foi o motivo principal da remogdo cirtirgica da pardtida e em
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ambos a lesdo foi classificada como adenoma. Nestes dois casos, a historia clinica era de

um nédulo pequeno de longa duracgio.

Morfologicamente, dos oito casos de LDIs, seis apresentavam caracteristicas de
hiperplasia (Figura 3a, b, c, d) e trés de adenoma (Figura 3e, f) (em um caso, nédulos
hiperplésicos e adenomas coexistiam). Em todos os casos, a LDI tendia a expandir o 16bulo
da glandula salivar e ndo continha células adiposas ou inflamatdrias no interior da lesdo. Os
ductos proliferados apresentavam padrdo de crescimento compacto, com muito pouco
estroma entre eles, exceto em dois casos, onde estavam separados por moderada quantidade

de material hialinizado (Figura 2c, d).
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Figura 2 - Caso 6. A. Miiltiplas
hiperplasicos (HDI) (400X); E. Maior aumento da ADI ilustrada em B; F, G, H. ACB-T: Notar
que as estruturas ductais estdo separadas por moderada quantidade de células fusiformes, em
contraste com a figura E (ADI), onde os tibulos estdo justapostos (400X).
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Figura 3 - LDIs e seus diferentes aspectos. Observa-se proliferacdo ductal compacta nas LDIs; A e B.
Hiperplasia do ducto intercalado. Nota-se uma continuidade com o parénquima adjacente; C e D.
Hiperplasia do ducto intercalado com intensa deposi¢do de matriz hialinizada e; E e F. Adenoma
do ducto intercalado. Cépsula fibrosa circundando a proliferacdo ductal (aumentos de 100X e
400X, respectivamente).

Os ACBs afetaram predominantemente as mulheres (relacdo 2/1), a idade
média dos pacientes variou de 36 a 96 anos (média 60 anos), o tamanho médio da lesdo foi

16,39mm e todos ocorreram na pardtida. Os ACB-Ts (9 casos) apresentaram médias
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menores que aquelas dos ACB-NTs (19 casos) tanto em relacdo a idade dos pacientes
quanto ao tamanhos das lesdes: a) idade: 53,6 versus 62,6 anos, b) tamanho: 15,3 versus
19,3mm. Entretanto, as diferengas estatisticas ndo foram significantes em relacdo a idade
(p= 0,4688) (Grafico 1). Quanto ao tamanho das LDIs e ACBs, notou-se diferenca
estatistica no grupo LDI e ACB-T (p<0,001) e o grupo LDI e ACB-NT (p<0,001). Nao
foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos ACB-T e ACB-NT (p>0,05)
(Gréfico 2). O teste estatistico realizado foi ANOVA one-way, seguido do pos-teste de

Tukey.
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Grifico 1 - Idade (médiatdesvio padriao) dos casos de LDI, ACB-T e ACB-NT. ANOVA one-way, seguido
do poés-teste de Tukey. (p>0,05).
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Griéfico 2 - Tamanho em mm (médiatdesvio padrdo) dos casos de LDI, ACB-T e ACB-NT. (“+"=p<0,05)
ANOVA one-way, seguido do pds-teste de Tukey.
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Morfologicamente, nos ACB-Ts, uma propor¢do varidvel das estruturas ductais
apresentava aspecto muito semelhante ao dos ductos proliferados das LDIs, particularmente
quanto as células ductais (comparar Figuras 3b e 4b). Em ambos (LDIs e ACB-Ts) as
células ductais mostravam citoplasma amplo, claro, frequentemente com pequena
quantidade de granulos eosinéfilos na sua por¢ado apical. A principal diferenca entre LDIs e
ACB-Ts foi em relagdo a camada mioepitelial. Esta era geralmente pouco perceptivel nas

LDIs, enquanto que nos ACB-Ts havia mais de uma camada mioepitelial.

Nos ACB-NTs, as estruturas ductais com morfologia semelhante a do ducto
intercalado eram ocasionais e, ndo raro, estavam localizadas na por¢do tumoral mais
superficial (proxima a cdpsula). Neste subtipo de ACB, a maioria dos tubulos fazia parte
das estruturas tubulo-trabeculares, onde, caracteristicamente, as células mioepiteliais/
basais estdo dispostas em palicada na periferia dos corddes e ilhotas tumorais (Figuras 4g,
h). Tanto nos ACB-Ts como nos ACB-NTs uma membrana basal PAS positiva, de

espessura varidvel, delimitava os agrupamentos tumorais do estroma (Figuras 6d, g, j).
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Figura 4 - ACB-T, caso 5 (A B, C, D, E) e ACB-NT (F). No mesmo tumor podem-se notar trés tipos de dreas:
a) LDI-simile (B,C), b) tipicas do ACB-T (C, D) e ¢) ACB-NT-simile (comparar com as figuras G,
H). As areas tipicas do ACB-T (D, E) s@o as predominantes e nelas as estruturas tubulares, que sdo
semelhantes as das LDIs (comparar com as figuras B, C), estdo separadas por células fusocelulares
mioepiteliais. ACB-NT, caso 28 (F) notar as estruturas tubulo-trabeculares e a disposi¢cdo em
palicada das células mioepiteliais/ basais na periferia dos agrupamentos celulares. (100X e 400X,

respectivamente).
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Achados Histoquimicos e Imuno-histoquimicos

O perfil imuno-histoquimico das células ductais luminares e mioepiteliais do
ducto intercalado normal (controle) foi verificado no: a) parénquima salivar normal
adjacente aos tumores e b) em sete glandulas pardtidas e uma submandibular,
cirurgicamente removidas por outros motivos que ndo neoplasia salivar. No ducto
intercalado controle, as células ductais luminares foram difusamente positivas para lisozima
(Figura 5b), para CK7 e na por¢do apical para DOG-1 (Figura 5g,h). Além do ducto
intercalado, as células do ducto estriado também apresentaram-se positivas para CK7
(Figura 5d). As células mioepiteliais eram S100, CK14 e a-AML positivas (Figura Sc, e, f).
Nao se observou positividade para proteina S-100 nas células ductais luminares. Na
coloragdo pelo PAS (Figura 5a), estas células apresentavam pequena quantidade de

granulos positivos na sua porcao apical (Figura 5a, detalhe).

A Tabela 4 mostra os achados histoquimicos e imuno-histoquimicos nas LDIs,
ACB-Ts e ACB-NTSs. Nos casos 3 e 6 das LDIs e nos casos 11, 17, 20, 26, 27 e 28 dos
ACBs ndo foram realizados exames imuno-histoquimicos, por falta de disponibilidade de

blocos.
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Figura 5 - Aspecto histoquimico e imuno-histoquimicos das glandulas salivares normais. A. PAS, Presenca de
granulos PAS positivos na por¢do apical das células ductais (seta no detalhe). B. Lisozima.
Marcacdo difusa nas células luminares do ducto intercalado; D. CK7, Forte expressdo para as
células luminares do ducto intercalado e do ducto estriado; G, H. DOG-1, Marcagdo positiva na
porcao apical das células acinares e nas células luminares do ducto intercalado (seta na figura H)C,
E, F mostram positividade nas células mioepiteliais para S-100 (C), CK14 (seta) (E) e a-AML

).
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Tabela 8 - Achados histoquimicos e imuno-histoquimicos das LDIs e ACBs.

PAS DOG-1 Lisozima S100 CK7 CK 14 a-AML Calp P63
No. D M D M D M D M D M D M D M D M D M
1 LDI + - ++ - - - + - ++ - + ++ - ++ - ++ - ++
2 LDI ++ - ++ - ++ - ++ + ++ - - ++ - ++ - + - ++
4 LDI ++ - ++ - ++ - ++ + ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
5LDI ++ - N/R N/R ++ - ++ + ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
7 LDI ++ - N/R N/R NR NR ++ ++  ++ - N/R  N/R - ++ - + - ++
8 LDI + - ++ - ++ - ++ + ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
1 ACB-T ++ - ++ ++ ++ - ++ - ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
2 ACB-T ++ - ++ - ++ - ++ - ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
3 ACB-T ++ - + ++ + - ++ - ++ - + ++ - ++ - ++ - ++
4 ACB-T ++ - + - + - ++ - ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
5 ACB-T ++ - + ++ - - ++ - ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
6 ACB-T ++ - N/R  N/R + - ++ - ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
7 ACB-T ++ - ++  ++ ++ - + - ++ - + ++ - + - + - ++
8 ACB-T ++ - ++ + + - ++ - ++ - - ++ - ++ - ++ - ++
9 ACB-T ++ - + ++ ++ - ++ - ++ - + + - ++ - ++ - ++
10 ACB-NT + - ++  ++ + - + + ++ - + + - + - N/R - ++
12 ACB-NT - - N/R  N/R - - + + ++ - ++ + - + N/R N/R - ++
13 ACB-NT - - ++ - - - ++ - ++ - ++ - - + - ++ - ++
14 ACB-NT - - + ++ - - - + ++ - ++ + - + - ++ - ++
15 ACB-NT + - - ++ + - + - ++ - + + - + - ++ - ++
16 ACB-NT + - - ++ + - + + - ++ - - + - ++ - ++
18 ACB-NT + - N/R  N/R + - + ++ 4+ - ++ + - + - ++ - ++
19 ACB-NT - - N/R  N/R - - + - ++ - ++  ++ - + N/R NR - ++
21 ACB-NT - - - ++ - - + ++ ++ - + + - + - + - ++
22 ACB-NT - - - ++ - - + ++  ++ - ++  ++ - + - ++ - ++
23 ACB-NT + - - ++ - - + ++ 4+ - ++  ++ - + - ++ - ++
24 ACB-NT + - - + + - - - ++ - ++  ++ - + - ++ - ++
25 ACB-NT + - + ++ + - + ++ 4+ - ++ + - ++ - ++

LDI indica Lesdo do Ducto Intercalado; HDI, Hiperplasia; ADI, Adenoma; ACB, Adenoma de Células Basais; ACB-T , predominantemente
tubulares; ACB-NT, tibulo/trabeculares e sélidos; D indica Células Ductais; M, Células mioepiteliais; Imuno-expressdo para cada anticorpo foi
avaliada separadamente de acordo com os tipos celulares dos tumores: - (0% a 5% de células), + (>5 a 50% de células), ++ (>50% de células).
N/R, nio realizado.



Figura 6 - PAS com diastase. LDI: Notam-se granulos PAS positivos na porgdo apical das células ductais
(A), ACB-T: A quantidade de granulos PAS positivos nas células ductais é semelhante a da LDI
(comparar com A) C. ACB-NT com diminutos focos (entre setas) semelhantes as LDIs (B) e
ACB-NT: Notar que apenas a membrana basal € positiva para PAS (C).
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Figura 7 - LDI: Expressdo difusa de Lisozima (A), S100 (D), DOG-1 (expressao apical, G) e CK7 (J). ACB-
T: células luminais positivas para Lisozima (B), S100 (E), DOG-1 (expressdo apical, H) e CK7
(K). ACB-NT: Células luminais negativas para lisozima (C), células fusiformes positivas para

S100 (F), células mioepiteliais positivas para DOG-1 (I) e células luminais positivas para CK7
L).
O perfil imuno-histoquimico das células luminares das estruturas ductais das
LDIs e ACB-Ts mostrou marcada semelhanca, reforcando a impressdao de similaridade ja
observada na andlise morfolégica. Em ambos (LDIs e ACB-Ts), as células ductais

apresentavam granulos PAS positivos na sua por¢do apical e expressoes frequentes e

geralmente extensas (>50% das células), de DOG-1, de lisozima e proteina S-100 (Tabela
9).
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Tabela 9 - Expressoes de PAS, Lisozima, Proteina S-100 e CK14 nos casos de LDI, ACB-T e ACB-NT.

DOG-1 Lisozima S100 CK14
Cases D M D M D M D

+% >50% +% >50% +% >50% +% >50% +% >50% +% >50% +% >50% +% >50%

LDI 0/4 4/4 0 0/4 0/5 4/5 0/6 0/9 1/6 5/6 4/6 1/6 1/5 0/5 0/5 5/5
(6 casos) 0) (100) ) 0) 0) (80,0) 0) 0) (16,6) (83,3) (66,6) (16,6) (20,0 0) 0) (100)

ACB-T 4/8 4/8 1/8 5/8 4/9 4/9 0/9 0/9 1/9 8/9 009 (0) 0/9 3/9 0/9 1/9 8/9
(9 casos) (50) (50) (12,5) (62,5 (444 (444 0) 0) (11,1)  (88.,8) 0) (33,3) 0) (11,1) (88,8)

ACB-NT 2/10 2/10 1/10 8/10 6/13 0/13 0/13 0/13 10/13 1/13 4/13 5/13 3/13 10/13 6/13 5/13
(13 casos) (20) (20) (10) (80) (46,1) 0) 0) 0) (76,9) (7,6) (30,7) (38,4 (23) (76,9) (46,1) (38,4)

LDI indica Lesdao do Ducto Intercalado, ACB-T , Adenoma de Células Basais predominantemente tubulares; ACB-NT, predominantemente
tdbulo/trabeculares e sélidos; D indica Células Ductais; M, Células mioepiteliais; Imuno-expressao para cada anticorpo foi avaliada separadamente

de acordo com os tipos celulares dos tumores: - (0% a 5% de células), + (>5 a 50% de células), ++ (>50% de células).
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8 — LDI: Apenas as células mioepiteliais, que formam uma camada celular circundando as células
ductais, sdo positivas para CK14 (A), AML (D) e p63 (G). ACB-T: CK14. (B), AML (E) e p63
(H) destacam uma maior quantidade de células mioepiteliais que circundam as células luminais.
ACB-NT: Observar expressdo de CK14 nas células ductais e mioepiteliais (C) ; AML (F) e p63
(I) sdo expressas nas células periféricas em paligada das estruturas tibulo-trabeculares.

L

Contrastando com as LDIs e ACB-Ts, nos ACB-NT as células ductais
luminares apresentavam um padrdo muito focal de positividade para lisozima e proteina S-
100 e DOG-1, isto é, uma minoria de tdbulos era positiva para esses marcadores e
continham granulos PAS positivos (Tabela 8) (Figura 6¢). Outro marcador que apresentou
expressdo acentuadamente distinta nas LDIs e ACB-Ts quando comparadas com os ACB-
NTs foi a citoqueratina 14. Nas LDIs e ACB-Ts, as células ductais foram ocasionalmente
positivas para essa citoqueratina, que era expressa quase que exclusivamente nas células

mioepitelais (Figuras 8b, e). Em contraste, nos ACB-NTs, além das células mioepiteliais, as
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células ductais dos tibulos expressavam CK14 em todos os casos e de modo difuso (> 50%
das células) na maioria deles (Figuras 8c) (Tabela 9). A CK7 nao distinguiu LDIs, ACB-Ts
e ACB-NTs. Esta citoqueratina foi positiva e com padrio difuso nas células ductais
luminares dos tibulos, independentemente da classificagdo histolégica do tumor como LDI

ou ACB, em todos os casos (Figuras 7j, k, 1).

Em relagdo as células mioepitelais, as expressdes de a-AML (Figuras 8d, e, f),
P63, (Figuras 8g, h, 1) foram semelhantes nas LDIs, ACB-Ts e ACB-NTs. Estes marcadores

foram fortemente positivos nas células mioepiteliais em todos 0s casos.

B) Os resultados do segundo objetivo (em cultura de células) sio: Morfologia e

imunofendtipo Celular (Imunofluorescéncia Indireta)

Primeiramente avaliamos o comportamento das células mioepiteliais nas
diferentes matrizes sem a influéncia dos fatores de crescimento. Os resultados
demonstraram que as células mioepiteliais apresentam in vitro morfologia estrelada e
poliédrica, independentemente do tipo de matriz (Figura 9). A expressdo de vimentina foi
homogénea em todas as células mioepiteliais € em todos os grupos. Ja a expressdo de a-
Actina de Misculo Liso manteve-se heterogénea em todas as matrizes estudadas. Apenas
algumas células expressavam essa proteina no citoplasma. As células mioepiteliais foram
cultivadas sem matrizes e sem fatores de crescimento (Figuras 9a e b) e nas matrizes

matrigel (Figura 9 c e d), fibronectina (Figura 9e e f) e colageno tipo I (Figura 9¢g e h).
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Vim o-AML

Figura 9 - Imunofluorescéncia indireta. Aspectos morfologicos (Anti-Vim) A, C, E, G e imunofenotipicos
(Anti-a-AML) B, D, F, H das células mioepiteliais cultivadas em diferentes substratos e sem fatores
de crescimento: vidro (controle) (A, B); Matrigel (C, D); Fibronectina (E, F); e Coldgeno tipo I (G e
H). Anti-vimentina (verde) e anti a-AML e marcacdo para DNA (DAPI, azul). Notar que as células
mioepiteliais expressaram de maneira uniforme a expressdo de Vimentina ¢ mantiveram o mesmo
padrdo morfolégico e imunofenotipico, independente do tipo de matriz. Em todos os grupos
estudados a expressdo de a-AML foi de forma heterogénea. Aumento original: 400x.

Quando cultivadas em diferentes substratos e com o fator de crescimento EGF,
apenas as células mioepiteliais do grupo sem matriz mudaram seu padrao poliédrico para
morfologia fusiforme, a partir da concentragdo de 20 ng/mL (Figura 10 b). A
imunoexpressdo de anti- a-AML manteve-se heterogénea em todos os grupos estudados

(Figura 10 ¢, f, 1, 1).
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Figura 10 - Imunofluorescéncia indireta. Aspectos morfoldgicos e imunofenotipicos das células mioepiteliais
cultivadas em diferentes substratos: vidro (controle) (A), matrigel (D), fibronectina (G) e
colageno tipo I (J) e com a adicdo do EGF (20 ng/mL) (B, E, H, K). Anti-vimentina (verde) e
anti a-AML (C, F, I, L) e marcacdo para DNA (DAPI, azul). Notar que no grupo vidro
(controle) e EGF as células mioepiteliais modificaram sua morfologia, tornando-se mais

fusiformes. Em todos os grupos estudados a a-AML expressou de forma heterogénea. Aumento
original: 400x.

Em relacio ao fator de crescimento TGF- B1, as células mioepiteliais
expressaram anti a-AML de forma mais homogénea em comparacdo aos outros grupos

(controle e EGF), a partir da concentracdo de 5 ng/mL, independente do tipo de matriz

(Figura4C, F, 1, L).
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Figura 11 - Imunofluorescéncia indireta. Aspectos morfolégicos e imunofenotipicos das células mioepiteliais
cultivadas em diferentes substratos: vidro (controle) (A), matrigel (D), fibronectina (G) e
coldgeno tipo I (J) e com a adicdo do TGF- Bl (20 ng/mL) (B, E, H, K). Anti-vimentina
(verde) e anti a-AML (C, F, I, L) e marcacdo para DNA (DAPI, azul). Notar que em todos os
grupos, as células mioepiteliais expressaram anti a-AML de forma mais homogénea em
comparagdo aos outros grupos (controle e EGF). Aumento original: 400x.

Proliferacio celular

Os resultados das células mioepiteliais de trés doadores foram realizados em
triplicata e a média e desvio padrdao de cada triplicata foi submetida a analise estatistica
usando o método two-way ANOVA, com nivel de significincia 5% e analisados com o

software GraphPad Prism 5.0.

61



Primeiramente, quando analisados os dados entre o grupo controle
(poliestireno) e as diferentes matrizes, as células mioepiteliais apresentaram 0 mesmo
padrdao de proliferacdo, ndo apresentando diferenca estatisticamente significante entre os

tipos de matrizes estudadas (p>0,05) (Gréfico 3).
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Grifico 3 - Média+DP da triplicata dos grupos nos tempos de 24, 48 e 72h. Os resultados ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e as matrizes estudadas (Matrigel,
Fibronectina e Coldgeno tipo I) (p>0,05). ANOVA rwo way seguido de Bonferroni.

Quanto ao acréscimo de diferentes doses de EGF e TGF- B1, analisamos se a
dose influenciaria na proliferacio das células mioepiteliais. Entretanto, apesar de se
observar aumento de proliferacdo com ambos os fatores de crescimento (EGF e TGF- 1), a

diferenca estatistica ndo foi significante (p>0,05) (Gréfico 4A e B).

62



A 6- —®— Poliestireno (Controle)
64 —m— Poliestireno (Controle) —&— TGF-B1 5 ng/mL
—4— EGF 5ng/mL 5| —¥— TGF-B1 10 ng/mL
54 —¥—EGF 10ng/mL —— TGF-B1 20 ng/mL-
—— EGF 20ng/mL G
D 4- o 47
= =
o 3 8 31
% >
8 2 82
14 La
0 T T T 0 T T I
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Horas Horas

Grifico 4 - Curva de crescimento das células mioepiteliais nos tempos avaliados: 24, 48 e 72h A) EGF: 5, 10

e 20 ng/mL; B) TGF- Bl: : 5, 10 e 20 ng/mL. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes (p>0,05). ANOVA two-way, seguido de Bonferroni.

Para analisar o microambiente in vitro (célula + Matriz extracelular + fator de
crescimento) os dados apresentados sdo das concentracOes mais altas: 20 ng/mL para EGF e
20 ng/mL para TGF- 1. Nota-se aumento da quantidade de células mioepiteliais apds 72h,
com diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre o grupo controle (poliestireno
sem fator de crescimento) e a matriz Matrigel com EGF (Figura 5a). Também foi observada
tendéncia a maior proliferagdo com o acréscimo de TGF- Bl, porém, sem diferenca

estatistica (p>0,05) (Gréfico 5b).
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Gréfico 5 - Curva de crescimento das células mioepiteliais cultivadas em poliestireno (controle) e nas matrizes
Matrigel, Fibronectina e Coldgeno tipo I com o acréscimo de EGF - 20 ng/mL (A) e TGF- 1 20
ng/mL nos tempos avaliados: 24, 48 e 72h. (*)Diferenca estatistica significante (p<0,05) no

tempo de 72h entre o grupo controle e Matrigel com o fator de crescimento EGF. ANOVA two-
way, seguido de Bonferroni.

a) Viabilidade celular (MTT)

Utilizando o ensaio MTT nos tempos 24, 48 e 72 horas, as culturas celulares
foram plaqueadas sobre as diferentes condi¢des estudadas. Foram realizadas com as trés
linhagens, cinco repeticdes de cada amostra, onde foram calculadas a média e desvio
padrdo de cada grupo e os resultados foram submetidos a andlise estatistica usando o teste
estatistico ANOVA two-way, seguido do pos-teste de Bonferroni, com nivel de
significancia 5%.

As células mioepiteliais apresentaram-se vidveis € com comportamento
semelhante quando analisadas entre o grupo controle (poliestireno) e as diferentes matrizes,

nao apresentando diferenca estatisticamente significante entre elas (p>0,05) (Gréfico 6).
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Grifico 6 - Viabilidade celular com o teste MTT nos tempos de 24, 48 e 72h. Os resultados ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e as matrizes estudadas (Matrigel,
Colégeno tipo I e Fibronectina) (p>0,05). ANOVA two way seguido de Bonferroni.

As diferentes concentracdes dos fatores de crescimento estudados ndo

demonstraram diferenca estatisticamente significante (p>0,05) quando comparadas com o

grupo controle na superficie de poliestireno (Grafico 7a e b).

—&— Poliestireno (Controle)
—&— TGF-B1 5ng/mL
—¥— TGF-B1 10 ng/mL
—— TGF-B1 20ng/mL

A B
0.20+
0.204 —=— Ppoliestireno (Controle)
—&— EGF 5ng/mL
—¥— EGF 10ng/mL 0.15-
0.151 —— EGF 20ng/mL T
c
(=)
- I/ 8 0.10~
@]
(m]
0.05- 0.05+
0.00 T T T 0.00
0 24 48 72 0
Horas

24 48 72
Horas

Gréfico 7 — Viabilidade celular com o teste MTT nos tempos avaliados: 24, 48 e 72h A) EGF: 5, 10 e 20

ng/mL; B) TGF- B1: 5, 10 e 20ng/mL. Nao

foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos, nos diferentes tempos estudados (p>0,05) ANOVA two-way, seguido de Bonferroni.
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matrizes com o acréscimo dos fatores de crescimento EGF e TGF- B1, as células
mioepiteliais exibiram aumento da viabilidade celular, com diferenca estatisticamente
significante (p<0,05) (Gréfico 8 A). As células cultivadas no Matrigel e com adi¢do de EGF

apresentaram diferenca no tempo de 96h. Quanto ao TGF- 1, tal diferenga na viabilidade

Porém, quando analisados os resultados pelo método do MTT nas diferentes

foi observada entre o grupo controle e a fibronectina apds 72h de cultivo (Gréfico 8 B).
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Gréfico 8§ — Viabilidade celular com o teste MTT das células mioepiteliais cultivadas em polietireno

(controle) e nas matrizes Matrigel, Fibronectina e Coldgeno tipo I com o acréscimo de EGF -
20 ng/mL (A) e TGF- Bl 20 ng/mL nos tempos avaliados: 24, 48 e 72h. (*) Diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) no tempo de 72h entre o grupo controle e Matrigel; No
grupo TGF- Bl foi observada diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e
Fibronectina (p<0,05). ANOVA two-way, seguido de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

A — Adenomas de células basais

No presente estudo mostramos que os ACB-Ts apresentavam d&reas bem
definidas (20-70% do tumor) com caracteristicas morfoldgicas e imunofenotipicas
semelhantes as das LDIs. Em contraste, no grupo dos ACB-NT essas areas LDI-like eram
raras e pequenas. Como a nossa série de ACBs-NT englobou as variantes mais comuns dos
ACBs (tibulo-trabecular , trabecular e sélido) esse achado era esperado, visto que os
tumores deste grupo apresentam as caracteristicas habituais dos ACBs, que sdo distintas das
LDIs (Weinreb et al., 2009). No entanto, em relacio aos ACBs-T mostramos que a
principal diferenga entre eles e as LDIs (particularmente a sua variante adenoma-/ike) foi a
quantidade de células mioepiteliais que circundavam as células luminais dos ductos. Nos
ACBs-T, as areas LDI-like eram compostas por tibulos envoltos por uma camada de
células mioepiteliais, os quais se misturavam gradualmente com aqueles que continham
mais de uma camada de tal célula. Nas LDIs, a lesdo era homogénea, isto €, totalmente
formada por ductos revestidos externamente por apenas uma fina camada de células
mioepiteliais.

Em relag@o ao perfil imunofenotipico das células luminais dos ACBs, nos casos
de ACB-T este foi semelhante ao da LDI e marcadamente diferente nos ACB-NT. As
células luminais de todas as LDIs, ACB-Ts e ACB-NTs foram positivas para CK7, que é
uma citoqueratina encontrada em células luminais dos segmentos intralobulares normais da
glandula salivar (Draeger et al., 1991). No entanto, a positividade difusa de células luminais
por lisozima e DOGI1 (expressao membranosa apical), que sdo marcadores do segmento do

ducto intercalado (Martinez-Madrigal; Micheau, 1989; Miyazaki et al., 2001; Chénevert et
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al., 2012) foi observada predominantemente nos casos de LDI e ACB-T. Em contraste, na
variante ACB-NT, a reatividade das células luminais para tais marcadores era escassa.
Nestes tumores, as células luminais eram positivas para CK14, geralmente com um padrao
de expressdo difusa. Interessantemente, em glandula salivar normal, a proteina CK14 ¢
expressa em células basais/mioepiteliais, ao passo que nos tumores salivares a expressao de
CK14 tem sido relatada principalmente nas células luminares (Aradjo et al., 2000).
Inclusive, em ACB sélido, que é uma variante do ACB-NT, CK14 foi reportada estar
presente em células luminais, o que corrobora com nossos achados (Machado de Souza et
al., 2001). Na epiderme, CK14 ¢é produzida por células imaturas basais em proliferacao,
sendo que nas camadas mais externas, que sdo compostas por células em diferenciacdao
terminal, CK14 deixa de ser expressa (Fuchs; Cleveland, 1998). Fazendo um paralelo entre
esse comportamento da expressdo de CK14 na epiderme e os nossos achados em ACBs-
NT, é provavel que a positividade para CK14 nas células luminais de ACBs-NT possa ser
devido ao seu fendtipo menos maduro. Considerados em conjunto, os nossos resultados
sugerem que as células luminais dos ACBs apresentam um perfil imuno-histoquimico que
reflete os varios estdgios de diferenciagdo do tumor. Os ACB-NT seriam os tumores menos
diferenciados, visto que suas células luminais ductais exibem um fendtipo basal-like (CK14
+). Os ACBs-T seriam as lesdes mais diferenciadas, pois como nas LDIs, as células
luminais dos ACBs-T recapitulam o imunofenétipo dos ductos intercalares normais (CK7
+, lisozima + e DOG1 +).

Em relacdo ao perfil imunofenotipico das células mioepiteliais, usando
calponina, AML, CK14 e p63 como marcadores, mostramos que as células mioepiteliais
das LDIs e ACBs-T preenchiam os critérios imunofenotipicos de uma célula mioepitelial

classica. Calponina, AML, CK14 e p63 sdo expressos em células mioepiteliais normais e na
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nossa série de LDIs e ACB-T eles estavam fortemente expressos nestas células. Estes
marcadores destacaram que a quantidade de células basais/mioepiteliais envolvendo as
luminais era maior no ACB-T do que nas LDIs. No grupo ACB-NT, os nossos achados em
relacdo as células basais/mioepiteliais foram semelhantes aos relatados na literatura para
este componente do ACB (Zarbo et al., 2000; Edwards et al., 2004). Nos ACBs-NT, os
marcadores CK14, calponina, AML e p63 estavam predominantemente expressos ha por¢ao
periférica dos ninhos e trabéculas tumorais. Além disso, pela primeira vez na literatura, foi
demonstrada a expressdo de DOG1 em células basais/mioepiteliais nos ACB. Apenas as
células mioepiteliais salivares neopldsicas (transformadas) t€ém sido reportadas
apresentarem expressdo de DOGI1 (Chénevert et al., 2012). Como esperado, as células
basais/mioepiteliais da maioria dos nossos casos de ACBs-T e ACB-NT expressaram
DOGI1. No entanto, em nossa série de LDIs, essas células foram raramente positivas para
DOGI. E provével que a expressido de DOGI nas células mioepiteliais das LDIs possa ser
um fendmeno heterogéneo, visto que Chénevert e colaboradores (2012) relataram ter
detectado esta proteina em algumas LDIs (duas de quatro lesdes), enquanto que em nossa
série de LDIs tal expressio ndo foi observada. E tentadora a hipétese de que o
imunofendtipo das células mioepiteliais poderia mudar gradualmente durante a progressao
de LDI para ACB (lesdao neopldsica). Consequentemente, o fenétipo transformado seria
visto na maioria dos ACBs, mas apenas em algumas LDIs.

Quanto a hipétese de que o ACB pode surgir através da LDI, os achados em um
dos nossos casos a apoiam. Neste caso, a glandula parétida abrigava multiplas LDIs (de
hiperpldsica a adenoma-/ike), ACBs-T e lesdes com caracteristicas combinadas de ambos.
Interessantemente, 0 ACB membranoso tem sido descrito coexistindo com proliferacdes

multifocais de ductos salivares e microadenomas, permitindo que Herbst & Utz (1984) e
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Yu et al. (1998) tragassem a evolucdo destas lesdes para ACB membranoso. Nesses
estudos, os dois microadenomas e pequenos ndédulos de proliferacio ductais ja exibiam
caracteristicas de ACBs membranosos, ou seja, amplas membranas basais e ninhos
epiteliais s6lidos com células periféricas em palicada. Como as caracteristicas morfolégicas
das LDIs (definido por Weinreb et al. 2009 e adotado aqui) diferem daquelas observadas
em ACBs membranosos, € razodvel acreditar que o perfil da lesdo precursora ja estd
comprometido com a variante do ACB. Além disso, as LDIs parecem ter um amplo
espectro de transformacdo, incluindo a progressao para lesdes malignas. Além de ACB, as
LDIs parecem ser lesdes precursoras de alguns carcinomas epiteliais-mioepiteliais (Di
Palma, 1994; Chetty, 2000). Como o adenocarcinoma de células basais é a contraparte
maligna dos ACBs, seria interessante investigar, no futuro, se o adenocarcinoma de células
basais com arquitetura tubular tem também relacdo com as LDIs.

Em conclusdo, as LDI, ACB-T e ACB-NT formam um continuum de lesdes
onde as LDIs estdo estreitamente relacionadas com o ACB-T, visto que em ambos o
imunofendtipo das células luminais e mioepiteliais é semelhante aquele observado nos
ductos intercalados. A principal diferenca entre LDI e ACB-T € a quantidade de células
mioepiteliais, que é maior no ultimo. Além disso, nossos resultados indicam que pelo

menos alguns ACBs podem surgir via LDI.
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B) Cultura de células

Com relacdo a segunda etapa do nosso trabalho, dentre todos os tumores
salivares, o adenoma pleomorfico, a neoplasia mais comum da glandula salivar, é aquele
que mostra maior diversidade morfoldgica e imunofenotipica da célula mioepitelial. Neste
tumor, a célula mioepitelial pode apresentar aspecto basaloide, epitelioide, clara, fusiforme
e plasmocitoide (Dardick, van Nostrand, 1985; Dardick et al., 1989; Ogawa, 2003; Savera,
Zarbo, 2004). Dessa forma, o adenoma pleomorfico € um excelente modelo para analisar as
diferentes caracteristicas morfoldgicas e as diferentes modificacdes fenotipicas das células
mioepiteliais no microambiente tumoral. Acredita-se que, possivelmente, sinalizacdes
externas advindas da matriz extracelular ou de fatores de crescimento poderiam modificar o

fendtipo desta célula (Savera et al., 1997).

As células mioepiteliais desempenham papel critico na morfogénese de varios
tumores salivares. Dentre esses estdo incluidas neoplasias benignas (adenoma pleomorfico,
adenoma de células basais, mioepitelioma e Lesdo do Ducto Intercalado) e malignas

(carcinoma epitelial-mioepitelial, carcinoma adenoide-cistico e carcinoma mioepitelial).

No presente estudo, usando cultura de células, mostramos que a morfologia da
célula mioepitelial advinda do adenoma pleomérfico ndo se modificou significantemente
com a mudan¢a de matriz celular e nem com a adi¢do dos fatores de crescimento EGF e
TGF- B1. A morfologia celular foi avaliada através da expressdo de vimentina, que € o
maior filamento intermedidrio insolivel presente em células eucariotas e tem uma
importante funcdo estrutural. Além disso, esta proteina tem sido apontada como um

marcador eficiente de células mioepiteliais neopldsicas (Aratjo et al., 2000).
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No nosso estudo, as células mioepiteliais exibiram padrdo morfolégico
poliédrico, que se manteve em todas as matrizes extracelulares testadas. Estes achados
reforcam aqueles reportados recentemente pelo nosso grupo num estudo in vitro sobre a
influéncia da matriz extracelular em células mioepiteliais estimuladas por meio
condicionado maligno (Martinez et al 2012). As células mioepiteliais mantinham a forma
poliédrica sobre os substratos fibronectina e coldgeno tipo I, mesmo quando estimuladas
pelo meio condicionado maligno. Possivelmente, a forma poliédrica é devido a adesdes
focais das células mioepiteliais a matriz extracelular, as quais foram detectadas através de
estudo ultraestrutural (Martinez et al., 2012). Interessantemente, no nosso presente estudo, a
forma poliédrica da célula mioepitelial foi observada inclusive na cultura controle, onde
estas cresceram sobre vidro. Este aspecto sugere que essas adesdes focais, que
possivelmente determinam a morfologia poliédrica, ndo sdo estimuladas pela matriz
extracelular. Entretanto, é conhecido que no microambiente tecidual, a matriz extracelular
exerce varias fungdes, entre elas funcionando como pontos de fixacdo, possibilitando a

ancoragem celular (Hib, Robertis, 2006).

Para o desenvolvimento do tumor, além das células neopldsicas e estromais e da
matriz extracelular, fatores de crescimento (peptideos que controlam o crescimento e a
diferenciacdo celular) também participam da progressdo tumoral. No presente estudo
avaliamos o Epidermal Growth Factor (EGF) e o Transforming Growth Factor -p1 (TGF-
B1). O EGF exerce inimeras funcdes mitogénicas e estd envolvido em fungdes
antiapoptoticas e morfogénicas. O TGF- 1 € um polipeptideo multifuncional que participa
de uma variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos, tais como diferenciagdo,

crescimento celular, angiogénese e progressao tumoral, além de participar ativamente na
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transicdo epitélio-mesénquima e contribuir para invasdo tumoral (Oyanagi et al., 2012). O
TGF- B1 ¢ um regulador negativo do crescimento das células epiteliais normais, suprime o
crescimento de células tumorais nos estdgios iniciais da carcinogénese, porém, promove a

progressao do tumor em estagios posteriores.

Quando os fatores de crescimento se ligam a um receptor especifico, eles
ativam uma série de alvos intracelulares (Derynck et al. 2001). Os receptores para EGF sao
receptores proteicos do tipo tirosina-quinase, que formam uma familia de quatro receptores:
ErbB-1 (Her-1 ou EGFR), ErbB-2 (Her-2 ou neu), ErbB-3 (Her-3) e ErbB-4 (Her-4)
(Casalini et al. 2004). A superexpressdo do receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR) e ErbB-2 tem sido demonstrada em tumores de mama (Gschwantler-Kaulich et al.
2005), cancer de prostata (Signoretti et al. 2000) e em tumores de glandulas salivares
(Khiavi et al., 2012; Ettl et al., 2012). Ja os receptores dos membros da familia do TGF- 1
sdo proteina-quinases que fosforilam os residuos de serina e treonina (em vez de tirosina).
Dessa forma, o TGF- 1 pode inibir a prolifera¢do das suas células alvo em um processo
fisiolégico, enquanto que em um processo neopldsico essa caracteristica pode promover a

proliferacdo celular.

Para avaliar a influéncia dos fatores crescimento EGF e TGF- B1 na
diferenciacdo das célula mioepiteliais do adenoma pleomoérfico, avaliamos a expressdo da
a-AML, que durante o desenvolvimento das células mioepiteliais da glandula salivar, surge
num estigio posterior ao da vimentina (Ogawa, 2003). A célula mioepitelial tem aspectos
tanto de célula epitelial como de muscular. A a-AML é uma proteina, que em conjunto com
a miosina e moléculas de ATP, gera contragdo em todas as células musculares lisas. Os

microfilamentos de actina (5-7 nm de didmetro), além de serem importantes na composi¢ao
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do citoesqueleto, sdo considerados marcadores tteis de célula mioepitelial salivar normal e

neoplésica (de Aratjo et al., 1994; Ogawa, 2003; Furuse et al., 2005).

Nos nossos achados observamos superexpressdo de o-AML nas células
mioepiteliais quando tratadas com o fator de crescimento TGF- 1, independentemente do
tipo de matriz co-cultivada. Em glandulas salivares normais (maduras e em
desenvolvimento), tdo bem como nos adenomas pleomoérficos, ndo tem sido encontrada
expressao de TGF- B1 (Kusafuka et al. 2001; Lourengo et al. 2008; Miguita et al. 2010).
Este aspecto contrasta com as isoformas TGF- B 2 ¢ TGF- B 3 que sdo expressas nas células
ductais e mioepiteliais, respectivamente, e consideradas importantes para 0
desenvolvimento e diferenciacdo da glandula salivar (Lourenco et al., 2008). Entretanto,
durante o desenvolvimento da glandula salivar, no seu estdgio de canalizacio, o TGF- 1 ¢
detectado no mesénquima circunjacente (Lourenco et al. 2008). Este fato, em conjunto com
0 nosso achado de superexpressdo de a-AML nas células mioepiteliais, quando tratadas
com o fator de crescimento TGF- B1, leva-nos a especular que, embora ndo expresso na
célula mioepitelial, esse fator poderia ser importante na inducdo de expressdao de a-AML
nesta célula. Em carcinomas ex adenomas pleomorficos, as células mioepiteliais benignas
que circundam as luminares malignas, apresentam superexpressdo de vdrias proteinas
citoplasmaticas, entre elas a a-AML (de Aradjo et al. 2006). E conhecido que as células
malignas sdo autossuficientes na producdo de fatores de crescimento (entre eles TGF- B1).
Portanto, baseado nos nossos resultados in vitro, TGF- B1 seria um fator candidato a
influenciar a modificagdo da expressao de a-AML nas células mioepiteliais benignas

circundando as malignas, nas fases iniciais do carcinoma ex adenoma pleomorfico.
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No presente estudo também investigamos se proteinas da matriz extracelular e
os fatores de crescimento EGF e TGF- B1 teriam influéncia no comportamento bioldgico
(proliferacdo e viabilidade) das células mioepiteliais advindas do adenoma pleomorfico.
Para andlise da viabilidade celular usamos o contador automatizado Vi-Cell, pois este
equipamento analisa significativamente mais células do que o tradicional hemocitdometro,
proporcionando assim maior confianga estatistica. Além disso, a técnica tradicional gera
uma inerente variacdo de operador para operador (Parham et al. 2002). Encontramos
aumento gradativo da proliferacdo e da viabilidade das células mioepiteliais com o tempo
(24, 48 e 72 horas) nos experimentos com diferentes matrizes e com adi¢do de EGF e TGF-
B 1. Entretanto, a diferenga em relacdo ao controle so6 foi significativa quanto a viabilidade
das células mioepiteliais cultivadas sobre o substrato fibronectina, no qual foi adicionado
EGF ou TGF-B 1. Em ambos, a diferenca foi significativa, apenas ap6s 72 horas. Em
relacdo ao EGF, mas ndo ao TGF-f 1, também encontramos maior viabilidade, quando esse

fator foi adicionado nas células cultivadas sobre matrigel.

N

Esses achados sugerem uma resposta limitada quanto a proliferacdo e
viabilidade das células mioepiteliais do adenoma pleomérfico & estimulos do
microambiente simulados em nosso estudo in vitro. Dentre os estimulos avaliados, os
nossos resultados apontam que a associagdo fibronectina com fator de crescimento teria
capacidade de influenciar o comportamento biolégico da célula mioepitelial. A fibronectina
€ uma glicoproteina fibrosa de 440 kDa, constituida por duas subunidades polipeptidicas,
que sao ligadas entre si por pontes dissulfeto (Hib, Robertis, 2006). Encontra-se no plasma,
onde tem fun¢do de opsonina, na superficie celular, onde tem o papel de molécula de

adesdo e, também, como fibrilas da matriz. E produzida por diversos tipos celulares, tais

75



como macrofagos e fibroblastos (Andrade, 1999) e é considerada como a maior
glicoproteina da matriz extracelular, envolvida na adesdo célula/matriz e célula/célula, na
migracdo celular, na morfogénese, na diferenciacdo e na transformacdo observadas na
oncogénese (loachim et al.,, 2002). Interessantemente, no carcinoma ex-adenoma
pleomoérfico, a fibronectina aparece em quantidade aumentada no fronte invasivo dos
carcinomas sem diferenciacdo mioepitelial e € ausente naqueles com tal diferenciacao (de
Aragjo et al. 2006). Portanto, este aspecto da influéncia da fibronectina com EGF ou TGF-3
1 sobre o comportamento bioldgico da célula mioepitelial necessita de mais estudos para o

seu entendimento.
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7. CONCLUSOES

A)

As LDI, ACB-T e ACB-NT formam um continuum de lesdes onde as LDIs
estdo estreitamente relacionadas com o ACB-T, visto que em ambos o imunofenétipo das
células luminais e mioepiteliais é semelhante aquele observado nos ductos intercalados. A
principal diferenca entre LDI e ACB-T € a quantidade de células mioepiteliais, que é maior
no ultimo. Além disso, nossos resultados indicam que pelo menos alguns ACBs podem
surgir via LDI.

B)

a) As diferentes matrizes celulares ndo influenciaram a morfologia e diferenciacao
da célula mioepitelial avaliada através das expressdes de vimentina e AML,
respectivamente.

b) Dentre os fatores de crescimento estudados (EGF e TGF- 1), apenas TGF- 1
associou-se com aumento da expressdo de AML (diferenciacao celular)

¢) Os fatores de crescimento e as matrizes celulares ndo influenciaram a
proliferacdo das células mioepiteliais.

d) A associagdo da matriz fibronectina com o fator TGF- B1 aumentou

significantemente a viabilidade celular.
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I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DO IMUNOFENOTIPO DOS ADENOMAS DE CELULAS
BASAIS (ENFATIZANDO SUA RELACAO COM AS LESOES DO DUCTO
INTERCALADO) E DAS CELULAS MIOEPITELIAIS INFLUENCIADAS POR
FATORES DO MICROAMBIENTE TUMORAL”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Victor Angelo Martins Montalli

INSTITUICAO: Hospital de Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAQ AO CEP: 10/05/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 07/07/12 (O formulério encontra-se no sife acima).

II - OBJETIVOS

Analisar a expressio de citoqueratinas, proteina s-100, receptores de estrégeno e
progesterona, lisozima, alfa 1 antitripsina, calponina, actina miisculo liso, miosina musculo liso, p63
e vimentina nos componentes epitelial e mioepitelial em uma série de lesGes do ducto intercalado e
adenomas de células basais; comparar a expressdo dos marcadores nos diferentes subtipos de ACBs
com as dos ductos intercalados normais e LDIs; analisar in vitro a ag8o dos fatores de crescimento
sob influéncia de diferentes proteinas na matriz extracelular, na morfologia, viabilidade e
proliferagfo celular das células mioepiteliais da adenoma pleomérfico.

III - SUMARIO

Trata-se de um estudo retrospectivo que utilizard casos de arquivos de bidpsias e de pegas
cirtirgicas de pacientes portadores de neoplasias benignas da glandula salivar (adenomas de células
basais e lesdes do ducto intercalado).

Esclarece-se que a pesquisa utilizard apenas material disponivel no arquivo, nio sendo
necessario dispor de novas bidpsias para confirmagfio diagndstica nem experimentagio em animais
de laboratério. A segunda parte da pesquisa utilizara cultura de células mioepiteliais obtidas de
adenomas pleomorficos que ja fazem parte do arquivo de cultura de células, tendo aprovagio prévia
do CEP da faculdade de odontologia Sdo Leopoldo Mandic (protocolo n° 2009/0014). Devido a
impossibilidade de obtengfio do consentimento informado de todos os pacientes, os pesquisadores
solicitam a dispensa do TCLE.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Respostas as pendéncias na forma de emenda do protocolo original, excluindo as amostras
provenientes da Faculdade de Odontologia S3o Leopoldo Mandic, limitando as amostras do
HC/UNICAMP na forma de material armazenado em bloco de para fina. Aprovado com dispensa do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br

84



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e atendendo
todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem restrigdes o
Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado a dispensa do Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado
(Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apo6s andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item Il1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunidio Ordinéria do CEP/FCM, em 24 de maio de 2011.
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