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RESUMO

CD10 e Podoplanina (D2-40), além de expressos nas células mioepiteliais, estao
envolvidos na progressao tumoral e podem ser utilizados como marcadores
prognésticos. Em 79 neoplasias salivares com diferenciacdo mioepitelial (44
malignas e 35 benignas), analisamos a expressao dessas proteinas nas células
neoplasicas, na reacdo desmoplasica tumoral e, nos carcinomas adendides
cisticos (CAC), verificamos possivel correlacao com fatores prognésticos. CD10 foi
negativo nas células epiteliais em 100% dos casos. Nas mioepiteliais, foi positivo
em 25,71% das lesbes benignas e em 27,27% das malignas, sendo esses
resultados significantemente inferiores aqueles da a-SMA (60% e 88,64%,
respectivamente). CD10 foi positivo em 83,33%, 30%, 27,7% e 40% dos
carcinomas  epiteliais-mioepiteliais (CEME), adenomas pleomorficos,
mioepiteliomas e carcinomas mioepiteliais, respectivamente, e negativo em 100%
dos CAC, adenocarcinomas polimorficos de baixo grau (APBG) e adenomas de
células basais. No estroma tumoral, a expressdao do CD10 (38,64%) foi
significantemente maior (p=0.007) que a da a-SMA (11,36%). Entretanto, a
expressdao do CD10 nao apresentou correlacdo com os fatores prognésticos do
CAC. O D2-40 foi negativo, nas células epiteliais e estromais, e positivo nas
mioepiteliais em 59% dos carcinomas e em 42,86% das lesdes benignas.
Concluimos que, ao contrario do D2-40, o CD10 tem pouca utilidade para
identificar células mioepiteliais malignas, exceto no CEME onde pode ser util no
diagnéstico diferencial com a variante tubular do CAC. Sua expressao estromal
ocorre em células de fendtipo distinto dos miofibroblastos, esta associada com
invasédo tumoral e ndo se correlaciona com fatores prognésticos do CAC.

Palavras-chave: Neoplasias de glandulas salivares, CD10, Podoplanina (D2-40)
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ABSTRACT

CD10 and Podoplanin (D2-40) are expressed in myoepithelial cells and, in
addition, are involved in tumoral progression and can be utilized as prognostic
markers. In a series of 79 salivary neoplasias with myoepithelial differentiation (44
malignant and 35 benign), the expression of these proteins was analyzed in tumor
cells as well as in tumor-associated stromal cells and it was correlated with
prognostic factors in a select group of lesions (adenoid cystic carcinomas). In
epithelial cells, CD10 was negative in 100% of the cases. In myoepithelial cells,
CD10 was positive in 25.71% of the benign neoplasias and in 27.27% of the
malignant ones and this expressions was significantly lower in comparison to that
of a-smooth muscle actin (a-SMA) (60% and 88.64%, respectively). In neoplasias
classified according to histological subtype, CD10 was positive in 83.33%, 30%,
27.27% and 40% of epithelial-myoepithelial carcinomas (EMC), pleomorphic
adenomas, myoepitheliomas and myoepithelial carcinomas, respectively and
negative in 100% of adenoid cystic carcinomas (ACC), polymorphic low-grade
adenocarcinomas (PLGA) and basal adenomas. In tumor-associated stromal cells,
CD10 expression was significantly higher (p=0.007) than that of a-SMA (38.64%
versus 11.36%). However, no correlation was detected between CD10 expression
and prognostic factors in ACC. D2-40 was negative in epithelial cells and in tumor-
associated stromal cells as well and positive in myoepithelial cells of carcinomas
(59%) and benign lesions (42.86%). This reactivity in myoepithelial cells did not
differ significantly of that using a-SMA as a marker, except for PLGA where D2-40
was negative. In conclusion, CD10 differs of D2-40 once it shows low utility to
detect neoplastic myoepithelial cells. However, EMC is an exception and in this
tumor, CD10 could be useful to separate this lesion from tubular variant of ACC. In
the tumor-associated stroma, CD10 expression in non-myofibroblast cells seems to
be associated with tumor invasion but it does not show correlation with prognostic
factors in ACC.

Keywords: Salivary glands neoplasia, CD10, Podoplanin (D2-40).
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As neoplasias de glandula salivar constituem um grupo de tumores com
caracteristicas histoldgicas peculiares devidas, principalmente, a composi¢ao

bicelular, isto é, epitelial e mioepitelial, de alguns deles (Ogawa, 2003).

Na glandula salivar normal, as células mioepiteliais formam as
camadas mais externas, circundando acinos e ductos intercalados (Ellis et
al.,1991; Young, 1997) e nelas co-existem aspectos ultraestruturais de células
epiteliais e musculares (Ogawa, 2003). Funcionalmente, além de ajudar na
propulsao da saliva, gracas a sua capacidade contratil, também, contribuem para
a sintese da membrana basal que circunda as estruturas tubulo-ductais (Sternlicht
e Barsky, 1997). Morfologicamente, a célula mioepitelial normal é dificil de ser
visualizada por ter o nucleo pequeno e alongado, porém ¢é facilmente detectada
com anticorpos para actina musculo especifica e citoceratina 14, através de

coloracao imunoistoquimica (Ellis et al.,1991).

As células mioepiteliais neoplasicas apresentam diferencas
importantes em relacéo as células normais e participam da composi¢cdo de uma
série de neoplasias das glandulas salivares (Hubner, 1971; Palmer, 1986). Células
interpretadas como mioepiteliais, por conterem microfilamentos com corpos
densos, foram encontradas em tumores benignos, como Mioepitelioma (M),
Adenoma Pleomoérfico (AP) e Adenoma de Células Basais (ACB); e malignos,
como Carcinoma Mioepitelial (CME), Carcinoma Epitelial-Mioepitelial (CEME),
Carcinoma Adenoide Cistico (CAC), Adenocarcinoma de Células Basais (APCB) e
Adenocarcinoma Polimorfico de Baixo Grau (APBG) (Chisholm et al.,1974; Jao et

al.,1976; Sciubba e Brannon, 1982; Suzuki, 1982; Batsakis et al.,1983; Erlandson
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et al.,1984; Dardick e van Nostrand, 1985; Orenstein et al.,1985; Palmer et
al.,1985; Chaudhry et al.,1986; Nikai et al.,1986; Luna et al.,1987; Nicolatou et

al.,1988; Dardick et al.,1992; Takeda,1992; Quddus et al.,1999).

Nestas neoplasias, em contraposicdo ao aspecto discreto da célula
mioepitelial normal, sdo notdrias: a) a enorme plasticidade morfolégica da célula
mioepitelial transformada (estrelada, fusiforme, plasmocitéide, clara, basalbide e
epitelidide) e b) a positividade imunoistoquimica para uma série de anticorpos,
alguns deles nao detectaveis em células normais (Ogawa, 2003). Além disso, as
células mioepiteliais neoplasicas apresentam uma reatividade variavel aos
anticorpos que as identificam, de tal modo que é recomendado sempre usar um
painel contendo varios deles (Ellis et al.,1991, De Araujo et al., 2000).
Recentemente, além dos anticorpos que sao dirigidos para as proteinas do
aparato midide das células mioepiteliais (actina musculo liso alfa, calponina
basica, h-caldesmon, SMMHC), outros tais como, p63 (Reis-Filho e Schimitt,
2002), maspin (Reis-Filho et al., 2001), p-cadherin (Kovacs et al.,2003), CD10
(Cheuk e Chan, 2007) e D2-40 (Soares, 2007) sao utilizados, permitindo um

refinamento maior na deteccao da célula mioepitelial neoplasica.

CD10 ¢é uma glicoproteina transmembrana, da familia das
metaloendopeptidases de matriz (MMPs) e D2-40 é um anticorpo monoclonal que
reconhece a podoplanina humana, que é uma glicoproteina transmembrana,
sialomucina-simile (Wicki e Christofori, 2007; Atsumi et al., 2008). Além das
células mioepiteliais, CD10 e D2-40 podem ser expressos nas células normais e

neoplasicas de outros 6rgaos e em fibroblastos e miofibroblastos da reacéo
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desmoplasica induzida por varios tipos de carcinomas (Zameenik et al., 2006;
Huang W-B et al., 2005; Kawase et al., 2008). Na literatura, ambas proteinas sé&o
utilizadas para fins diagnésticos e, portanto, uteis na identificacdo de certas
neoplasias (por exemplo, expressdo de CD10 em sarcoma do endométrio e de
D2-40 em sarcoma de Kaposi). Além disso, em varios tipos de cancer (prostata,
mama, estdbmago, etc), a alteracdo de expressdo destas proteinas nas células
neoplasicas e/ ou no estroma tumoral é correlacionada com comportamento

biolégico e progressao neoplasica.

A seguir, apresentamos revisdo de literatura sobre estes dois

marcadores.

1.1 CD10 (CALLA/NEP 24.11)

O CD 10, também conhecido como antigeno comum da leucemia
linfoblastica aguda (CALLA), endopeptidase neutra (NEP 24.11), nefrilisina
(Moritani et al., 2002; Ogawa et al., 2002) ou encefalinase (Chu e Arber, 2000) é
uma glicoproteina transmembrana, da familia das metaloendopeptidases de matriz
(MMPs), da qual também fazem parte o0 CD13 e o CD26 (Mclintosh et al.,1999;
Dall'Era et al., 2007; Luukkaa et al., 2008). Seu peso molecular varia entre 90-
110KD e o zinco é utilizado como cofator. Esta proteina estd envolvida na
clivagem e inativagao de certos horménios peptideos, importantes para os sinais
de transducéo, regulando suas concentragdes locais (LeBien e McCormack, 1989;
Ship et al.,1990; Chu e Arber, 2000; Dall ‘Era et al., 2007). O locus do CD10, € o

bragco longo do cromossomo 3g21-27 (Borscheri et al.,2001). O CALLA, foi
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inicialmente extraido do bordo em escova dos tubulos proximais renais de coelhos
em 1974 (LeBien e McCormack,1989), identificado sorologicamente em 1975 e
designado como “cluster of differentiation” numero 10 (CD10) em 1984 (Metzgar et
al.,1981; LeBien e McCormack,1989). No inicio dos anos 80, estudos identificaram
gue a encefalinase, enzima encontrada no tecido cerebral, era idéntica a NEP, o
que foi confirmado através de estudos funcionais de clonagem e de
sequenciamento génico (LeBien e McCormack, 1989; Shipp et al., 1989). Em
1980, Ritz e colaboradores (1980) produziram o primeiro anticorpo monoclonal (J-
5) (Metzgar et al., 1981; LeBien e McCormack,1989). Em 1999, foi descrito um
anticorpo monoclonal (clone 56C6), disponivel para uso em seccoes embebidas

em parafina (Mclntosh et al., 1999).

O CD10 foi inicialmente identificado como um antigeno de superficie
celular expresso nas células das leucemias linfoblasticas agudas, justificando a
sua designacao de CALLA (do inglés, Common Acute Lymphoblastic Leukemias
Antigen). Sua expressao também pode ser vista em varios tipos de linfomas,
especialmente o linfoblastico, o folicular, o linfoma de Burkitt (Harris et al., 1985) e
na crise blastica da leucemia mieldide cronica (Greaves et al.,1983; LeBien e
McCormack,1989; Mcintosh et al.,1999; Kaufmann et al.,1999; Chu e Arber, 2000;

Barcus et al., 2000; Dogan et al., 2000).

Inicialmente, acreditava-se que o CD10 era um antigeno tumor-
especifico (Chu e Arber, 2000) mas, estudos demonstraram sua expressao em

células nao neoplasicas em uma grande variedade de tecidos tais como:
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O

Mama e glandulas salivares — nas células mioepiteliais, da mama e
da glandula salivar, e células ductais da mama com metaplasia
apocrina;

Intestinos delgado e grosso — na superficie apical glandular normal;
Rim — nas células glomerulares e tubulos contorcidos proximais dos
rins;

Prostata — na superficie apical dos grandes ductos prostaticos e na
superficie apical dos ductos do epididimo;

Endométrio — nas células estromais;

Medula 6ssea — nas células do estroma;

Figado — nos canaliculos biliares;

Pulmdes — nas células do epitélio alveolar pulmonar;

Células trofoblasticas e remanescentes mesonéfricos.

CD 10 possui fungdo enzimatica, hidrolizando uma variedade de

peptideos (substancia P, fator natriurétrico atrial, endotelina, neurotensina,

ocitocina, bradicinina, angiotensinas, peptideos bombesina simile, peptideos

relacionados a calcitonina e a encefalina (Lebien e McCormack, 1989, Shipp et al.,

1991), reduzindo suas concentragdes disponiveis para ligacdo aos receptores e

aos sinais de transducao (Shipp et al.,1990; Arber e Weiss, 1997). Estudos

demonstraram que o CD10 tem papel direto nas vias dos sinais de transducao que

regulam o crescimento celular e a apoptose (Shipp et al.,1990).

A funcao do CD10, nos tecidos nao-hematopoiéticos e neoplasicos, esta

intimamente relacionada com o0s processos secretérios (Erdds et al.,1985).
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Postula-se que a fungdo do CD10 nos rins seja a de clivar peptideos tais como, a
bradicinina e a angiotensina que funcionam na auto-regulacdo renal do
metabolismo da 4gua e do sédio (Erddés et al.,1985). Nos outros tecidos,

entretanto, o papel funcional do CD10 ainda n&o foi desvendado.

Além da sua funcédo enzimatica, o CD10 tem muitos efeitos bioldgicos
tais como: atenuacdo da resposta inflamatéria dos neutréfilos, modulacdo da
hipotensdo e da diurese mediada pelo fator natriurétrico atrial e reducao das
respostas  encefalinérgicas. Nos tecidos hematopoiéticos, regula o
desenvolvimento inicial das células B, inativando os peptideos que estimulam a
proliferacao e a diferenciacdo destas células (Chu e Arber, 2000). Também esta
envolvido na promogao do desenvolvimento inicial das células T, na modulagdo
dos timocitos e na proliferacao das células epiteliais timicas (Guerin S et al.,1997;

Barcus et al., 2000).

Dados da literatura referem seu envolvimento na regulacdo da
proliferacao, peptideo-mediada, das células do epitélio brébnquico (Johnson et al.,
1985, Shipp et al.,1991; Sunday et al.,1992; King et al.,1993). O CD10/NEP
hidroliza os peptideos similares a bombesina tornando-os inativos biologicamente
(Shipp et al.,1991). Estes sao: potentes mitégenos para fibroblastos, células do
epitélio bréonquico normal e células neuroenddcrinas (Rozengurt et al.,1983; Willey
et al.,1984; Cohen et al.,1996) e servem como fatores de crescimento autdcrinos
essenciais para muitos carcinomas de pequenas células do pulmao (Cuttitta et
al.,1985). O crescimento de carcinomas de pequenas células do pulméo

responsivos aos peptideos bombesina-like é inibido pelo CD10 e potencializado
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por sua inibigdo, implicando esta enzima na regulagcdo autdcrina do crescimento

de células tumorais mediadas por estes peptideos (Shipp et al.,1991).

Estes resultados sdo de particular interesse pois: o cigarro inativa o
CD10 da superficie das células epiteliais bronquicas (Dusser et al.,1989),
fumantes apresentam niveis elevados de peptideos bombesina-like nos seus
fluidos bronco-alveolares (Aguayio,1989) e os carcinomas de pequenas células
pulmonares ocorrem quase que exclusivamente em tabagistas (Minna et al.,1985).
A reducao da atividade enzimatica do CD10 na superficie celular pode promover a
proliferacdo de células neuroenddcrinas pulmonares mediadas pelos peptideos
bombesina-like, facilitando o desenvolvimento dos carcinomas pulmonares de
pequenas células (Shipp et al.,1991). A expressao e a regulacdo desta enzima,
também, foram avaliadas nos carcinomas nao pequenas células do pulmao,
tornando possivel determinar sua relacdo com a proliferacdo celular e identificar

seus potenciais substratos nestes tumores (Canju et al., 1994).

Chu e Arber (2000) estudaram a expressao do CD10 em 505 neoplasias
nao-hematopoiéticas, entre as quais, os carcinomas dos tratos gastro-intestinal e
genito-urinario mostraram maior expressao. Neste mesmo estudo, identificaram
sua expressdo em 40% (12/30) dos melanomas e em 100% (5/5) dos sarcomas

examinados.

Estes autores afirmam que a positividade do CD10, nos carcinomas
estudados, tem origem nos tecidos que normalmente o expressam, pois entendem

que, durante a tumorigénese, as células malignas ainda mantém certas funcoes e
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moléculas das suas predecessoras. Os seguintes padrdes de expressao foram

descritos (Chu e Arber, 2000):

e Apical/luminal — nos bordos em escova dos intestinos delgado e

grosso, tubulos contorcidos proximais dos rins € nos
adenocarcinomas bem e moderadamente diferenciados, do célon,
pancreas e prostata.

» Citoplasmatico (difuso) — principalmente nos carcinomas de células

transicionais, adenocarcinomas pouco diferenciados de varias
origens, melanomas e sarcomas.

« Membranoso/Golgi — na maioria dos casos de carcinoma de células

renais.

Murali e Delprado (2005), estudando o papel desta enzima na
tumorigénese urotelial, relataram que as neoplasias de alto grau mostraram
expressdo mais intensa e distribuicdo mais difusa que as neoplasias de baixo
grau, padroes opostos aqueles encontrados nos carcinomas pulmonares,
prostaticos e endometriais. Estes achados podem indicar que a contribuicdo do
CD10 na tumorigénese urotelial seja diferente daquela observada nesses tumores,
onde funcionaria como supressor tumoral (Shipp et al.,1991; Papandreou et

al.,1998; Kanitakis et al., 2002).

Alteracbes em numerosos loci genéticos foram identificadas nos
tumores uroteliais , ressaltando que aberracdes no braco longo do cromossomo 3,
que € a localizagao do gene do CD10, foram vistas em 7% a 24% dos carcinomas

uroteliais infiltrantes e em 1% a 5% das neoplasias ndo invasivas da bexiga
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(Murali e Delprado, 2005) mas, ndao foram documentadas mutac¢des dos locus do
gene do CD10. Assim, é provavel que ocorram expressdes aberrantes de um tipo
selvagem do CD10 como resultado de mutag¢des nas vias celulares, que afetam ou
que sao afetadas pelo CD10 (Murali e Delprado, 2005). O acumulo de CD10
mutado, ndo-funcional € uma outra possibilidade que justificaria o aumento de
expressao imunoistoquimica vista nos tumores uroteliais de grau mais alto (Murali

e Delprado, 2005).

Estudos da expressao do CD10 nos melanomas também mostraram
expressao aumentada relacionada com a progressao e metastase destes tumores,
sugerindo haver diferentes papéis desta proteina nos diferentes tipos de tumores.
Segundo Velazquez e colaboradores (2007), a super-expressao do CD10 é rara
nos melanomas primarios e comum nos metastaticos. Estes autores sugerem que
0 acumulo de proteina é secundario ao aumento da produgdo, como ocorre com
outros oncogens tais como o receptor do fator de crescimento e a ciclina D1, nos

carcinomas de pulmao e es6fago respectivamente.

A ampla expressao do CD10 em diferentes tipos de neoplasias limita
sua utilizacdo como marcador diagnéstico. No entanto, pode ser Gtil no diagnéstico
diferencial dos carcinomas renais versus carcinomas adrenocorticais e
metastaticos, bem como na diferenciacdo dos sarcomas do estroma endometrial
de outros sarcomas, uma vez que os carcinomas de células renais e do estroma
endometrial ndo possuem marcadores especificos (Avery et al., 2000; Chu e

Arber, 2000).

Introdugéo
39



A expressdo do CD10 na mama esta bem descrita no relato de Moritani
e colaboradores (2002) que apontam esta proteina como util marcador das células
mioepiteliais que, quando associada a actina de musculo liso, fornece informacéo
mais sofisticada sobre a presenga ou auséncia das células mioepiteliais nas

lesdes de dificil diagnostico.

Varios relatos da literatura correlacionam a expressao do CD10 na

resposta estromal associada ao tumor com progressao neoplasica.

Iwaya e colaboradores (2002) descreveram a expressao estromal do
CD10 nos carcinomas invasivos da mama e sua correlagdo com o curso clinico
destas lesdes. Segundo estes autores, este tipo de expressdo esta intimamente
relacionada a comportamento bioldgico agressivo e tem valor preditivo superior ao
estado dos linfonodos, tamanho do tumor, grau histolégico ou estadio clinico.
Neste trabalho, demonstraram que o CD10 foi expresso mais intensamente nas
células estromais, em torno das células malignas, nas areas de carcinoma ductal
invasivo, sugerindo haver interacao entre estes dois tipos celulares. O modo como
as células estromais CD10 positivas aumentam a agressividade dos carcinomas
da mama, permanece desconhecido. Pelo fato do CD10 ser uma metaloproteinase
de matriz, ela poderia criar um micro-ambiente favoravel a invasdo e/ou
metastases (Basset et al.,1994; Talvensaari-Mattila et al.,1998). As células
estromais CD10 positivas também poderiam interagir com as células malignas
para acelerar o ciclo celular e ativar a locomocgao celular. Iwaya e colaboradores

(2002) sugeriram que estes achados poderiam ser aplicados para novas terapias
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do cancer que bloqueiam a producdo de células estromais CD10 positivas no

tecido mamario carcinomatoso.

Ogawa e colaboradores (2002) foram os primeiros a investigar a
expressao do CD10 nas células estromais na carcinogénese colon-retal. Seus
resultados demonstraram que quase todos o0s casos com células estromais
“difusamente” CD10 positivas, eram carcinomas invasivos, sugerindo associacao
desta expressado com a invasao. Estes achados sao fortemente indicativos de que
a proliferacdo de células estromais CD10 positivas é parte do mecanismo de
crescimento invasivo. Estes autores ainda sugerem que exista interacdo tumor-
estroma entre as células tumorais do carcinoma colon-retal e as células estromais
CD10 positivas e que a secrecao de CD10 pelas células estromais &,
provavelmente, induzida por fatores sollUveis produzidos pelas células tumorais.
Além disso, este estudo demonstrou que a expressdao de CD10 nas células do
estroma tumoral estd significativamente associada com caracteristicas
histopatolégicas do carcinoma, tamanho dos tumores e acumulo anormal da

proteina p53 no carcinoma.

Numa série de carcinomas gastricos, Huang (2005) sugeriu que a
expressao do CD10 pelas células estromais poderia estar relacionada a promogéao

de invasdo e metastase nos carcinomas diferenciados.

Em carcinomas nasofaringeos, Braham (2006) identificou maior
expressao de CD10 nas células estromais dos tumores que ocorrem em adultos,

sugerindo haver caracteristicas biol6gicas distintas entre as formas adultas e
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juvenis, tanto quanto as vias da carcinogénese como quanto a progressao

tumoral.

1.2 PODOPLANINA (D2-40))

O D2-40 € um anticorpo monoclonal recente que reconhece a
podoplanina humana, produzido originalmente contra um antigeno gonadal fetal, o
antigeno M2A (Bailey et al,1986). Estudos demonstraram que este antigeno era
expresso por certos tipos de tumores, incluindo os carcinomas epiteliais de ovario,
mas, estava ausente em muitas outras linhagens celulares de origem extra-
gonadal (Marks et al.,1999). Analises bioquimicas mostraram que o antigeno M2A
consiste de uma sialoglicoproteina de 40-KDa com estrutura de carboidrato do tipo
mucina simples, O-glicosilada, necessaria para a antigenicidade do anticorpo e
que também corava as células endoteliais dos vasos linfaticos, mas nao as dos
vasos sanguineos (Marks et al., 1999; Kahn et al., 2002; Choi et al., 2005). Esta
proteina & semelhante a podoplanina, que € uma glicoproteina transmembrana,
sialomucina-simile, de 38KD que apresenta extensa O-glicosilagao e alto teor de
acido sialico. Ela é composta por um dominio extracelular, uma porcao
transmembrana e uma cauda citoplasmatica para a proteina kinase C e para
fosforilacdo do AMPc (Martin-Villar et al., 2005; Wicki e Christofori, 2007). A
podoplanina é altamente expressa como gene linfatico-especifico em culturas de
células endoteliais linfaticas (Hirakawa et al.,2003) e considerada gene alvo do
Prox-1, que controla o desenvolvimento dos progenitores linfaticos das veias

embridnicas (Hong et al.,, 2002). A expressdo da podoplanina, in vivo, foi

Introdugéo
42



inicialmente descrita por Wetterwald e colaboradores (1996) que a denominaram
de “antigeno E11”. Posteriormente, foi identificada na superficie dos poddcitos de
camundongos e que, por estar envolvida nos processos podais da nefrose
induzida pela puromicina, recebeu a denominagédo de podoplanina (Breiteneder-

Geleff et al.,1997; Orddnez, 2006).

Destas observacoes, foi levantada a hipotese de que o antigeno M2A,
reconhecido pelo anticorpo D2-40, poderia ser idéntico a podoplanina humana. Tal
hipotese foi confirmada por estudos de Western blotting e Elisa, concluindo que o
D2-40 é um anticorpo especifico contra a podoplanina humana (Schacht et al.,

2005).

Schacht e colaboradores (2005), mostraram que a podoplanina,
detectada pelo anticorpo D2-40, € um marcador especifico para vasos linfaticos
associados aos tumores humanos, como confirmado pela co-expressdao da
podoplanina, LYVE-1 e Prox-1 nos vasos linfaticos associados ao melanoma. E
interessante ressaltar que camundongos com deficiéncia de podoplanina
desenvolvem linfedema congénito e tém defeitos no desenvolvimento dos vasos
linfaticos, mas nao nos dos vasos sanguineos (Schacht et al., 2003; Fukunaga,

2005).

A podoplanina também esté expressa em grande nimero de células nao
endoteliais de tecidos normais, particularmente, em alguns tipos celulares que séao
expostos ao flluido de interface, sendo interessante ressaltar a expressao da
podoplanina nas células epiteliais dos ductos biliares hepaticos que estado

expostos a bile alcalina (Schacht et al., 2005).
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Varios homologos da podoplanina foram reconhecidos, entre eles o T1
alpha, expresso na superficie apical das células alveolares tipo 1 dos pulmdes de
rato (Dobbs et al.,1988), o OTS-8 (Nose et al.,1990), RTI40 (Gonzalez et al.,1998),
gp38 (Farr et al.,1992), gp40 canino (Zimmer et al.,1997), gp36 humano (Zimmer
et al.,1999) e PA2.26 murino (Gandarillas et al.,1997). No entanto, a funcgao
biolégica da podoplanina ainda é pouco compreendida. A expressdao da
podoplanina/T1alfa nas células alveolares tipo | e nos poddcitos glomerulares do
rim, indicam que a extensa por¢cdao O —glicosilada da podoplanina, com seu alto
conteldo de acido siadlico e sua estrutura negativa alterada, pode ter funcao
protetora nos compartimentos com fluidos internos e externos (Rishi et al.,1995;

Kato et al., 2003; Kato et la., 2004, Kato et al., 2005, Schacht et al., 2005 e) .

No Sistema Nervoso Central, a podoplanina é expressa por células
epiteliais ependimarias ciliadas que revestem o sistema ventricular e o canal
central, e pelas células do plexo coréide que representam um epéndima
modificado recobrindo um core de tecido conjuntivo altamente vascularizado (Roy
et al., 2005; Mishima K et al., 2006). Estes achados estdo de acordo com a
expressao relatada do marcador alveolar tipo I, T1 alfa nas células do plexo
coroide pelo fato da podoplanina e o T1alfa serem proteinas idénticas (Roy et al.,

2005).

Outra funcao proposta para a podoplanina relaciona-se a reorganizacao
do citoesqueleto celular e seu importante papel na mediacdo das propriedades
contrateis celulares (Wicki e Christofori, 2007). Ross e colaboradores (1989),

demonstraram que a super-expressdao da podoplanina nas células endoteliais
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vasculares cultivadas promoveu a formacao de extensdes celulares alongadas,
aumento da adesao das células endoteliais, migragcdo e formagédo de tubulos,
indicando importante participagdo na reorganizagdo cito-esquelética. Esta
potencial funcao da podoplanina é sustentada pelos resultados destes autores,
que observaram forte expressdo da proteina nos miofibroblastos da préstata, nas
células mioepiteliais da mama e das glandulas salivares, nos fibromiocitos dos
testiculos e nas células do perineuro. Todos estes tipos celulares sdo contrateis,

apresentando frequentes alteragdes na sua forma, mediadas por miofilamentos.

Em relacao a utilidade do D2-40 como ferramenta diagnodstica, vale
ressaltar que ao contrario da maioria dos marcadores endoteliais utilizados na
rotina da Patologia Cirurgica, que também sao expressos em vasos sanguineos, a
podoplanina é uma proteina seletivamente expressa no endotélio linfatico, sendo
marcador util para determinar invasao linfatica tumoral (Kahn et al., 2002; Dadras
et al., 2003 e Schmid et al., 2005) e para demonstrar a diferenciacao linfatica de
tumores vasculares benignos e malignos (Breiteneder et al.,1999; Kahn et al.,
2002 e Orddnez, 2005). A forte expressao da podoplanina nas lesdes viscerais e
em todos os diferentes estagios da progressado cutdnea do Sarcoma de Kaposi
classico e daqueles relacionados a AIDS e ao transplante, confirmaram a origem
endotelial destas lesdes, indicando que a identificacdo desta proteina pode ajudar
no diagnéstico destas neoplasias, antes consideradas de origem controversa

(Breiteneder-Geleff et al.,1999 e Kahn et al., 2002).

A podoplanina também é util no diagndstico diferencial de vérias

neoplasias nao—vasculares, entre elas os mesoteliomas epitelidides (Ordénez,

Introdugéo
45



2005) e os tumores de células germinativas gonadais e extra-gonadais (Bailey et
al.,1991; Marks et al.,1999; Schach et al., 2003; e Kato et al., 2004). Além disso,
Roy e colaboradores. (2005) relataram a expressao da podoplanina em 23/23
hemangioblastomas (tumor cerebral de histogénese incerta, caracterizado pela
presenca de células tumorais vacuolizadas) e Ordofiez (2006) em 4/6 sarcomas
sinoviais bifasicos (no componente epitelidide) e em 2 sarcomas sinoviais
monofasicos. Entretanto, a utilidade diagnéstica pratica da podoplanina nestes

tumores requer estudos posteriores (Ordoénez, 2006).

Em relagdo ao papel da podoplanina na progressao tumoral, a
observacao da super-regulacdo do homélogo da podoplanina, PA 2.26, durante a
carcinogénese epidérmica nos murinos, e os achados prévios de que sua super-
expressdo promoveu a motilidade e a migracao celulares, indicam que esta
proteina pode desempenhar papel significante no comportamento dos tumores

(Gandarillas et al.,1997).

Estudo recente de Wicki e Christofori (2006), sobre a invasao tumoral na
auséncia da transicao epitelial mesenquimal (do inglés EMT), demonstra que a
podoplanina provoca a formacao de filopodia, por modular a atividade da familia
das Rho-GTPases, levando a invasao celular coletiva, fenétipo frequentemente

observado nos carcinomas humanos.

Além disso, ha relatos que descrevem a podoplanina como sendo fator
de agregacao plaquetaria. Assim, as células tumorais que a expressam sao
circundadas pelas plaquetas que facilmente aderem-se ao endotélio, primeiro

passo para a saida do vaso, sendo protegidas da vigilancia imunolégica,
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facilitando as metastases (Gasic et al.,1984; Honn et al.,1988; Crissman et
al.,1988). Nesta mesma linha de acdo, Malhalingam e colabodores (1988)
sugeriram que a atividade de agregacao plaquetéria pelas células tumorais esta
correlacionada com a taxa de metastases ao observarem que as células tumorais
que agregavam plaquetas fortemente, apresentavam alta taxa de metastases a
distancia em contraste com aquelas cuja agregacao era fraca (Mahalingam et
al.,1988). Estes achados sugerem que as plaquetas podem desempenhar

importante papel na promoc¢ao da invasao tumoral (Suzuki et al., 2004).

Outro aspecto a ser ressaltado é a expressao de podoplanina pelos
carcinomas escamosos. Segundo Schacht e colaboradores. (2005), em seus
estudos com pele de ratos, a expressdao da podoplanina, embora negativa na
maioria dos queratindcitos da pele humana normal, era fraca e focal nos
queratindcitos basais. No entanto, a maioria dos carcinomas escamosos da pele
humana expressava fortemente a podoplanina, particularmente os recorrentes.
Além disso, identificaram que sua expressao estava ausente nos carcinomas
escamosos bem diferenciados e aumentada nos moderamente e pouco

diferenciados.

Kawase e colaboradores (2008) estudaram a expressdao da
podoplanina nos fibroblastos associados ao cancer, ou seja, naqueles
recrutados pelo tecido carcinomatoso e observaram que, no adenocarcinoma
pulmonar, esta expressao ocorreu apenas nos tumores invasivos e que estava
significantemente associada com sobrevida mais curta. Suzuki e colaboradores

(2004) descreveram que a expressao da podoplanina pelas células malignas
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promove a agregacao plaquetaria e que esta pode estar envolvida na migracéo
das células malignas, invasdo, metastase e progressao maligna; e sugeriram que
os fibroblastos associados ao cancer, podoplanina positivos, também poderiam ter
habilidade de agregar plaquetas e assim, contribuir para um comportamento

agressivo da neoplasia.

1.3 NEOPLASIAS SALIVARES COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

Entre os tumores de glandula salivar com componente mioepitelial estao
principalmente aqueles que apresentam certa semelhanca com a composicao
celular do ducto intercalado da glandula, ou seja, contém dupla populacdo de
células (epitelial e mioepitelial) ou apenas células mioepiteliais. Deste grupo de
tumores fazem parte neoplasias benignas e malignas, nas quais a participacéao da
célula mioepitelial ocorre de modo variado, tanto em termos de morfologia como
em quantidade (Dardick e Nostrand, 1985; Martinez-Madrigal, 1989; Dardick,

1991; Dardick, 1993; Garrett et al.,1998; Furuse, 2005; Skalova, 1996).

No Adenoma pleomorfico (neoplasia com diferenciacao epitelial ductal
e mioepitelial), as células mioepiteliais tendem a ser o elemento predominante e
podem ser fusiformes, poligonais, claras, plasmocitéides e estreladas. Sao elas
que produzem a matriz mucopolissacaridea, que sofre metaplasia condroide e
O0ssea, formando areas com aspecto mesenquimatoso. Das neoplasias com
diferenciacao mioepitelial, o Adenoma pleomorfico € a mais comum das glandulas
salivares maiores e menores, representando 45% a 76% de todos os tumores

(Dardick, 1983 a; Dardick, 1992; Margaritescu et al., 2004; Erlandson et al.,1984).
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O Adenoma de células basais (ACB) é constituido por proliferagao
uniforme de células neoplasicas com aspecto basaldide, o que contrasta com o
aspecto histolégico variado do adenoma pleomérfico. Os ACB séo
histologicamente classificados como tubulares, trabeculares, solidos e
membranosos. As células neoplasicas sdo epiteliais ductais e mioepiteliais e estdo
presentes em quantidades variadas nos diferentes subtipos histolégicos, sendo
que o tubular tem a diferenciacao ductal mais proeminente. As células estromais e
a camada mais externa dos ninhos epiteliais sdo as que apresentam diferenciacéao
mioepitelial (Jao et al.,1976; Dardick et al.,1986; Ogawa et al.,1990; Takahashi et

al.,1991; Dardick, 1992; Ferreiro, 1994).

O Mioepitelioma (M) deve ser distinguido do adenoma pleomorfico
rico em células mioepiteliais e, na literatura, os critérios sdo variaveis em relacao a
quantidade de ductos que o mioepitelioma pode conter (Simpson, 1995). As
quantidades possiveis de ductos no mioepitelioma, propostas pelos diversos
autores, sdo: a) até 5 a 10% de uma seccao microscédpica do tumor, b) nao mais
do que um ducto por cada campo de maior aumento ou ndo mais do que um
pequeno agrupamento de ductos e c¢) auséncia total de ductos (critério adotado no
fasciculo de tumores das glandulas salivares da AFIP e no nosso estudo). Focos
de diferenciacdo condrdide ou ostedide ndao devem ser encontrados nos
mioepiteliomas e, se isto ocorrer, o tumor deve ser classificado como adenoma
pleomorfico. Microscopicamente, as células mioepiteliais podem apresentar-se

formando 5 padrdes citoarquiteturais: tipo células plasmocitoides, células claras,
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fusocelulares, reticulares ou uma combinacdo deles (Scuibba e Brannon, 1982;

Dardick et al.,1989; Skalova e Michal, 1994).

O Carcinoma adendide-cistico €& a neoplasia maligna com
diferenciacdo mioepitelial mais freqiiente da glandula salivar. E um tumor de curso
indolente mas persistente, que desenvolve recidivas locais e metastases a
distdncia, mesmo muitos anos apdés um tratamento inicial aparentemente bem
sucedido (somente 10% dos pacientes sobrevivem até 15 anos). E constituido
predominantemente por células com diferenciacdo mioepitelial e aspecto
basaléide e por quantidades menores de células epiteliais ductais. As células
neoplasicas organizam-se em 3 padroes de crescimento principais: tubular,
cribriforme e sélido, sendo que os 3 estdo presentes em quase todos os tumores
(Perzin et al.,1978). Os sistemas de graduacao histopatolégica de malignidade séao
baseados principalmente na proporcao do padrdo de crescimento sélido, visto que
varios estudos tém mostrado que tumores com este componente teriam um curso
clinico desfavoravel, com recidivas e metastases precoces e curso fatal. Nos dois
sistemas mais usados, o grau lll é constituido respectivamente por a) tumores
com 30% ou mais de areas sélidas (Szanto et al.,1984) e b) tumores em que o
padrao sélido é predominante (Eby et al.,1972). No nosso estudo, utilizamos o
sistema proposto por Szanto e colaboradores (1984). No carcinoma adendide-

cistico, o pior prognéstico esta associado a:

¢ Histologia - forma sélida em mais que 30% do tumor;

e Tamanho - maior que 4 cm;
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¢ Sitio anatémico: tumores em glandula submandibular e salivares
menores;

e Margens cirdrgicas comprometidas;

e Presenca de metastases (40 — 60% dos casos);

e Estadio clinico lll e 1V;

e Conteudo de DNA - aneuploidia e fragao S alta;

o Atividade proliferativa alta (Ki 67).

Carcinoma epitelial-mioepitelial (CEME) de glandula salivar é uma
neoplasia de baixo grau, composta de propor¢des varidveis de células ductais e
mioepiteliais. As células mioepiteliais estdo localizadas perifericamente as células
ductais ,geralmente sdo poliédricas e claras, mas também podem ser fusiformes.
As células ductais sdao semelhantes as células epiteliais do ducto intercalado e
apresentam citoplasma eosinoéfilo. Na maioria dos tumores, as células mioepiteliais
constituem o componente predominante, sendo que as células ductais podem
estar quase ausentes (Seethala et al., 2007). Cerca de 30 a 50% dos casos
apresentam recidiva local, 18% metastases ganglionares, 8% metastases a
distancia e 8% morrem da doenca. As metastases e recidivas podem ocorrer apds
longo intervalo de anos seguindo o tratamento inicial. O carcinoma epitelial-
mioepitelial pode se originar num adenoma pleomorfico e, nestes casos, 0 seu
reconhecimento é frequentemente dificil devido a semelhanca morfoldgica das
duas neoplasias e a falta de atipias celulares. Nesta situagbes € importante

observar a presenca de extensa area com padrdo morfolégico do carcinoma
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epitelial-mioepitelial e a presenca de crescimento infiltrativo (Corio et al.,1982;

Daley et al.,1984; Luna et al.,1985; Litman et al.,1987; Fonseca, 1993).

O Carcinoma mioepitelial deve apresentar diferenciagdo mioepitelial
exclusiva e evidéncia inequivoca de malignidade. Em relac&o ao primeiro item séo
excluidos os tumores com diferenciacdo para células luminares, ou seja, que
contenham tubulos bem formados, com bordo celular luminal rigido, como ocorre
no carcinoma epitelial-mioepitelial com predominio de células mioepiteliais. A
natureza mioepitelial das células pode ser confirmada pelo método
imunoistoquimico (positividade para citoceratina € um ou mais marcadores
mioepiteliais - proteina S-100, actina musculo liso, actina muasculo especifica ou
calponina) e/ou ultraestrutural (filamentos intermediarios intracitoplasmatico com
corpos densos, membrana basal extracelular e complexos juncionais (Takai et
al.,1995; Morinaga et al.,1987). Em relacdo a evidéncia inequivoca de
malignidade, o critério minimo ¢é infiltracdo tumoral na glandula salivar ou tecidos
adjacentes (Savera et al., 2000). Microscopicamente, é constituido por um tipo ou
mais de células mioepiteliais, que podem ser: epitelibides, claras, hialinas
(plasmocitéides), fusocelulares ou mistas. O padrdo de crescimento ¢é
freqUentemente multinodular, mas pode ser sélido, difuso ou cordonal ou com
ninhos pequenos. A matriz relacionada ao tumor pode ser mixdide e hialinizada

(Dipalma e Guzzo, 1993; EI-Mofty et al.,1994)

O Adenocarcinoma polimérfico de baixo grau (APBG) neoplasia
originada das células do ducto intercalado terminal, descrita simultaneamente em

1983 como adenocarcinoma do ducto terminal (Batsakis et al.,1983) e como
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carcinoma lobular (Freedman e Lumerman, 1983), recebeu a denominacgéo atual
por Evans e colaboradores. (1984 e 2002). Estudos ultraestruturais demonstraram
que alguns tumores apresentam apenas células luminais, outros apresentam
células luminais e mioepiteliais ou basais, enquanto outros sdo compostos quase
que exclusivamente por células mioepiteliais (Luna et al.,1987; Dardick et al.,1988;
Nicolatou et al.,1988; Norberg et al.,1991). Em um relato de caso com achados
ultraestruturais, Dardick e colaboradores (1988) descreveram que o excesso de
lamina basal foi uma caracteristica relevante do APBG com diferenciacao
mioepitelial. A neoplasia € quase exclusiva das glandulas salivares menores,
acometendo o palato em cerca de 60% dos casos, sendo mais frequente em
mulheres com idade entre 16-94 anos. (Ellis e Auclair, 1996). Apresenta padrao de
crescimento infiltrativo com neurotropismo, grande variedade de padrdes
morfolégicos (soélido, trabecular, cribriforme, tubular e papilar), que dificulta o
diagndéstico em bidpsias incisionais, e marcada uniformidade citologica (Beltran e
Faquin, 2006). O Carcinoma Adendide Cistico e 0 Adenoma Pleomérfico sdo as
principais neoplasias envolvidas no seu diagnostico diferencial pela significativa
superposicao de padrées morfoldgicos entre eles. O adenocarcinoma polimorfico
de baixo grau geralmente apresenta excelente progndstico apos excisao cirurgica
completa (Anderson et al., 1990; Norberg et al.,1991). No entanto, ha relatos de
transformacao para lesao de alto grau (Pogodzinski et al.,2006) e de associagao
do padrao papilar com agressividade bioldgica (Evans e Batsakis,1984; Godoy et
al., 2007). Speigth e Barret (2002), consideram o APBG uma lesao controversa, de
dificil diagnéstico e comportamento imprevisivel, cujo nome mais apropriado

deveria ser Adenocarcinoma Polimérfico.
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2. Justificativa
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Nas neoplasias de glandulas salivares, a morfologia e a quantidade de
células mioepiteliais sdo muito variadas, o que contribui tanto para a diversidade
como para as semelhangas histoldgicas que compartilham. Um mesmo tumor
pode apresentar varios padroes morfoldégicos e neoplasias diferentes, inclusive
benignas e malignas, podem mostrar padrées semelhantes em areas distintas.
Portanto, embora o diagnéstico diferencial destas lesdes possa ser facil em certas
ocasides, principalmente em pecgas cirdrgicas, onde a farta representacdo do
material permite analisar os diversos padroes morfolégicos, em outras,
particularmente em bidpsias incisionais, onde a representacdo € mais restrita, o
diagnéstico correto pode ser impossivel. Nas ocasides de dificuldades
diagnésticas, o exame imunoistoquimico tem um papel importante para a sua
elucidagédo. Neste contexto, embora CD10 e D2-40 ja tenham sido demonstrados
em células mioepiteliais normais, ainda nao foi verificada a sensibilidade destes
marcadores para detectar células mioepiteliais transformadas numa série de
neoplasias salivares com tal diferenciacdo e nem a utilidade (se alguma) na
distincao destas neoplasias entre si. Além disso, nestas neoplasias, ainda nao foi
investigado se a expressdao de CD10 e D2-40 ocorreria em células nao
mioepiteliais (incluindo as células da resposta estromal associada ao tumor) e se
esta poderia ter correlacdo com progressdao tumoral (metastase, recidiva,
estadiamento, transformacao para alto grau). Portanto, o estudo da expressao do
CD10 e do D2-40 em neoplasias salivares com diferenciacdo mioepitelial pode

propiciar uma melhora da acuidade diagnéstica destas lesbes e deteccao de
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fatores relacionados ao comportamento biolégico, sendo que ambos sao

importantes para o manejo adequado das neoplasias.
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3. Objetivos
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3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a imuno-expressao do CD10 (NEP) e da podoplanina (D2-40)
em neoplasias salivares com diferenciagdo mioepitelial, subdivididas em benignas
e malignas, com a finalidade de verificar: a) sua utilidade como marcadores de
células mioepiteliais, comparando a expressao destas proteinas com a a- actina
de mausculo liso (AML) e b) sua possivel expressdao em células ndo mioepiteliais,
incluindo as estromatosas da reacdo desmoplasica associada ao carcinoma,

correlacionando-a com fatores prognosticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em neoplasias salivares com diferenciacdo mioepitelial, subdivididas em
benignas (adenoma pleomérfico, adenoma de células basais e mioepitelioma) e
malignas (carcinoma adendide cistico, carcinoma epitelial-mioepitelial, carcinoma

mioepitelial e adenocarcinoma polimorfico de baixo grau) visamos:

3.2.1 - Avaliar a freqUéncia e a intensidade de expressdes do CD10 e da
Podoplanina (D2-40) nas células neoplasicas (mioepiteliais e epiteliais) e nas
estromatosas associadas aos carcinomas;

3.2.2 - Comparar a frequiéncia e a intensidade de expressdes do CD10 e

do D2-40 (podoplanina) em relagcdo a da a- actina de musculo liso (AML) nas

células mioepiteliais e nas estromatosas associadas ao carcinoma;
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3.2.3 - Correlacionar as expressdées do CD10 e do D2-40 (podoplanina)
nas células ndo mioepiteliais com variaveis clinico-patolégicas, associadas ao
progndstico: recidiva local, metastase, estadiamento e transformagdo para alto

grau.

Objetivos
62



4. Material e Métodos
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4.1 GRUPO DE ESTUDO

Foram analisados, retrospectivamente, 79 casos de neoplasias salivares
com diferenciagdo mioepitelial sendo 44 casos de carcinomas e 35 casos de
neoplasias benignas, todos provenientes dos Arquivos do Departamento de

Anatomia Patolégica (DAP) da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP.

Os carcinomas salivares com diferenciagdo mioepitelial foram

distribuidos em 4 grupos:

1. Carcinoma Adendide Cistico (CAC) - 20 casos;
2. Carcinoma Epitelial-Mioepitelial (CEME) — 12 casos;
3. Carcinoma Mioepitelial (CME) — 5 casos;

4. Adenocarcinoma Polimorfico de Baixo Grau (APBG) — 7 casos
As neoplasias benignas foram distribuidas em 3 grupos:

1. Adenoma Pleomorfico (AP) — 20 casos;
2. Mioepitelioma (M) — 11 casos e

3. Adenoma de Células Basais (ACB) — 4 casos.

4.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

Os diagnésticos de todos os casos foram revistos por dois patologistas
(CN e AA) e, em cada um deles, os blocos que continham os fragmentos mais

representativos do tumor, foram selecionados para exame imunoistoquimico.
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4.3 TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

O Estudo imunoistoquimico, utilizando os anticorpos D2-40 (Dako),
CD10 (Neomarkers/Labvision — Clone 56C6) e actina musculo liso (Dako — clone
1A4), foi realizado no Laboratério de Patologia Experimental (CAISM, UNICAMP),
seguindo protocolos previamente estabelecidos, conforme segue:. Nos blocos
selecionados, de cada caso, foram feitas sec¢cbes de 4um de espessura e 0
material colocado em laminas tratadas com solucdo de organossilano a 4% em
acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano, SIGMA cdédigo A3648). A seguir, foram
colocadas em estufa a 110°C por uma hora, antes do inicio do processo de
coloracao imunoistoquimico. A desparafinizagao foi feita com trés banhos de xilol,
o primeiro a 110°C e os dois Ultimos a temperatura ambiente, para retirar o
excesso de parafina. Em seguida, foi realizada a hidratagdo em dois banhos de
alcool absoluto, posteriormente, em banhos de alcool, em concentracdes
decrescentes de 80% e 50%, depois foram lavadas em &agua corrente e em
seguida, em agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito através
de trés banhos de imersao em solucao de peréxido de hidrogénio (H2O2) a 10% a
temperatura ambiente, por trés minutos cada, seguidos de lavagem em agua
corrente e passagem por agua destilada. A recuperagcao antigénica foi realizada
pela imersdo das laminas em solucao tampao de Tris - EDTA, pH 8.9, para o
CD10 e o D2-40 e em citrato, pH 6.0, para a a- actina de musculo liso (1A4)
utilizando-se o calor umido da panela a vapor T-fal (Steam Cuisine Hi-Speed 700)
a 95°C por 30 minutos, para os trés anticorpos. Apos esfriarem durante 15

minutos, as laminas foram lavadas em agua corrente e destilada, permanecendo
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em solugédo tampao fosfato (PBS). Posteriormente, pingou-se sobre os cortes o
bloqueador de proteinas (Dako x0909) deixando-o agir por 30 minutos a 37°C. Em
seguida, realizou-se a reagao antigeno-anticorpo primario, na qual os anticorpos
primarios D2-40, CD10 e a- actina musculo liso (1A4) foram gotejados sobre os
cortes histologicos nas diluicdes de 1:200, de 1:50 e de 1:200, respectivamente e
incubados em camera Uumida por 30 minutos em estufa a 37°C, permanecendo,
em seguida, em camara Umida a 4°C por 16-18horas (“overnigth”). Apds a
incubacdao, as laminas foram lavadas trés vezes em solucao salina tampao (PBS),
por trés minutos cada, a temperatura ambiente, para retirada do excesso do
anticorpo primario. A deteccao do anticorpo primario foi efetuada utilizando-se o
Sistema EnVision Plus (Dako). O sistema foi gotejado sobre os cortes histol6gicos
que permaneceram, durante uma hora, em camara umida a 37°C. Em seguida, as
laminas foram submersas em solucdo salina tampao (PBS), a temperatura
ambiente. A coloragdo foi realizada utilizando o DAB (3,3-tetra-hidrocloreto de
diaminobenzidina, SIGMA, cédigo D5637), cromdgeno de cor marron que
impregnou os locais onde ocorreu a seguinte reacao: HoO> — HoO + 2 Os. As
laminas foram mergulhadas na seguinte solucdo: 60mg de DAB, 1500 mL de
peroxido de hidrogénio e 1000 mL de DMSO - todos diluidos em 100 mL de
solucdo salina tampao PBS por 5 minutos a 37°C. A seguir, foram submetidas
novamente a lavagem em agua corrente e passagem por agua destilada. A contra-
coloracéo foi realizada com hematoxilina de Harris (Merck), durante 15 segundos,
a temperatura ambiente, com posteriores lavagens em agua corrente e destilada.
A sequir, a desidratacao foi feita pela passagem das laminas em trés banhos de

alcool absoluto e de xilol. A montagem foi feita colocando-se as laminulas sobre
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os cortes histoldgicos utilizando-se a resina histoldégica Entellan (Merck, cédigo

7961), estando entéo, prontas para leitura ao microscopico éptico.

4.4 AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

A positividade dos marcadores foi evidenciada pela coloragdo marrom.
Nos casos corados com os anticorpos CD10 e D2-40, as células positivas exibiam
os padrdes de coloracao dos tipos membrana/luminal e citoplasmatico. Nos casos

corados com o anticorpo 1A4, a positividade foi apenas citoplasmatica.

Os controles internos, para o anticorpo CD10, foram células
mioepiteliais de glandula salivar normal e para o D2-40 foram endotélio dos vasos
linfaticos e células mioepiteliais de glandulas salivares normais. Para o 1A4, os
controles internos foram células musculares lisas de vasos sangilineos e células

mioepiteliais da glandula salivar normal.

A avaliacdo de positividade e de intensidade da reagao

imunoistoquimica foi realizada em pequeno aumento (4x):

a) as células tumorais positivas foram classificadas quanto a sua

histogénese (mioepitelial ou epitelial) e foi utilizada uma escala semi-
quantitativa para estabelecer os seguintes scores:
« Negativa: coloragdo ausente ou <10% (das células examinadas);
e 1+:210% - < 25% (das células examinadas) — fraca intensidade;
o 2+:225% - <50% (das células examinadas) — média intensidade;
e 3+:250% (das células examinadas) — forte intensidade.
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b) as células estromais da reacao desmoplasica a infiltracdo
carcinomatosa foram avaliadas, sendo consideradas positivas

apenas 0s casos que continham mais de 10% de células coradas.

4.5 AVALIACAO CLINICA

As informagbes clinicas foram obtidas dos prontuarios médicos do
SAME (Servico de Arquivo Médico) do Hospital das Clinicas — UNICAMP. O
Carcinoma Adendide Cistico (CAC), por representar o grupo com maior numero de
casos desse estudo, foi 0 Unico no qual a expressao dos marcadores CD10 e D2-
40 p6de ser correlacionada com fatores progndsticos (estadiamento, recidiva local

e metastases).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Realizada pelo Servico de Estatistica da Comissao de Pesquisa da

FCM/UNICAMP. Foram utilizados os seguintes testes:

1. Qui-quadrado e exato de Fisher - para comparar as variaveis
categoricas entre os grupos (para valores esperados menores que
3);

2. Mann-Witney - para comparar as variaveis continuas entre os
grupos;

3. Cochran - para comparar a expressao da positividade entre os trés
marcadores nas células tumorais (de forte intensidade >50%) e no

estroma.
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4. Friedman - para comparar a expressao da positividade entre os trés
marcadores, nas células tumorais das neoplasias malignas e
benignas, tanto para as amostras gerais, como para 0s grupos do
Carcinoma Adendide Cistico (CAC), Carcinoma Epitelial Mioepitelial
(CEME), Adenoma Pleomorfico (AP) e Mioepitelioma (M), que foram

as neoplasias mais freqUentes.

5. McNemar — para comparar amostras dependentes, relacionadas ou
pareadas, ou seja, para comparar a expressao entre dois

marcadores num mesmo grupo de neoplasias.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou

seja, p<0,05.
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5. Resultados
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5.1 DADOS GERAIS

5.1.1 EXPRESSAO DE CD10 E D2-40 EM ESTRUTURAS NORMAIS DAS
GLANDULAS SALIVARES

Estes dois anticorpos sdo expressos nas células mioepiteliais normais
das estruturas acinares e dos ductos intercalados, sendo que CD10 apresenta
maior expressao nas células mioepiteliais acinares e D2-40 nas células dos ductos
intercalados. Os padrdoes de expressoes observados foram predominantemente

citoplasmaticos e/ou de membrana para o CD10 e citoplasmatico para D2-40

(Fig 1).

5.1.2 CARCINOMAS SALIVARES COM DIFERENCIAGAO MIOEPITELIAL:

Dos 44 carcinomas examinados, 71,87% (23/32) eram mulheres e
28,12% (9/32) homens, as idades variaram de 19 a 72 anos (Mo= 49 anos).
Destes, 58,83% (17/31) acometeram as glandulas salivares menores e 45,16%
(14/31) as maiores. As frequéncias entre os quatros grupos examinados estdo

demonstradas na figura 2 e os seguintes achados foram observados:

5.1.2.1 - Carcinomas Adendides Cisticos (CAC) — corresponderam a
45,45% (20/44) dos carcinomas, sendo 73,68% (14/19) mulheres e 26,31% (5/19)
homens, com idades entre 19 e 65 anos (Mo= 47 anos). Destes, 52,94% (9/17)
acometeram as glandulas salivares maiores e 47,06% (8/17) as menores. As
proporcdes entre os tipos histoldgicos tubulares/cribriformes e sélidos (Barnes et

al., 2005), foram semelhantes (50% para cada tipo). O estadio T4 foi mais
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freqUente, correspondendo a 53,33% (8/15) dos casos. As recidivas locais

ocorreram em 20% (3/15) dos casos e as metastases em 40% (6/15).

5.1.22 - Carcinomas Epiteliais-Mioepiteliais (CEME) -
corresponderam a 27,27% (12/44) dos casos, sendo 60% mulheres e 40%
homens. As idades variaram entre 37 a 72 anos (Mo= 55 anos). Destes, 83,33%

acometeram as glandulas salivares maiores e 16,66% as menores.

5.1.2.3 - Adenocarcinomas Polimérficos de Baixo Grau (APBG) -
representaram 15,91% (7/44) dos casos, sendo 83,33% mulheres e 16,67%
homens. As idades variaram entre 25 a 56 anos (Mo= 46 anos). Destes, 100%
ocorreram nas glandulas salivares menores, sendo 85,71% localizadas no palato e

14,29% na lingua.

5.1.2.4 - Carcinomas Mioepiteliais (CME) — corresponderam a 11,36%
(5/44) dos casos. Nestes, as informagdes clinicas foram escassas e em apenas
dois casos, um deles acometendo um homem e o outro uma mulher de 69 anos de

idade, cuja lesdo acometia glandula salivar menor.
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Figura 1 — Glandula salivar normal — (A e B)- D2-40 expressao nas células mioepiteliais acinares e
dos ductos intercalados, mais acentuada ao redor dos ductos intercalados. (C e D)- CD10 —
expressao mais acentuada nas células mioepiteliais acinares (40X e 400X).
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Figura 2 — Frequéncia dos carcinomas salivares com diferenciagdo mioepitelial.
CAC: (Carcinoma Adendide Cistico); CEME:(Carcinoma Epitelial-Mioepitelial);
APBG:(Adenocarcinoma Polimérfico de Baixo Grau); CME: (Carcinoma
Mioepitelial).

5.1.3 NEOPLASIAS BENIGNAS COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

Dos trés grupos de neoplasias estudados, 56,52% (13/23) dos casos
eram mulheres e 43,48% (10/23) homens. As idades variaram entre 18 e 79 anos
(Mo= 48 anos), sendo as glandulas salivares maiores afetadas em 85,19% (23/27)
dos casos e as menores em 14,81% (4/27). As freqléncias entre 0s grupos estao

demonstradas na figura 3 e os achados encontrados foram os seguintes:

5.1.3.1- Adenomas Pleomérficos (AP) — corresponderam a 57,14%
(20/35) das neoplasias benignas com idades entre 18 e 79 anos (Mo= de 46
anos). Destes, 52,94% (9/17) eram mulheres e 47,06% (8/17) eram homens. As

glandulas salivares maiores foram acometidas em 100% dos casos.
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5.1.3.2 - Mioepiteliomas (M) — corresponderam a 31,43% (11/35) dos
casos, sendo 75% mulheres e 25% homens, com idades entre 57 e 60 anos (Mo=
58 anos). A localizagéo foi equitativa entre as glandulas salivares maiores (50%) e

menores (50%).

5.1.3.3 - Adenomas de Células Basais (ACB) - menor grupo,
correspondendo a 11,43% (4/35) dos casos com propor¢des equitativas (50%)
entre homens e mulheres. A faixa etaria variou entre 41 e 65 anos (Mo= 53 anos)

e 75% das lesdes localizavam-se nas glandulas salivares maiores.

20

15

10

0+

'm NUMERO DE CASOS

Figura 3 — Freqiiéncia das Neoplasias Benignas com diferenciagcdo mioepitelial.
AP (Adenoma Pleomérfico); M (Mioepitelioma); ACB (Adenoma de Células
Basais).

5.2 IMUNOEXPRESSAO DO CD10 (CALLA/NEP 24.11)

A expressado de CD10 foi detectada apenas em células com morfologia
mioepitelial e em células fusiformes do estroma associado ao carcinoma. Em

algumas neoplasias, pequena quantidade de células com morfologia epitelial
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(<10% das células neoplasicas) foram CD10 positivas e, portanto, a imuno-

expressao deste marcador foi considerada negativa neste tipo celular.

5.2.1 - NOS CARCINOMAS SALIVARES COM DIFERENCIACAO
MIOEPITELIAL

5.2.1.1- Nas Células Mioepiteliais: considerando os carcinomas em
geral, a negatividade para esse marcador ocorreu em 72,73% (32/44) dos casos.
No entanto, entre os quatro grupos estudados, houve diferenga significante
(p<0.001). O Carcinoma Epitelial-Mioepitelial (CEME) apresentou expressao
nessas células em 83,33% (10/12) dos casos (Fig.4), sendo de forte intensidade
em 33,33% (4/12) deles (Tabela 1). Os Carcinomas Adendides Cisticos e os

Adenocarcinomas Polimérficos de Baixo Grau ndo expressaram esse marcador.

e T X o o = - o 4
Figura 4 — CEME (carcinoma epitelial-mioepitelial -400X)- CD10 - expressao
intensa, nas células mioepiteliais neoplasicas, de padrdes membranoso
(predominante) e citoplasmatico.
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TABELA 1 — Expressédo do CD10 nas células mioepiteliais entre os grupos de carcinomas

GRUPOS DE CARCINOMAS SALIVARES COM

CD10 NAS CELULAS DIFERENCIAGAO MIOEPITELIAL (No. de casos (%))
MIOEPITELIAIS
CAC CEME CME APBG
0 20/20 (100%) 2/12 (16.67%)  3/5(60%)  7/7 (100%)
>10-50% 0 6/12 (50%) 2/5 (40%) 0
>50% 0 4/12 (33,33%) 0 0

Teste exato de fisher (p< 0.001).

5.2.1.2- No estroma tumoral - considerando os carcinomas em geral,
foram observadas células estromatosas positivas, na borda invasiva ou no interior
da neoplasia, em 38,64% (17/44) dos casos. Entre os quatro grupos de
carcinomas, apenas o Adenocarcinoma Polimérfico de Baixo Grau nao expressou
esse marcador. Os demais carcinomas o expressaram, porém, a diferenca entre
eles nao foi significante (p=0.097). A correlagdo entre a expressao do CD10 nas
células mioepiteliais e do estroma tumoral, entre os grupos de carcinomas, esta

demonstrada na figura abaixo (Fig.5).

Resultados
79



90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

PERCENTUAL (%)

A

CAC

CEME

APBG

m CM-CD10+

0

83,33

0

O CE-CD10+

45

41,67

0

Figura 5 — Expressdo do CD10 nas células mioepiteliais (CM) e do estroma tumoral
(CE) entre os grupos de carcinomas.

5.2.1.3 — No Carcinoma Adendide Cistico — um dos tipos mais
comuns em glandulas salivares e o mais freqlente nesse estudo, o CD10 foi
expresso em 45% (9/20) dos casos apenas nas células estromatosas associadas
a infiltragcdo carcinomatosa. A andlise estatistica entre os casos CD10 positivos e
CD10 negativos, nas células estromatosas, nao apresentou diferencas
significantes quando comparadas com o0s parametros clinico-patolégicos dos
pacientes (tipo histolégico, género, local, tamanho do tumor, recidiva local e
metastases). Em relacdo a transformacdo maligna para alto grau
(desdiferenciada), em trés casos coexistiam d&reas convencionais com areas

desdiferenciadas, nas quais o padrdao morfolégico era de adenocarcinoma ou de

carcinoma solido pouco diferenciado. Em nenhum desses casos foi observada
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diferenca de expressdo do CD10 entre a area desdiferenciada e a convencional

(tabela 2).

TABELA 2 - Correlagdo dos parametros clinico-patolégicos com a expressao do CD10 nas células
estromatosas associadas a infiltracdo carcinomatosa.

] EXPRESSAO DO CD10
PARAMETROS No de casos. (%)

y VALOR DE p

CLINICOS NEGATIVA POSITIVA
*Tipo

4/10 (40%)

1 6/10 (60%)
> 7/10 (70%) 3/10 (30%) 0.370
Género
F 10/14 (71,43%) 4/14 (28.57%) 0111
M 1/5 (20%) 4/5 (80%) '
**Local
GSMaior 4/9 (44,44%) 5/9 (55,56%) 0637
GSMenor 5/8 (62,50%) 3/8 (37,50%) '
Estadio
T1/T2 5/7 (71,43%) 2/7 (28,57%) 0315
T4 3/8 (37,50%) 5/8 (62,50%) :
Recidiva Local
Sim 2/3 (66,67%) 1/3 (33,33%) 1.000
Nao 7/12 (58,33%) 5/12 (41,67%) :
Metastases
Sim 4/6 (66,67%) 2/6 (33,33%) 1.000
Nao 5/9 (55,56%) 4/9 (44,44%) :

*Tipo 1 (CAC tubular/cribiriforme); Tipo 2 (CAC sélido); **GS (glandula salivar).

5.2.3 - COMPARACAO ENTRE AS EXPRESSGE§ DO CD10 E DA a-AML NOS
CARCINOMAS SALIVARES COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

5.2.3.1- Nas células mioepiteliais — houve diferenca significante
(p<0.001) entre os dois marcadores, considerando a amostra geral dos

carcinomas. A a-AML foi expressa em 88,64% (39/44) dos casos e o CD10 em
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apenas 27,27% (12/44) (Fig 6). Considerando os grupos de carcinomas, as
diferengas foram significantes no grupo dos carcinomas adendides cisticos

(p<0.001) e dos adenocarcinomas polimorficos de baixo grau (p=0.014) (Fig.7).

00
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CM-CD10 CM-AML
m NEGATIVA 72,73 11,36
O POSITIVA 2727 88,6

Figura 6 — Expressao do CD10 e da a- AML nas células mioepiteliais da amostra geral dos
carcinomas (p<0.001)
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Figura 7 — Expressdes do CD10 versus a-AML nas células mioepiteliais entre os grupos de

carcinomas. CM

(células mioepiteliais),

CAC (carcinoma adendide cistico); CEME

(carcinoma epitelial-mioepitelial); APBG (adenocarcinoma polimérfico de baixo grau); CME

(carcinoma mioepitelial).

5.2.3.2- Nas células estromatosas da reacao desmoplasica ao
tumor - também houve diferenca significativa (p=0.007) entre ambos,
considerando a amostra geral. O CD10 foi expresso em 38,64% (17/44) dos casos
e a a-AML em apenas 11,36% (5/44) (Fig.8). Considerando os grupos de
carcinomas, a diferenca entre ambos marcadores foi significativa (p<0.003)
apenas no carcinoma adendide cistico (Fig.9). Observamos que as areas que

expressaram positividade para o CD10 n&o coincidiram com aquelas que

expressaram a a- actina de muasculo liso.
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Figura 8 — Expressado do CD10 e da a- AML nas células estromatosas da amostra geral dos
carcinomas (p=0.007)
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Figura 9 — Expressdes do CD10 versus a-AML nas células estromatosas entre os grupos
de carcinomas. CE- (células estromatosa); CAC (carcinoma adendide Cistico); CEME
(carcinoma epitelial-mioepitelial); APBG (adenocarcinoma polimérfico de baixo grau); CME
(carcinoma mioepitelial).
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5.2.3.3 Nos Carcinomas Adendides Cisticos (CAC) — houve diferenca
estatisticamente significante entre estes dois marcadores, tanto nas células
mioepiteliais (p<0.001), quanto nas células estromatosas (p=0.003). As células
mioepiteliais foram 100% negativas para CD10 e em 90% (18/20) dos casos
expressaram a-AML sendo que, com este marcador, a positividade foi de forte
intensidade em 40% das neoplasias (Fig.10). Nas células estromatosas, o CD10
foi expresso em 45% (9/20) e o a-AML foi negativo em 100% dos casos
(reforcando que o CD10 e o a-AML marcam células estromatosas distintas) (Fig.

11).

\
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E 50
S 40
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0,
CM-CD10+ | CM-AML+ | CE-CD10+ | CE-AML+
m NEGATIVAS 100 10 55 100
O POSITIVAS 0 90 45

Figura 10 — Expressées do CD10 e da a- AML nas células mioepiteliais (CM) e
estromatosas (CE) dos carcinomas adendides cisticos.
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Figura 11 — Carcinoma adenoide cistico - ( ): CD10 — marcada expressao nas células do
estroma tumoral; (B e D): a- AML — negatividade nas células do estroma tumoral e positividade nas
células mioepiteliais malignas (40x).

5.2.3.4 - Nos Carcinomas Epiteliais-Mioepiteliais (CEME) — nao
houve diferenca significativa entre ambos marcadores, tanto nas células

mioepiteliais (p=1.000), quanto nas estromatosas (p=0.414).

5.2.3.5 - Nos Adenocarcinomas Polimorficos de Baixo Grau (APBG) -
CD10 foi negativo em 100% das células mioepiteliais e estromatosas. Entretanto,
a a-AML foi expressa em 85,72% (6/7) dos casos nas células carcinomatosas e

em 28,57% (2/7) nas células estromatosas (Fig.12).
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Figura 12 — Adenocarcinoma polimorfico de baixo grau. (A) — CD10: auséncia de expressao nas
células estromatosas e mioepiteliais. (B)- a- AML — expressdo nas células mioepiteliais
neoplasicas, padrao de membrana e citoplasmatico (100x).

5.2.4 NAS NEOPLASIAS BENIGNAS COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

Na amostra geral, a maioria destes tumores nao expressou CD10, nem
nas células mioepiteliais (74,29% dos casos), nem nas estromatosas (97,14% dos
casos). Entre os grupos de neoplasias, ndo houve diferenga significativa (p=0.734)
na sua expressao que foi discreta, sendo maior no Adenoma Pleomérfico (30%

dos casos) e totalmente negativa no Adenoma de Células Basais (Fig.13).

Resultados
87



30 -

251

20

15

Percentual

10

5,

0 i
AP M ACB

B CM-CD10+ 30 27,27 0
0 CE-CD10+ 0 9.08 0

Figura 13 — Expressao do CD10 nas células mioepiteliais (CM) e estromatosas (CE) das
neoplasias benignas.

5.2.5 COMPARACAO ENTRE AS EXPRESSC)Eﬁ DO CD10 E DA a- AML NAS
NEOPLASIAS BENIGNAS COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

5.2.5.1 Nas células mioepiteliais — considerando a amostra total,
houve diferenca significativa (p=0.005) entre esses dois marcadores, sendo a a-
AML expressa em 60% (21/35) dos casos e o CD10 em 25.71% (9/35). Entre os
grupos de neoplasias, 0 Adenoma Pleomérfico (neoplasia mais freqiiente nesse
estudo) apresentou diferenca significativa (p=0.011), entre esses dois marcadores

nas células mioepiteliais (Fig 14).
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Figura 14 — Expressdes do CD10 e da a- AML nas células mioepiteliais das neoplasias
benignas

5.25.2 Nas células estromatosas — esses dois marcadores
apresentaram expressdes minimas, sem significancia estatistica, tanto na amostra

geral (p=0.607) como entre os grupos mais freqlentes, Adenomas Pleomérficos e

Mioepiteliomas (p=0.368).

5.3 IMUNOEXPRESSAO DA PODOPLANINA (D2-40)

Expressao de D2-40 foi observada apenas nas células com morfologia
mioepitelial. Nas células epiteliais e estromatosas associadas ao carcinoma, a

expressao foi negativa em todos os casos.
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5.3.1 NOS CARCINOMAS SALIVARES COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

As maiores expressoes foram verificadas nas células mioepiteliais
dos carcinomas adendides cisticos (80% dos casos) que apresentaram forte
positividade (em mais de 50% das células mioepiteliais) em 30% dos casos. Nos
Carcinomas Mioepiteliais e Epiteliais-Mioepiteliais, a positividade foi cerca de 60%
para ambos (Fig 15). O Adenocarcinoma Polimérfico de Baixo Grau (APBG) foi o
unico que nao expressou esse marcador e, portanto, a diferenca em relacao aos
demais foi significativa (p= 0,002).Nao houve expressao nas células estromatosas

em nenhum dos grupos de carcinomas. (Tab.3).

Flgura 15 — Expressao do D2 40 nas ceIuIas mloepltellals do carcinoma epltellal mloepltellal (A)
carcinoma adendide cistico (B) (100x).
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TABELA 3 - Expressao do D2-40 nas células mioepiteliais entre os grupos de carcinomas com
diferenciagdo mioepitelial

EXPRESSAO CAC CEME CME APBG
DO D2-40 No. (%) No. (%) No. (%0 (No.%)
0 4/20 (20%) ( 415-/(;720/0) 2/5 (40%)  7/7 (100%)
>10-25% 3/20 (15%) . 22, " 2/5 (40%) 0 (0%)
26-50% 720 (35%) g5 g?o/) 1/5 (20%) 0 (0%)
~50% 6/20 (30%)  3/12 (25%) 0 (0%) 0 (0%)

Teste exato de Fisher( p=0.047)

5.3.2 - COMPARACAO ENTRE AS EXPF{ESS(7)ES~ DO D2-40 E DA a- AML NOS
CARCINOMAS SALIVARES COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

5.3.2.1 - Nas células mioepiteliais — houve diferencas significativas
entre esses dois marcadores (p=0.003), na amostra total, devido a auséncia de
expressdao de D2-40 nos APBG e a positividade da a- AML em 85.71% deles.
Considerando os quatro tipos de carcinoma em conjunto, o D2-40 foi expresso em

59,09% (26/44) dos casos e a a- AML em 88,64% (39/44).

5.3.2.2 - Nas células estromatosas da reacao desmoplasica ao
tumor - na amostra total, também houve diferencas significativas entre esses
marcadores (p=0.025). O D2-40 foi negativo em 100% dos casos, enquanto que a
a-AML foi positivo em 11,36% (5/44). As expressdes do D2-40 nas células
mioepiteliais e estromatosas, na amostra geral dos carcinomas, comparadas as

expressdes da a-AML, estao dispostas no grafico abaixo (Fig.16)
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Figura 16 — Expressdes do D2-40 versus a-AML nas células mioepiteliais e
estromatosas na amostra geral dos carcinomas

5.3.2.3 - Nos Carcinomas Adenodides Cisticos (CAC) — nao houve
diferengas significativas nas expressdes desses dois marcadores, tanto nas
células mioepiteliais quanto nas estromatosas. Nas células mioepiteliais, o D2-40
foi expresso em 80% (16/20) dos casos e a a- AML em 90% (18/20). Nas células
estromatosas da infiltracdo carcinomatosa, ambos marcadores foram negativos.
N&o foi encontrada correlagédo entre expressao do D2-40 nas células mioepiteliais
e fatores prognédsticos do CAC (tipo histoloégico, género, local, tamanho do tumor,
recidiva local e metastases). Nos trés casos com transformacdo para alto grau,

apenas as células mioepiteliais residuais expressaram D2-40.

5.3.2.4 - No Carcinoma Mioepitelial (CME)- o D2-40 foi positivo em
60% (3/5) dos casos € a a- AML em 100% deles. As células do estroma tumoral

foram negativas para ambos os marcadores.
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5.3.2.5 - No Carcinoma Epitelial-Mioepitelial (CEME) — ndo houve
diferenca significativa entre esses marcadores, embora a expressdo do D2-40 nas
células mioepiteliais tenha sido menor (58,33% dos casos) do que a da a- AML
(83,33% dos casos). Nas células estromatosas, ndo houve expressédo do D2-40 e

o a- AML foi expresso em apenas 25% (3/12) dos casos.

As expressoes do D2-40 e da a- AML nas células mioepiteliais entre os grupos

de carcinomas estao dispostas no grafico abaixo (Fig. 17).

5.3.2.6 — No Adenocarcinoma Polimérfico de Baixo Grau (APBG) —
este foi o Unico tipo de carcinoma que nao expressou o D2-40, nem nas células

mioepiteliais , nem nas estromatosas.
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Figura 17 — Expressdes do D2-40 e da a-AML nas células mioepiteliais
entre os grupos de carcinomas.
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5.3.3 - NAS NEOPLASIAS BENIGNAS COM DIFERENCIAGAO MIOEPITELIAL

5.3.3.1- Nas células mioepiteliais — nao houve diferenga significativa
entre os trés grupos de neoplasias. O Adenoma de Células Basais foi o grupo com

a maior expressao (50% dos casos).

5.3.3.2 - No estroma tumoral — ndo houve expressdo em nenhum dos

trés grupos de neoplasias.

5.3.4 - COMPARACAO ENTRE AS EXPRESSOE~S DO D2-40 E DA a-AML NAS
NEOPLASIAS BENIGNAS COM DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

5.3.4.1- Nas células mioepiteliais (Fig.18) — nao houve diferenca
significativa entre esses dois marcadores, na amostra total. Entre os grupos, a

diferenca foi significante no grupo dos adenomas de células basais (p=0,046).

5.3.4.2- Nas células estromatosas (Fig.18) — também nao houve
diferengas significativas entre ambos, tanto na amostra total, quanto entre os
tumores. A expressao do D2-40 foi negativa em todas as neoplasias e a a- AML foi

expressa em apenas 5% dos casos dos Adenomas Pleomorficos (AP).
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Figura 18 — Expressbées do D2-40 e da a-AML nas células mioepiteliais (CM) e
estromatosas (CE) da amostra geral das neoplasias salivares benignas

Os dados clinicos e os resultados da imunoistoquimica (CD10, D2-40 e

a-AML), de todos os casos estudados, estdo dispostos nas tabelas 4 (neoplasias

malignas) e 5 (neoplasias). As legendas utilizadas foram as seguintes:

« Tipo (histolégico) 1: Tubular/cribiriforme

« Tipo (histoldgico) 2: Sélido

« Rec. Local (recidiva local): 1- Sim/ 2 - Nao

o Metastases: 1- Sim/ 2 - Nao

e TU-imunoexpressao nas células mioepiteliais tumorais

o E —imunoexpresséo nas células estromatosas
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TABELA 4 — Dados clinicos e resultados da imunoistoquimica dos carcinomas salivares com diferenciacdo mioepitelial

GRUPO TU BIOPSIA TIPO DADOS CLINICOS CD10 D2-40 AML

CAC (20) SEXO | IDADE | LOCAL | ESTADIO | REC.LOC. | METAST. | TU >50% E| TU >50% E| TU >50% E
1 13221/94 2 F 48 1 T1 2 1 0 0 0 2 0 0 3 + 0

2 3938/96 1 M 60 2 T4 1 2 0 0 0 3 + 0 2 0 0

3 7687/96 2 F 44 1 T2 2 2 0 0 0 2 0 0 3 + 0

4 6576/98 2 F 55 2 T4 2 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0

5 455/99 1 F 52 1 T4 1 2 0 0 2 1 0 0 3 + 0

6 2742/99 2 M 65 1 T4 0 0 0 0 2 2 0 0 1 0 0

7 210/00 2 F 45 1 T1 2 1 0 0 0 0 0 0 3 + 0

8 5143/00 1 F 29 2 0 1 2 0 0 0 2 0 0 3 + 0

9 1613/03 1 F 49 2 T4 2 1 0 0 2 2 0 0 1 0 0

10 3386/03 1 M 30 1 T1 2 2 0 0 2 2 0 0 0 0 0

11 2156/04 1 M 44 1 T1 2 2 0 0 2 3 + 0 2 0 0

12 6435/04 2 F 63 0 T4 2 1 0 0 0 3 + 0 3 + 0

13 7970/04 2 F 27 1 T4 2 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0

14 23549/04 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 + 0 1 0 0

15 287/05 1 F 55 2 T1 2 2 0 0 0 2 0 0 2 0 0

16 3894/05 1 F 54 2 0 2 1 0 0 2 3 + 0 1 0 0

17 6404/05 1 F 19 2 0 0 0 0 0 0 3 + 0 3 + 0

18 7885/06 2 F 64 1 T2 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0

19 S04-30541V 2 F 58 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 + 0
20 20818 1 M 42 2 T4 0 0 0 0 2 1 0 0 2 0 0
CEME (12) BIOPSIA TIPO | SEXO | IDADE | LOCAL | ESTADIO | REC.LOC. | METAST TU >50% E| TU >50% E| TU >50% E
1 13053/94 0 F 0 1 0 0 0 3 + 0 2 0 0 3 + 0

2 2798/98 0 M 70 2 0 0 0 1 0 2 3 + 0 0 0 0

3 10881/00 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 +

4 2101/03 0 M 44 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 3 + 0

5 4408/04 0 F 72 1 0 0 0 3 + 0 0 0 0 3 + 0

6 6840/05 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0 0 3 + +

7 485948 0 F 37 1 0 0 0 3 + 2 3 + 0 3 + 0

8 S501-8014 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 3 + 0

9 6008541 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 3 + 0 3 + 0

10 5033/07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 3 + 0

11 538451 0 0 0 0 0 0 0 3 + 0 0 0 0 3 + 0

12 3252/06 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 2 0 +
CME (5) BIOPSIA TIPO | SEXO | IDADE | LOCAL | ESTADIO | REC.LOC. | METAST TU >50% E| TU >50% E| TU >50% E
1 S503-3938 0 F 69 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 + 0

2 2601/04 0 M 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0 0

3 A-04-4722 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0 0

4 2177/06 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 2 0 0

5 4555/06 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 1 0 0 3 + 0
APBG (7) BIOPSIA TIPO | SEXO | IDADE | LOCAL | ESTADIO | REC.LOC. | METAST TU >50% E| TU >50% E| TU >50% E
1 568/94 0 F 25 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 591/94 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2

3 12719/95 0 F 50 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0

4 4504/96 0 F 50 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

5 7347/98 0 F 48 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

6 4581/99 0 F 56 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0

7 22385 0 M 50 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2




TABELA 5 — Dados clinicos e resultados da imunoistoquimica das neoplasias salivares benignas

L6

opeynsay

GRUPODETU | iomsia | TR0 DADOS CLINICOS CD10 D2-40 AML

MIOEPITELIOMA(11) SEXO | IDADE | LOCAL | REC.LOC.| TU | >50% |E| TU >50% E| TU >50% E
1 RV386/00] 0 | O 0 0 0 3 + |o| 3 N ol o 0 0

2 9872/01 | 0 | F | 57 2 0 1 0o ol 1 0 ol o 0 0

3 55059 | 0 | 0 0 2 0 0 0 o] o 0 ol o 0 0

4 35516 | 0 | F | 60 1 0 0 0 o] o 0 ol o 0 0

5 62820 | 0 | 0 0 1 0 3 T (o] 2 0 ol 2 0 0

6 1469 0| o 0 2 0 0 0 |o| o 0 ol o 0 0

7 6203 0| o 0 0 0 0 0 ol o 0 ol o 0 0

8 11456 | 0 | M 0 1 0 0 0 T 2 0 ol 3 n 0

9 12150 | 0 | 0 0 1 0 0 0 o] o 0 ol o 0 0

10 1429/97 | 0 | F 0 0 0 0 0 |0l o 0 ol 3 ; 0

11 6192 0| o 0 2 0 0 0 o] o 0 ol o 0 0
CQESE_NB(%'\QQEEM) BIOPSIA |TIPO | SEXO | IDADE | LOCAL |REC.LOC.| TU | 50% |E| TU | s50% |E| TU 550% c
1 410597 | 0 | 0 0 0 0 0 0 |0 2 0 ol 2 0 0

2 303205 | 0 | M | 65 1 0 0 0 o] o 0 ol 2 0 0

3 1534/96 | 0 | 0 0 1 0 0 0 o] o 0 ol 2 0 0

4 9979/06 | 0 | F | 41 1 0 0 0 o] 2 0 ol 3 N 0
P‘L\ESI\NA%'\;{(;'_\?QO) BIOPSIA |TIPO | SEXO | IDADE | LOCAL |REC.LOC.| TU | 50% |E| TU | s50% |E| TU >50% c
1 560294 | 0 | F | 40 i 0 0 0 o] 2 0 ol 1 0 0

2 12149/94 | 0 | F | 28 1 0 0 0o Jo| 1 0 ol o 0 0

3 6642195 | 0 | F | 55 1 0 0 0 |o| o 0 ol o 0 0

4 5902/96 | 0 | M | 34 1 0 2 0o |o]| 2 0 ol 1 0 0

5 10164196 | 0 | M | 55 0 0 0 0o |o| 1 0 ol 3 N 0

6 5513/97 | 0 | F | 33 1 0 0 0 ol o 0 ol o 0 0

7 12102097 | 0 | M | 47 1 0 0 0 o] o 0 ol 3 N 0

8 281198 | 0 | M | 39 1 0 0 0 o] o 0 ol 1 0 0

9 10635198 | 0 | M | 18 1 1 0 0o |o| 1 0 ol o 0 0

10 5746099 | 0 | 0 0 0 0 > 0 |0l o 0 ol o 0 0

11 5483199 | 0 | 0 0 0 0 0 0o Jo| 1 0 ol 1 0 0

12 11186/99 | 0 | F | 38 1 0 1 0 o] o 0 ol 1 0 0

13 11379/99 | 0 | F | 67 1 0 2 0o Jo| 1 0 ol 1 0 0

14 4669/00 | 0 | M | 53 1 0 > 0 |o| o 0 ol 1 0 0

15 8716/00 | 0 | M | 53 1 0 0 0 o] o 0 ol 1 0 N

16 120401 | 0 | M | 34 1 0 0 0 o] 1 0 ol 1 0 0

17 6112002 | 0 | F | 78 1 0 0 0 |o| o 0 ol 1 0 0

18 11493/02 | 0 | F | 79 1 0 1 0o Jo| 1 0 ol 2 0 0

19 180/03 | 0 | F | 39 1 0 0 0 |0l o 0 ol o 0 0

20 705003 | 0 | 0 0 0 0 0 0 ol o 0 ol 1 0 0
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O diagnostico das neoplasias salivares com diferenciagdo mioepitelial é
sempre uma tarefa desafiadora, mesmo para patologistas experientes. A
sobreposicdo de padrdes morfoldégicos observada entre estas neoplasias
favorecem o surgimento de dificuldades no diagnostico diferencial entre
neoplasias malignas e até mesmo entre malignas e benignas (Hubner et al.,1971;
Batsakis et al.,1980; 1982, 1999; Speight, 2002). Variacdes histomorfolégicas sédo
freqUentes em areas distintas de um determinado tipo de carcinoma assim como,
também sao freqlentes, as semelhancas histologicas entre carcinomas de tipos
histol6gicos e comportamentos clinicos distintos. Quando o material examinado
sao bidpsias incisionais, fragmentadas, principalmente de glandulas salivares
menores como as do palato, as dificuldades diagndsticas tornam-se ainda maiores

e o risco de erros, uma ameaca concreta (Dardick, 1987; Dardick, 1991).

Varios marcadores imunoistoquimicos tém sido empregados na rotina,
alguns com objetivo de esclarecer o diagnéstico e outros como marcadores de
prognéstico (Cheuk e Chan, 2007). Nos casos de dificuldades e duvidas
diagnésticas, o patologista podera recorrer a alguns marcadores que fornecem
indicios da histogénese da neoplasia, tais como: a) os marcadores de células
luminais (como as citoqueratinas, o antigeno carcino-embrionario ou antigeno
epitelial de membrana), b) os marcadores de células abluminais - mioepiteliais /
basais - (CK14, 34BE12, actina musculo liso, actina musculo especifica, calponina,
p63) e outros que marcam a proliferacdo celular ou produtos de oncogens tais
como: o Ki-67 (Luukkaa et al., 2005) o p53 (Papadaki et al., 1996, Luukkaa et al.,

2005) e o0 CD43 (Seethala at al, 2004, Woo et al., 2006). Embora tenha havido
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significativos avangos na genética molecular, a imunoistoquimica continua
crescendo, auxiliando no diagndstico mais preciso das neoplasias. Novos
anticorpos sao rapidamente langados no mercado e novas aplicagdes para velhos
anticorpos sao testadas, de modo que a investigacdo nesse campo da patologia

continua a avangar e a alterar conceitos previamente estabelecidos.

Dois anticorpos descobertos em periodos distintos, O CD10
(CALLA/NEP) (Ritz et al.,, 1980) e o D2-40 (Podoplanina) (Marks et al.,1990),
apresentam algumas semelhancas quando utilizados no tecido salivar. Ambos sé&o
expressos nas células mioepiteliais e, segundo estudos recentes, também estao
envolvidos na progressao tumoral, podendo ser utilizados, em alguns carcinomas,

como marcadores prognosticos (Dall’Era et al., 2007; Wicki e Christofori, 2007)

Esse estudo foi o primeiro a avaliar a expressdo desses dois
marcadores nas neoplasias salivares com diferenciagdo mioepitelial, tendo como
principais objetivos verificar suas expressées nas células mioepiteliais
neoplasicas, na reacao desmoplasica a infiltracdo carcinomatosa e sua potencial

correlacao com fatores prognésticos.

6.1 EXPRESSAO DO CD10

Este marcador tem se mostrado Util e seguro para solucionar varios
problemas diagnésticos (Mclntosh et al.,1999), tais como, na distincdo entre
sarcoma do estroma endometrial e tumores de musculo liso (Chu et al., 2000).

Além disso, por ter alta especificidade e sensibilidade para as células mioepiteliais
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da mama, tem sido considerado um marcador util para aquelas lesdes de dificil

diagnéstico (Moritani et al., 2002).

Nas glandulas salivares normais, nosso estudo mostrou que o CD10
marca as células mioepiteliais das estruturas acinares em freqiéncia e extensao
semelhante a da a- actina musculo liso, que é considerada um dos marcadores
mais Uteis na deteccao destas células neste érgao (Ogawa, 2003). Entretanto, nas
neoplasias salivares, mostramos que o CD10 €& um marcador de baixa
sensibilidade para as células mioepiteliais transformadas, visto que foi negativo na
vasta maioria das neoplasias benignas (74,29%) e malignas (72,73%). Em relacao
as células epiteliais neoplasicas, encontramos positividade para CD10 somente
em algumas delas (menos de 10%) e em poucos tumores, de tal modo que

consideramos a expressao do CD10 negativa neste tipo celular.

Apesar do CD10 ter sido negativo na maioria das neoplasias com
diferenciagdo mioepitelial, quando estas foram separadas conforme o tipo
histolégico, tornou-se evidente a significante diferenca de expressao nos
carcinomas epiteliais-mioepiteliais. Nestes tumores CD10 estava expresso nas
células mioepiteliais em 83,3% dos casos. Este marcador foi negativo em 100%
dos casos de carcinomas adendide cisticos, adenocarcinomas polimérficos de
baixo grau e adenomas de células basais, enquanto que nos adenomas
pleomérficos, mioepiteliomas e carcinomas mioepiteliais foi detectado em 30%,

27,7% e 40%, respectivamente.

Estes achados sugerem que o CD10 poderia ser de grande ajuda

apenas na identificacdo do carcinoma epitelial-mioepitelial. Num estudo recente
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compreendendo uma série de carcinomas epiteliais-mioepiteliais (Seethala et al.,
2007), foram reportados aspectos histoldégicos até entdo desconhecidos desta
neoplasia, incluindo formas encapsuladas e microinvasivas, aumentando ainda
mais o numero de lesdes salivares e ndo salivares, das quais este tumor deve ser
diferenciado. De um modo geral, devido a composi¢cdao bicelular (epitelial e
mioepitelial) e ao aspecto claro das células mioepiteliais, esta neoplasia deve ser
distinguida de outras neoplasias salivares com diferenciagao bicelular (tais como a
variante tubular do carcinoma adendide cistico e o adenoma pleomérfico) e de

neoplasias constituidas predominantemente por células claras.

Em relacdo aos tumores salivares bifasicos, os nossos achados
sugerem que o CD10 poderia ser um marcador Util para separar carcinomas
epiteliais-mioepiteliais da variante tubular do carcinoma adendide cistico, pois a
diferenca de expressao deste marcador nestes tumores € significante (83% versus
0%). Neste sentido, CD10 podera ser particularmente valioso em bibpsias
incisionais, onde, ndao raro, apenas um padrao da neoplasia esta presente,
tornando a distincdo entre o carcinoma epitelial-mioepitelial e a variante tubular do
carcinoma adendide cistico freqlientemente impossivel. Entretanto, em relacao ao
adenoma pleomorfico, nossos achados nao indicam que este marcador possa
fornecer uma ajuda relevante, visto que quase um terco deles apresenta
positividade para CD10, embora numa extensao tumoral freqiientemente menor

do que aquela que foi observada nos carcinomas epiteliais-mioepiteliais.

Em relacdo aos tumores compostos predominantemente por células

claras, particularmente quando a neoplasia € metastatica e com sitio primario
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desconhecido, CD10 € amplamente usado para separar carcinoma de células
renais (que é CD10 positivo) de outras neoplasias com células claras, entre elas o
carcinoma epitelial-mioepitelial (Avery et al., 2000). Entretanto, os nossos
achados, por mostrarem que este carcinoma pode ser freqientemente CD10
positivo, indicam que a distingdo entre carcinoma epitelial-mioepitelial e carcinoma

de células renais deve sempre se apoiar em outros marcadores.

Além da utilidade de CD10 como uma ferramenta auxiliar nos
diagnésticos diferenciais, é de interesse ressaltar que esta proteina desempenha
papel importante na biologia celular. Como é uma peptidase de superficie celular,
ela comporta-se como guardia das células contra pequenos peptideos, regulando
0 acesso destes aos seus receptores de superficie celular e, portanto, participando
do controle do crescimento e diferenciagdo nas células normais. Os estudos sobre
CD10 em células cancerosas baseiam-se, principalmente, na comparacao entre a
expressao na célula normal e na sua correspondente neoplasica. Deste modo,
tanto a superexpressao como a diminuicdo ou perda desta proteina tém sido
relatadas por diversos autores. A perda de expressdao de uma peptidase de
superficie celular, como CD10, poderia resultar em acesso aumentado de
peptideos levando a uma série de eventos, que sinalizariam para um aumento do
crescimento celular, migracéo, invasdo e promocado de sobrevida, contribuindo,
portanto, para o fenétipo maligno. Por outro lado, a superexpressdao de uma
peptidase de superficie celular poderia acarretar uma inativagdo maior de um
peptideo inibitério ou aumento na ativacao de um peptideo estimulante, através da

conversao de um pro-peptideo para a forma biologicamente ativa (Nanus, 2003).
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Nos tumores salivares com diferenciacdo mioepitelial, nossos resultados
mostraram que em relagcdo a correspondente normal, a maioria das células
neoplasicas mioepiteliais perde a expressdao de CD10. Estudos envolvendo uma
série de canceres pulmonares mostraram que a expressao de CD10
freqientemente ndo era detectavel nas células cancerosas, fato esse oposto
aquele notado nas células normais do epitélio respiratério (Sunday et al.,1992).
Além disso, Canju e colaboradores (1994) mostraram que em carcinomas
pulmonares nao-pequenas células, os niveis de expressdo do CD10 eram
inversamente relacionados aqueles do antigeno de proliferacdo nuclear (PCNA),
levando a hipétese de que o baixo nivel de CD10 poderia conferir vantagens
proliferativas para as células neoplasicas. Entretanto, nos nossos casos, a
expressao de CD10 esteve ausente em proporcoes semelhantes tanto nas células
mioepiteliais neoplasicas benignas como nas malignas, com excecao do
carcinoma epitelial-mioepitelial onde se manteve. Estes achados sugerem que o
CD10 poderia ter multiplos papéis, os quais poderiam variar em funcao do tipo de
neoplasia. Futuros estudos, possivelmente abordando técnicas moleculares, sao

necessarios para definir o papel do CD10 nos tumores salivares.

As células cancerosas e o estroma formam um ecossistema, no qual as
interagcées entre os componentes provocam alteragdes no estroma, que podem
contribuir para a invasdao neoplasica (Liotta e Kohn, 2001). Varios canceres
humanos, particularmente os adenocarcinomas, induzem uma reagado estromal
denominada de desmoplasia, que é semelhante ao tecido que se forma no reparo

das feridas (Dvorak, 1986).
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Este estroma reacional tem sido estudado nos carcinomas de mama e
cblon e, nestas neoplasias, é composto por fibroblastos, miofibroblastos, vasos
sanguineos e células imunes (Martin et al., 1996; Noel e Foidart, 1998). E
interessante ressaltar que estudos recentes sobre neoplasias originadas nestes
sitios (mama e célon) e em outros como bexiga, cavidade oral e nasofaringe
mostraram que as células estromatosas associadas ao tumor expressaram CD10,
numa porcentagem de casos que variou de 18% a 52,1% (Bilalovic et al.,
2004;.lwaya et al., 2002; Ogawa et al., 2002;Huang et al., 2005; Braham et al.,
2006). Nestes carcinomas, como a expressao de CD10 foi detectada quase que
exclusivamente dentro da area do crescimento invasivo, foi sugerido que ela seria
caracteristica do crescimento destrutivo das neoplasias malignas e um participante
importante da interacdo tumor-estroma (Ogawa, 2003). Além disso, como em
carcinomas do trato gastro-intestinal as células positivas para CD10
aparentemente eram positivas para a- actina musculo liso (Huang et al., 2005), foi
levantada a hipétese de que estas poderiam ser miofibroblastos. Estes sao
considerados o componente celular predominante na reagdo desmoplasica
induzida por varios tipos de tumores, incluindo aqueles que estdo associados a

expressao de CD10 no estroma.

O nosso estudo é o primeiro a analisar a expressao de CD10 no
estroma reacional associado ao carcinoma salivar. Neste sentido, a nossa série de
tumores com diferenciacdo mioepitelial € de particular interesse pois, nas
neoplasias com componente mioepitelial foram descritas diferencas significantes

no estroma associado ao tumor em comparagdo com outros carcinomas. Entre
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estas estdo maior depdsito de matriz extracelular e menor neoangiogénese
(Sterlicht and Barsky, 1997; Costa et al., 2008). Na nossa série de carcinomas
salivares com diferenciacdo mioepitelial encontramos que 38,64% deles
apresentavam expressédo de CD10 nas células estromatosas intratumorais e/ou no
fronte invasivo (CAC- 45% CD10 positivo no estroma e 100% negativo no tumor
versus CEME- 41,67% positivo no estroma e 83,34% no tumor) e que a freqiiéncia
desta alteragdo era semelhante em tumores positivos e negativos para CD10.
Entretanto, a distribuicdo das células estromatosas CD10 positivas nao
correspondia aquelas que eram positivas para a-actina musculo liso. Além disso,
exceto pelo APBG, a freqiiéncia de carcinomas com células estromatosas CD10
positivas foi maior que a dos tumores contendo células positivas para a actina
musculo liso. Estes resultados indicam que os carcinomas salivares com
diferenciacao mioepitelial apresentam proliferacdo de células estromatosas CD10
positivas: a) associada ao crescimento neoplasico invasivo e independente da
expressao de CD10 pelas células tumorais, b) semelhante a dos carcinomas de
outros sitios em termos de freqtiéncia, 38% em nossos casos versus 18% a 52%
nos outros e c) difere de outros carcinomas em relacao ao tipo de célula, visto que
estas, possivelmente, ndo sao miofibroblastos. Considerados em conjunto, os
nossos achados reforcam que a inducdo de expressdao de CD10 nas células
estromatosas é fenbmeno relacionado ao mecanismo de invasao neoplasica e,
além disso, acrescenta que ela possivelmente independe da composicao celular
do estroma reacional ao tumor (isto €, pode ocorrer em neoplasias com estroma
tanto rico como pobre em miofibroblastos) e da expressao de CD10 pelas células

neoplasicas.
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A expresséo estromal de CD10 tem sido relacionada a comportamentos
bioldgicos agressivos em algumas neoplasias, tais como carcinomas de mama,
colo-retal, oral e nasofaringeo (lwaya et al., 2002; Ogawa et al., 2002; Bilalovic et
al., 2004: Huang et al., 2005; Braham et al., 2006; Piattelli et al., 2006), mas nao
em outras como carcinomas de bexiga (Abdou, 2007). Em tumores com
correlacao positiva, a expressao de CD10 tem sido associada com aumento da
taxa de metastases linfonodais, recidiva local e estagio clinico avangado. Baseado
no fato que CD10 é estruturalmente semelhante a metaloproteinase e
estromelisina, foi proposto que esta enzima poderia criar um micro-ambiente que
poderia facilitar a invasao da células neoplasica e/ou metastases (lwaya et al.,
2002). Com a finalidade de verificar se a expressdao de CD10 pelas células
estromatosas poderia estar associada a comportamento biolégico, examinamos se
haveria correlagdo entre a expressdao da proteina e os parametros clinicos-
patolégicos nos carcinomas adendides cisticos. Este tumor foi escolhido por ser:
a) uma das neoplasias malignas mais comuns das glandulas salivares e b) o
grupo mais numeroso da nossa série permitindo, portanto, analise estatistica.
Desta analise constatamos que carcinomas adendides cisticos com e sem
expressao de CD10 no estroma associado ao tumor ndo apresentavam diferencas
significantes quanto a idade e género dos pacientes, localizagdo do tumor
(glandula menor versus maior), tamanho (T1/ T2 versus T3), recidiva local,
metastases e nem com a transformacao para alto grau. Quanto a esse ultimo item,
trés casos de carcinomas adendides cisticos apresentavam areas com
transformacdo para alto grau, nas quais o padrdo convencional do carcinoma

adendide cistico era substituido por adenocarcinoma pouco diferenciado ou
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carcinoma indiferenciado, conforme critérios descritos por Seethala e
colaboradores (2007). Nas areas transformadas, as células mioepiteliais
desapareciam gradualmente sendo que, em alguns ninhos carcinomatosos,
formavam uma unica camada celular comprimida na periferia destes e, em outros,
estavam completamente ausentes. Nestas areas com transformacdo para
adenocarcinoma ou carcinoma indiferenciado, era comum ocorrer desmoplasia do
estroma. Em todos os casos, com transformacéao para alto grau, ndo observamos
modificacdo da expressao de CD10 nestas areas, quando comparadas com as
convencionais dentro do mesmo tumor. Em todos esses carcinomas com
transformacao para alto grau, CD10 estava ausente nas células neoplasicas e no

estroma do tumor.

Esta falta de correlacdo entre a expressao estromal do CD10 e
parametros clinicos morfolégicos relacionados ao progndstico, observada em
nossos casos de carcinomas adendides cisticos, sugere que esta alteracao,
possivelmente, ndo afeta o comportamento biolégico deste tumor. Estes achados
sao semelhantes aqueles descritos em carcinomas de bexiga (Abdou, 2007) mas,
diferem daqueles relatados em carcinomas de mama, colo-retais, orais e

nasofaringeos.

As peptidases de superficie, familia a qual o CD10 pertence, possuem
atividades biol6gicas independentes de suas funcbes enzimaticas e estas
dependem de interac6es com outras proteinas. Estas interagdes podem governar
as funcdes das peptidases e resultar numa variedade de propriedades. Portanto,

poderia se especular que, em tumores onde CD10 foi correlacionado com
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comportamento tumoral agressivo, esta proteina poderia ter fungdes que diferem
daquelas onde néao existe tal associagao, tais como carcinomas adenoides cisticos

de glandulas salivares e carcinomas de bexiga.

6.2 PODOPLANINA (D2-40)

D2-40 € um anticorpo especifico contra a podoplanina humana, que é

uma glicoproteina transmembrana, sialomucina-simile.

Embora as fun¢des da podoplanina ainda ndo sejam completamente
conhecidas, evidéncias indicam que estas podem ser variadas. A expressao da
podoplanina nas células alveolares tipo | (Rishi et al.,1995 e Schacht et al., 2005)
e nos poddcitos glomerulares do rim indicam que pode ter fungcédo protetora nos
compartimentos com fluidos. Por outro lado, a forte expressao da proteina em
células que apresentam frequientes alteragdes na forma, mediadas por filamentos
(tais como, miofibroblastos da préstata, células mioepiteliais da mama e das
glandulas salivares, fibromiécitos dos testiculos e células do peri-neuro), sugerem
que poderia ter participacdo na reorganizacdo do citoesqueleto celular e
importante papel na mediacao das propriedades contrateis celulares. Além dessas
funcdes, também tem sido proposto um possivel papel na progressao tumoral,
onde estaria envolvida na mobilidade e migracao das células neoplasicas e na
invasao celular coletiva, fendtipo freqlientemente observado nos carcinomas

humanos (Wick e Christofori, 2007).
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Estudo recente do nosso grupo, em carcinomas originados em
adenomas pleomérficos (Soares et al., 2007), foi demostrado que tanto as células
mioepiteliais malignas como benignas foram positivas para D2-40 em quantidades
variaveis. Em apenas dois casos, D2-40 foi detectado em células epiteliais sendo
que, em ambos os tumores, estas células apresentaram fenétipo maligno e, em
um dos casos, o carcinoma era do tipo escamoso. Entretanto, em nenhum deles

foi encontrada correlacdo com metastases.

Na presente série de neoplasias salivares com diferenciacao
mioepitelial, encontramos positividade para D2-40 apenas nas células mioepiteliais
em 59% das malignas e em 42,86% das benignas. Em todos os casos, as células
epiteliais foram negativas. Quando as neoplasias foram separadas por grupos
histolégicos, D2-40 foi expresso em quantidades variaveis nas células
mioepiteliais de todos eles, exceto no adenocarcinoma polimérfico de baixo grau,
onde foi negativo. Comparando a expressao do D2-40 com a da a-actina de
musculo liso, embora a positividade para o primeiro fosse frequentemente menor,
a diferenca entre os dois marcadores nao foi significante. A Unica excecao foi o
adenocarcinoma polimérfico de baixo grau, que foi positivo para a a- actina de

musculo liso em 85,71% dos casos.

Nossos resultados sugerem que, em neoplasias salivares com
diferenciagdo mioepitelial, a podoplanina pode ser usada como marcador para
detectar a célula mioepitelial e que, nesta fungao, tem utilidade semelhante a da a-
actina musculo liso. Provavelmente, nestas células o papel da podoplanina estaria

relacionado com a organizacao do citoesqueleto, a semelhanca do que tem sido
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proposto para a ceélula mioepitelial normal da mama e da glandula salivar. Neste
sentido, na nossa série, o D2-40, também, apresentou positividade semelhante a
da a-actina muasculo liso nas células mioepiteliais das estruturas ductais da
glandula normal. Considerados em conjunto, esses achados sugerem que o papel
que esta proteina desempenha no citoesqueleto das células mioepiteliais normais
nao se modifica significantemente com a sua transformagdo neoplasica,
mantendo-se, inclusive, em freqiéncia semelhante tanto nas lesées benignas

como nas malignas.

Na literatura, a podoplanina tem sido amplamente usada para ressaltar
os vasos linfaticos e facilitar a deteccdo de émbolos carcinomatosos nessas
estruturas. Entretanto, como salientado por Schacht e colaboradores (2005), em
neoplasias de glandulas salivares, quando se pretender usar a podoplanina para
esta finalidade, é necessario cuidado na interpretacao dos achados, devido a alta
freqiéncia de positividade das células mioepiteliais normais e neoplasicas para
este marcador. Nestes casos, a dupla coloracdo usando D2-40 e outro marcador
para célula mioepitelial, tal como a citoceratina 14, pode auxiliar na separacao das

estruturas linfaticas (Soares et al., 2007).

Também esta descrito que o D2-40 cora os miofibroblastos (Schacht e
cols., 2005) que sao células estromatosas ativadas, tipicamente encontradas em
locais de remodelamento de tecidos, tais como no reparo de feridas e no estroma
reacional associado ao tumor (Sappino et al., 1990). Em carcinomas originados
em varios sitios, tais como, mama, célon, figado, pulméao, prostata e pancreas

(Kawase et al.,, 2008), os miofibroblastos sao componentes importantes do
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estroma reacional. Como observado anteriormente, os carcinomas salivares com
diferenciacdo mioepitelial, estudados na presente série, apresentaram pequena
quantidade de células estromatosas positivas para a-actina musculo liso em
apenas alguns casos. Em relagdo ao D2-40, nenhum caso mostrou positividade
nas ceélulas estromatosas, confirmando que carcinomas salivares com

diferenciagao mioepitelial produzem pouca ou nenhuma desmoplasia.
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7. Conclusoes
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7.1 EXPRESSAO DO CD10 EM NEOPLASIAS SALIVARES COM

DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

« Em contraste com a actina de musculo liso, a maioria das neoplasias
salivares com diferenciacdo mioepitelial ndo expressa CD10 nas
células mioepiteliais, indicando que este marcador € de pouca

utilidade para identifica-las, exceto no carcinoma epitelial-mioepitelial.

« No carcinoma epitelial-mioepitelial CD10 estava expresso em 83%
dos casos, enquanto que no carcinoma adendide cistico foi ausente
em 100% dos tumores, indicando que CD10 seria de grande utilidade

na distincao entre as duas neoplasias.

e Além das células mioepiteliais, CD10 s6 foi expresso
significantemente nas células do estroma reacional associado aos
carcinomas (38% dos casos), estando presente nos diversos tipos
histol6gicos estudados, exceto no adenocarcinoma polimérfico de
baixo grau. Estes achados indicam que a expressdao estromal do
CD10 esta associada ao crescimento neoplasico invasivo, independe
da expressao de CD10 pelas células tumorais e é semelhante a dos

carcinomas de outros sitios em termos de frequéncia.
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« Nos carcinomas salivares com diferenciagdo mioepitelial, o estroma
reacional associado ao tumor apresenta significantemente mais
células CD10 positivas do que aquelas positivas para actina musculo
liso, indicando que as células CD10 positivas possivelmente nédo sao

miofibroblastos.

« Nos carcinomas adendides cisticos, a expressdao de CD10 nas
células estromatosas associadas ao tumor ndao apresenta qualquer
correlacdo com fatores associados a prognéstico, tais como,
estadiamento, tipo histolégico (sélido/tubular-cribriforme), recidiva,
metastase e transformacdo para alto grau, sugerindo que ela nao

altera a agressividade biolégica da neoplasia.

7.2 EXPRESSAO DO D2-40 EM NEOPLASIAS SALIVARES COM

DIFERENCIACAO MIOEPITELIAL

o D2-40 apresenta utilidade semelhante a da actina muasculo liso para
identificar as células mioepiteliais em neoplasias benignas e
malignas, exceto em relacdo ao adenocarcinoma polimérfico de

baixo grau, onde esta ausente.

e D2-40 é mais eficaz que o CD10 na identificacdo das células

mioepiteliais neoplasicas malignas e benignas.
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« Entre os diversos tipos de neoplasia, D2-40 ndo apresenta diferencas
significantes de expressdo, nao tendo, portanto, utilidade para

distingui-las entre si.

o D2-40 nao foi expresso em nenhum outro tipo de célula, além das
mioepiteliais e endoteliais linfaticas. A sua auséncia no estroma
associado ao tumor reforgca que a reacado estromal nos carcinomas

com diferenciacdo mioepitelial é pobre em miofibroblastos.
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CD10 (neutral endopeptidase) expression in myoepithelial and stromal
cells of salivary neoplasms

Catarina de Oliveira Neves MD?, Ana Flavia Costa DDS?, Priscila Juliano MD?, Vera
Cavalcanti de Araujo DDS, PhDP, Cristiane Furuse DDS, PhD", Albina Altemani MD,
PhD?

SUMMARY: CD10 is a cell surface peptidase expressed in a wide variety of normal and
neoplastic tissues, including myoepithelial and stromal cells. In tumor-associated stromal
cells it was recently suggested that CD10 expression could be linked to tumor progression.
Our study is the first to investigate CD10 sensitivity in highlighting myoepithelial cells and
its expression in stromal cells of salivary gland neoplasms. We examined 79 salivary
tumors with myoepithelial differentiation using immunohistochemical technique to detect
CD10. In normal salivary glands adjacent to the tumors, myoepithelial cells as well as
fibrocytes within the intralobular stroma showed CD10 expression. In neoplastic
myoepithelial cells, CD10 expression was found in 25.71% of benign and 27.27% of
malignant neoplasms. When the different groups of tumors were compared, epithelial-
myoepithelial carcinomas (EMEC) showed a stark contrast with the others (83.3% of cases
with CD10 expression). Adenoid cystic carcinomas (ACC), polymorphic low-grade
adenocarcinomas and basal cell adenomas were negative in 100% of cases. Pleomorphic
adenomas, myoepitheliomas and myoepithelial carcinomas were positive in 30.0%, 27.7%
and 40% of cases respectively. CD10 positive tumor-associated stromal cells were found
within the tumor and/or at the invading front in 38.64% of salivary carcinomas. No
correlation was found between CD10 expression in tumor-associated stromal cells and
clinicopathological parameters in ACC. In conclusion, CD10 may be a useful marker only
in the identification of EMEC. Regarding CD10 expression by stromal cells in salivary
glands, it neither can be considered a cancer-specific phenotype nor seems to play an
important role in tumor progression.
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Abbreviations:

SMA, smooth muscle actina

ACC, Adenoid cystic carcinoma

EMEC, Epithelial-myoepithelial carcinoma
PLGA, Polymorphic low-grade adenocarcinoma
MEC, Myoepithelial carcinoma

BCA, Basal cell adenoma

PA, Pleomorphic adenoma

Myoep, Myoepithelioma
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1. Introduction

Salivary gland tumors present a great
morphologic diversity and many of them
contain  myoepithelial cells in their
composition. These cells show a range of
morphological features which is also reflected
at the immunohistochemical level. For this
reason, a panel of antibodies is recommended
to identify myoepithelial cells in salivary gland
tumors, since not all myoid markers are
expressed in individual cases (1). Recently,
other markers not directly related to the smooth
muscle apparatus of the myoepithelial cells,
such as p63 (2), maspin (3), p-cadherin (4) and
CD10 (5), have emerged refining the detection
of lesions with myoepithelial component.
Regarding CDI10, it has been recommended as
a marker of myoepithelial cells in pleomorphic
adenomas and myoepithelial carcinomas (6, 7).
However, its accuracy in other salivary tumors
has yet to be analyzed.

CD10, also called neutral
endopeptidase, is a 90- to 110-kDa cell surface
zinc-dependent  metalloproteinase ~ which

controls growth and differentiation in normal
cells (8). As a cell surface peptidase, it
regulates biological activities of peptide
substrates by reducing the local concentrations
available for receptor binding and signal
transduction (9). CD10 has been identified in a
wide variety of cell types, besides
myoepithelial ones (such as lymphoid germinal
centers, renal tubules, glomeruli,
syncytiotrophoblast,  hepatic  parenchymal
canaliculi (10), fibroblasts (11) etc) and tumors
(renal cell carcinoma, prostatic
adenocarcinoma, endometrial stromal sarcoma,
rabdomyosarcoma (12), urothelial neoplasms
(13) etc).

Studies evaluating CD10 expression in
different tumor types have revealed that this
protein presents a complex role in neoplastic
disorders. Loss as well as gain of CDI10
expression by neoplastic cells has been shown
to correlate with tumor progression in a large

variety of cancers (14 — 17). In addition, recent
studies have reported that tumor-associated
stromal cells can express CD10 as well (18 —
23). In breast, colorectal, gastric,
nasopharyngeal and oral carcinomas this
stromal modification seemed to be associated
with biological aggressiveness of the tumor (18
—22). To the best of our knowledge, in salivary
gland tumors expression of CDI10 in non-
myoepithelial cells has not been examined so
far.

Drawing from this background, we
investigated the expression of CD10 in a series
of benign and malignant salivary tumors with
myoepithelial differentiation to verify: a) its
diagnostic utility as a marker of myoepithelial
cells and b) whether CD10 is detectable in
tumor-associated stromal cells. As a-SMA is
considered one of the most useful markers of
myoepithelial cells as well as myofibroblasts
(important component of the reactive stroma
induced by cancer cells), we compared the
staining patterns of CD10 with those of a-SMA
(24, 25). Furthermore, to verify whether in
salivary carcinomas CDI10 expression in
stromal cells could be linked to biologic
behavior, we examined the correlation between
protein expression and clinicopathological
parameters in adenoid cystic carcinomas.
Adenoid cystic carcinoma is one of the most
common malignancies in salivary glands and
the most numerous group in our series.

2. Material and Methods

The present study was approved by the
Committee of Ethics of the University of
Campinas, Brazil and was performed in 79
cases of salivary neoplasms with myoepithelial
differentiation (44 malignant and 35 benign).
These cases, which were diagnosed between
1991 and 2008, were retrieved from the files of
the Department of Pathology of the University
of Campinas. Hematoxylin-eosin (H&E)-
stained slides from each tissue block were
reviewed to confirm the pathological diagnosis
and select a representative section for analysis.
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Demographic and clinical information was
obtained from the patients’ medical records.

The malignant group included 20 cases
of Adenoid cystic carcinomas — CAC- (73.68%
female, average age 47), 12 of Epithelial-
myoepithelial carcinomas — EMEC- (60%
female, average age 55), 7 of Polymorphic low
grade carcinomas —-PLGA- (83.33% female,
average age 46) and 5 of Myoepithelial
carcinomas — MEC- (50% female, average age
69). The benign group included 20 cases of
Pleomorphic adenomas —PA- (52.94% female,
average age 46), 11 Myoepitheliomas —Myoep-
(75% female, average age 58) and 4 Basal cell
adenomas —-BCA- (50% female, average age
53).

2.1. Immunohistochemistry

One paraffin block from each case was
chosen for the immunohistochemical study.
The antibodies used in this study were anti-
CD10 (Labvision, CA, USA, clone 56C6,
dilution 1/50) and o-SMA (Dako, Denmark,
clone 1 A4, dilution 1/200). The Sum sections
were deparaffinized, hydrated and endogenous
peroxidase activity was quenched by
immersion of the slides in 3% hydrogen
peroxide. Antigen retrieval was achieved by
boiling in a steamer immersed in tris-EDTA
buffer (pH: 8.9, 30 minutes) for CD10 and in
citrate buffer (pH: 6.0, 30 minutes) for o-
SMA. Subsequently, the sections were
incubated overnight at 4°C with the primary
antibody and afterwards with the EnVision
polymer HRP and EnVision+ (code K1491,
DAKO, SA, Denmark) for 1h at 37°C.
Sections were stained for Smin at 37°C with
3.3’-  diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) and counter-stained with hematoxylin.
Negative controls were run by omitting
primary antibodies.

2.2. Evaluation of Staining

Immunohistochemical reactions for anti-
CD 10 and aSMA were interpreted by two

authors (CN and AA) using a double-headed
microscope. Brown staining of the cell
membrane and/or cytoplasm was regarded as
positive. The relative numbers of stromal and
neoplastic CD10+ and o-SMA+ cells were
considered in relation to all stromal and
neoplastic cells respectively observed in each
stained section. When the number of positive
cells was more than 10%, the case was judged
positive. In addition, the positive neoplastic
cells were assessed regarding: a) histological
subtype: myoepithelial or ductal/epithelial and
b) quantity using a two-tiered scale: >10% -
50%, and > 50% of positive cells.

2.3 Statistical Analysis

Comparison of values was performed using
Fisher's exact test. p<0.05 was considered to be
statistically significant. Statistical analysis was
performed with the SAS System for Windows,
version 9.1.3; SAS Inc., Cary, NC, USA.

3. Results

3.1 Expression of CD10 in normal salivary
glands

In normal salivary glands adjacent to
the tumors, the number of CDI10 positive
myoepithelial cells was different with respect
to their location. Most of them were detected
around the acini whereas few CD10 positive
myoepithelial cells were distributed on the
basal aspect of intercalated duct. In contrast, in
these structures a-SMA positive cells formed
an almost continuous layer around them
(Figure 1). Regarding expression of CD10 in
the connective tissue of the salivary
parenchyma, small number of positive cells
was encountered close to ducts and acini
although in some areas they formed thin
strands around the latter (Figure 1). Epithelial
cells of the acinar as well as ductal type were
CD10 negative.
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Figure 1: CD10 and o-SMA immunohistochemical staining in normal salivary gland. (A, B) Myoepithelial

cells associated with intercalated duct (arrowhead) and acini are detected by o-SMA. (B) a-SMA-positive
myoepithelial cells form an almost continuous layer around intercalated duct. (C, D, E, F) CD10 is expressed
by myoepithelial and stroma cells. CD10-positive myoepithelial cells are found mainly around acini. In
contrast to a-SMA, rare CD10-positive cells are associated with the intercalated duct (between arrowheads in
D). In areas, CD10-positive stromal cells form thin strands around the acini (E, F). (Immunohistochemistry of
CD10 and a-SMA: original magnification x400 A, C, E and x1000 B, D, F).

3.2 Expression of CD10 in salivary

carcinomas with myoepithelial

differentiation

a) In myoepithelial cells (Figure 2): in
contrast to a-SMA, which was detected in
88.64% of cases, the majority of
carcinomas was CDI10 negative. The
distribution of cases in relation to

expression of CD10 and a-SMA according to
histological carcinoma subtypes is shown in
figure 3 and table 1. Expression of CD10 was
significantly higher in EMEC (83.33% of
cases, p<0.001) than in the other subtypes of
carcinomas whereas a-SMA was detected in
a similar frequency in all of them (p=0.010).
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Figure 2: CD10 (on the left side) and a-SMA (on the right side) immunohistochemical staining in the myoepithelial
cells of salivary carcinomas: Epithelial-myoepithelial carcinoma (A, B), Myoepithelial carcinoma (C, D) and

Polymorphic low-grade adenocarcinoma (E, F). No CDI10 expression is detected in Polymorphic low-grade
adenocarcionma (E). (Immunohistochemistry of CD10 and a-SMA: original magnification x400).
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Figure 3: Expression of CD10 and a-SMA in myoepithelial cells (MC) of salivary neoplasms with myoepithelial
differentiation. ACC, Adenoid cystic carcinoma; EMEC, Epithelial-myoepithelial carcinoma; PLGA, Polymorphic
low-grade adenocarcinoma; MEC, Myoepithelial carcinoma; BCA, Basal cell adenoma;PA, Pleomorphic adenoma;

Myoep, Myoepithelioma.

Table 1 — Expression of CD10 and a- SMA in myoepithelial and stroma cells of salivary carcinomas with myoepithelial

differentiation.
ACC EMEC MEC PLGA
. Amount
Antibody 20 cases 12 cases 5 cases 7 cases p value
of cells
% % % %
CD10 in 10-50% 0.00 50.00 40.00 0.00
myoepithelial P<0.001
cells > 50% 0.00 33.33 0.00 0.00
CDlocglztroma > 10% 45.00 41.67 60.00 0.00 p=0.097
WSMA in 10-50% 50.00 8.33 60.00 85.71 o010
ithelial cell e
Myoeprielial ¢etls = 504, 40.00 75.00 40.00 0.00
o-SMA in >10% 0.00 25.00 0.00 28.57 p=0.039
stroma

b)

In epithelial cells: as less than 10% of
epithelial ductal cells were CD10 positive in
ACC and EMEC, the expression of this marker
was considered negative in this type of cell.

In tumor-associated stromal cells: In 38.64%
of cases more than 10% of stromal cells, which
were located at the invasive front and/or within
the tumor, were positive for CD10 whereas a-

SMA positive cells were found only in 11.36%
of carcinomas. CD10 positive cells were
detected in all tumor types but PLGA and the
frequency ranged from 41.67% to 60% of cases
(Figure 4, Table 1). a-SMA positive cells were
observed only in EMEC (25% of cases) and
PLGA (28.57% of cases). The distribution of
CD10 and o-SMA positive cells did not
correspond in none of the cases (Figure 5).
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Figure 4: Expression of CD10 and a-SMA in stroma cells (SC) of salivary carcinomas with myoepithelial
differentiation. ACC, Adenoid cystic carcinoma; EMEC, Epithelial-myoepithelial carcinoma; PLGA, Polymorphic
low-grade adenocarcinoma; MEC, Myoepithelial carcinoma.

Apéndice
158




[, &..

-'--_I,_. A ) .-. .I ; ! r-.l- :
LN Eﬁ @

carcinoma. CD10 is expressed by the stroma cells within the invasive portion of the tumor whereas the myoepithelial ones
are negative. Regarding o-SMA, the myoepithelial cells are positive and the stromal ones are negative.
(Immunohistochemistry of CD10 and a-SMA: original magnification x100 A, B and x400 C, D).

d) Associations between CD10 expression minor salivary glands) and presence or
and clinicopathological variables in absence of recurrence and metastasis, the
Adenoid Cystic Carcinomas: In cases frequency of CDI10 expression by stroma
subdivided according to gender, cells was compared (Table 2). No positive
histological subtype (tubular/cribriform correlation was found with any of these
versus solid), T classification (T1/T2 clincopathological parameters.

versus T3/T4), tumor location (major and
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Table 2 — Correlation between clinicopathological parameters and CD10 expression in stromal cells of adenoid cystic

carcinomas (ACC).

Clinicopathological parameters

Number of cases

CD10 expression in stromal cells”

n (%) p Value
Types
T/C 10 6 (60.00) 0.370
S 10 3 (30.00)
Sex
F 14 4 (28.57) 0.111
M 5 4 (80.00)
Local
MiSG 9 5 (55.56) 0.637
MnSG 8 3 (37.50)
T classification
T1/T2 7 2 (28.57) 0.315
T3/T4 8 5 (62.50)
Local recurrence
Yes 3 1(33.33) 1.000
No 12 5(41.67)
Metastasis
Yes 6 2 (33.33) 1.000
No 9 4 (44.44)

3.3 Expression of CD10 in benign salivary
neoplasms with myoepithelial differentiation
a)In myoepithelial cells (Figure 6 and Table
3): the majority of benign lesions was
negative for CD10 (74.29%) while 60% were
positive for a-SMA. PA and Myoep showed
myoepithelial cells stained for CD10 in 30%
and 27.27% of cases respectively, whereas

100% of BCA were negative. Differences of
CD10 expression between these tumors were
not significant (p=0.164). Regarding a-SMA,
all tumor types contained myoepithelial cells
stained by this marker (70%, 27.27% and
100% of PA, Myoep and BCA cases
respectively) (p=0.010).
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Figure 6: CDI10 (on the left side) and a-SMA (on the right side) immunohistochemical staining in the
myoepithelial cells of salivary benign neoplasms: Basal cell adenoma (A, B), Pleomorphic adenoma (C, D)
and Myoepithelioma (E, F). No CD 10 expression is detected in Basal cell adenoma. (Immunohistochemistry
of CD10 and a-SMA: original magnification x400 A, C, D, E and x100 B).
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Table 3 — Expession of CD10 and a- SMA expressions in myoepithelial cells of salivary

neoplasms.
Amount MYOE  ACB PA
Antibody £ cell 11 cases 4 cases 20 cases p value
of cells % % %
CD10in 10-50% 9.09 0.00 30.00
myoepithelial p=0.164
cells >50% 18.18 0.00 0.00
o-SMA in 10-50% 9.09 75.00 60.00
myoepithelial p=0.010
cells >50% 18.18 25.00 10.00

b) In epithelial cells: Expression of
CDI10 in epithelial cells was observed
only in PA cases. However, as less
than 10% of the cells were positive, the
expression was considered negative.

4. Discussion

CD10 has been considered a useful
marker of normal myoepithelial cells
particularly in confusion breast lesions where
combination of CD10 and a-SMA could
provide more sophisticated information about
the presence or absence of these cells (26). In
salivary glands, the current study is the first to
ascertain whether CD10 is of value to detect
normal as well as neoplastic myoepithelial
cells. Regarding the first ones, we showed that
there were marked differences of CDI0
expression  between myoepithelial cells
associated with the intercalated duct and those
with the acinus. Those associated with the
acinus were CDI10 positive whereas the
majority of myoepithelial cells along the
intercalated ducts were negative. In neoplastic
lesions, we found that while o-SMA
highlighted the myoepithelial cells in the
majority of benign and malignant tumors,
CD10 was negative in the vast majority of
them (72.73% of the malignant tumors and
74.29% of the benign). However, when the
different groups of tumors were compared,
EMEC showed a stark contrast with the others
since 83.3% of cases were positive. ACC,
PLGA and BCA were negative in 100% of the

cases and PA, Myoep and MEC were positive
in 30.0%, 27.7% and 40% respectively.

In terms of the utility of CD10 as a tool
in distinguishing salivary tumors with
myoepithelial differentiation, these findings
suggest that CD10 might be of great help only
in the identification of EMEC. These tumors
show a broad morphological spectrum and
share histological similarities with other
salivary and non-salivary tumors (27). In
surgical specimens the diagnosis of EMEC is
frequently straightforward but in small
incisional biopsies where only a single pattern
of the lesions may be apparent, the precise
diagnosis may be impossible. These
carcinomas present a biphasic pattern
composed of inner duct-like lining cells and an
outer layer of myoepithelial cells which usually
have a cleared cytoplasm. Therefore,
differential diagnoses of EMEC include other
biphasic tumors, such as PA and tubular
variant of ACC and those consisting
predominantly of clear cells (28). Regarding
biphasic tumors, our data suggest that CD10
could be a valuable tool only for separating
EMEC from tubular variant of ACC since they
presented a significant difference in CDI10
reactivity (83.33% versus 0% in myoepithelial
cells). In relation to PA, this marker is less
valuable once 1/3 of them were CD10 positive.
Regarding tumors consisting predominantly of
clear cells, CD10 has been included in the
panel of antibodies used to separate metastatic
mimicker tumors from primary
sialocarcinomas (28). The main reason for this
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use is that metastatic clear cell renal carcinoma
(one of the most common carcinomas that
metastasizes to the head and neck) usually
expresses this marker (29). Nevertheless, as
our series revealed that the majority of EMEC
is CDIO positive as well, the distinction
between these two carcinomas should rely on
the positivity of other markers, i.e.
myoepithelial ones (such as a-SMA, p63,
calponin) for EMEC and renal cell carcinoma
marker (RCC) for renal cell neoplasms.

In the cancer ecosystem the cross-talk
between cancer cells and stromal cells leads to
change in the stroma that may contribute to
cancer invasion (30, 31). This reactive stroma
is composed of fibroblasts, myofibroblasts,
blood vessels and immune cells (25, 31). In
recent studies on carcinomas arising in
different  regions, such  as  breast,
gastrointestinal tract, bladder, oral cavity and
nasopharynx, CD10 expression was found in
tumor-associated stromal cells (18 - 23) in a
percentage of cases that ranged from 18% to
52.1%. In these carcinomas, CD10 expression
by stroma cells was detected almost
exclusively within the area of the invasive
growth suggesting that it would be an integral
part of the destructive characteristics of
malignant tumors and one of the important
participants of the tumor-stroma interaction
(19). As these CD10 positive cells seemed to
be a-SMA positive as well, the possibility that
they could be myofibroblasts was raised (19,
20). In salivary carcinomas, the current study is
the first that has investigated CD10 expression
by tumor-associated stromal cells and we
found that 38.64% of these lesions showed
such expression in more than 10% of the cells.
However, CD10 expression in stroma cells was
not observed exclusively within invasive
carcinoma tissue since in the normal salivary
gland adjacent to the tumor stroma cells within
the intralobular connective tissue were CDI10
positive as well. Furthermore, the distribution
of the stroma cells stained by CD10 and o-
SMA did not correspond and the frequency of
carcinomas with CD10 positive stromal cells
was markedly higher than that of tumors
containing o-SMA positive cells. These
findings indicate that in salivary carcinomas
with myoepithelial differentiation CD10

expression by stroma cells occurs in a
frequency similar to that described in other
types of carcinomas (18- 20, 22, 23). However,
in contrast to some of these tumors (18, 19)
proliferation of CD10 positive stromal cells in
salivary carcinomas is not a cancer-specific
modification and occurs in a-SMA-negative
fibrocytes. It is also of interest that the majority
of our cases of salivary carcinomas with
myoepithelial differentiation exhibited no
myofibroblasts (.e., a-SMA-positive
fibrocytes) or few of them in the tumor-
associated stroma. These data reinforce those
recently reported in salivary carcinomas with
myoepithelial differentiation arising in PA,
where myofibroblasts were rarely seen as well
(32). Based on the concept that the
microenvironment is  crucial for the
maintenance of cellular functions, the tumor-
associated stroma has been considered a
potential target for cancer therapy (25, 31). In
this line of reasoning, our findings suggest that
in salivary carcinomas with myoepithelial
differentiation inhibitors of CD10 expression
rather than inhibitors of a-SMA expression in
myofibroblasts (31) might be more effective in
cancer therapy.

The stromal expression of CDI10 in
tumors has been linked to aggressive biologic
behaviors in some types of cancers, such as
breast, colorectal, gastric, oral and
nasopharyngeal carcinomas (18 - 22) but not in
others as bladder carcinomas (23). In those
with positive correlation, the expression of
CD10 has been associated with increased
lymph node metastasis, local recurrence and
advanced clinical stage. Based on the fact that
CD10 is structurally similar to
metalloproteinase and stromelysin, it has been
proposed that this enzyme could create a
microenviroment that could facilitate cancer
cell invasion and / or metastasis (18). In ACC
(one of the most common malignancies in
salivary glands with myoepithelial
differentiation) no significant difference was
found when lesions with and without CD10
positive stromal cells were compared regarding
patient’s gender, tumor location (minor versus
major salivary gland), T classification (T1/T2
versus T3/T4), local recurrence and metastasis.
Our findings indicate that in adenoid cystic
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carcinomas expression of CDI10 by tumor-
associated stromal cells does not seem to
accelerate tumor aggressiveness and cannot be
used as a prognostic factor. Thus, the
functional relevance of fibroblast CDI10
expression in adenoid cystic carcinomas
remains to be clarified.

In conclusion, in salivary tumors with
myoepithelial differentiation, CD10 expression

can be detected in tumor as well as stroma
cells. In the former only myoepithelial cells of
EMECs show a significant CD10 expression
allowing using this marker as a diagnostic tool.
Regarding CD10 expression by stroma cells, in
salivary glands it neither can be considered a
cancer-specific phenotype nor seems to play an
important role in tumor progression.
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