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RESUMO

Tumores de glandulas salivares sdo raros e geralmente apresentam
caracteristicas histopatolégicas complexas que podem dificultar seu diagnéstico. O
carcinoma mucoepidermdide (CME) é a neoplasia maligna mais frequente das
glandulas salivares e é classificado histologicamente como de baixo grau, grau
intermediario ou de alto grau. O uso de técnicas histoquimicas como o PAS
(Periodic Acid-Schiffy ou o mucicarmin é de grande utilidade para identificar
mucina nos tumores e permitir o diagnéstico do CME. Recentemente, descreveu-
se que alguns tumores de glandulas salivares como o cistoadenocarcinoma
papilar e o CME expressam proteinas da familia PLUNC. O objetivo deste estudo
foi avaliar a expressao imunoistoquimica das proteinas da familia PLUNC em 30
casos de CMEs de glandulas salivares maiores e menores e testar a hipétese de
que estas proteinas poderiam ser Uteis no diagnéstico do CME. Os tumores foram
revisados e classificados de acordo com o grau de malignidade e estudados por
meio de reagdes histoquimicas (sendo todos os casos positivos para PAS e
mucicarmin) e imunoistoquimicas para as proteinas SPLUNC1, LPLUNCH1,
SPLUNC2A, SPLUNC2B e LPLUNC2. A média de idade dos pacientes
diagnosticados com CME foi de 44,07 anos. A maioria dos tumores (19) foi
classificada como de baixo grau, 4 tumores foram classificados como grau
intermediario e 7 como alto grau. A marcacao imunoistoquimica foi classificada de
acordo com a quantidade e intensidade de células marcadas no tumor. A maioria
dos CMEs estudados foi positiva para SPLUNC1 (90%) e LPLUNC1 (93,33%),
sendo identificada principalmente em células mucosas, plugs de mucina e células
intermediarias. SPLUNC2A, SPLUNC2B e LPLUNC2 foram negativos na maioria
dos tumores. LPLUNC2 apresentou positividade em células semelhantes a
mastocitos em 83,33% dos tumores, expressdo parece nao ter sido relatada
previamente na literatura. A expressdo de SPLUNC1 e LPLUNC1 apresentou um
padrdo de marcacao semelhante ao identificado com PAS e mucicarmin. A



positividade para SPLUNC1 e LPLUNC1 nas células intermediarias, sugere que
estas duas proteinas poderiam ser uteis no diagnéstico de casos de CME de alto
grau de malignidade.

Palavras Chave: PLUNC, carcinoma mucoepiderméide, glandula salivar,

imunoistoquimica, diagnostico.
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ABSTRACT

Salivary gland tumours are uncommon and generally present complex
histopathologic features that can difficult the diagnosis. Mucoepidermoid
carcinomas (MECs) are the most frequent malignant neoplasia of the salivary
glands and are histologically classified as low, intermediate and high-grade.
Histochemical stains such as PAS (Periodic Acid-Schiff) or mucicarmine are very
useful to indentify mucine in tumors and to make the diagnosis of MEC. Recently,
the expression of PLUNC family proteins has been described in salivary glands
tumors, such as papillary cystoadenocarcinoma and MEC, suggesting that these
proteins can be useful for the diagnosis in some difficult cases. The aim of this
study was to evaluate the expression of PLUNC family proteins in 30 cases of
MEC of the salivary glands and test the hypothesis that these proteins could be
useful in the diagnosis of MEC. The tumors were reviewed and classified according
to the grade of malignancy. Histochemical stains (PAS and mucicarmine) and
immunohistochemical reactions for SPLUNC1, LPLUNC1, SPLUNC2A,
SPLUNC2B and LPLUNC2 were performed. Patient’'s mean age was 44.07 years
old. The majority of tumors (19) was histologically classified as low grade, 4 tumors
were intermediate grade and 7 were high grade. All cases were positive for PAS
and mucicarmine. Immunohistochemical stain was classified according to the
quantity and intensity of stained cells in the tumor. Most of the MECs were positive
for SPLUNC1 (90%) and LPLUNC1 (93.33%), particularly in mucous cells, mucin
plugs and intermediary cells. SPLUNC2A, SPLUNC2B and LPLUNC2 did not
present significant expression in the tumors. LPLUNC2 presented positivity for
cells that remember mast cells in 83.33% of the tumors, expression that seems not
to be previously reported in the literature. The expression pattern of SPLUNC1 and
LPLUNC1 was similar to PAS and mucicarmine. The expression in intermediary
cells for SPLUNC1 and LPLUNC1, suggest that these proteins could be useful in
the diagnosis of high grade MECs.
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carcinoma, salivary gland, immunohistochemistry, diagnosis.
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1 INTRODUCAO

Os tumores de glandulas salivares sao neoplasias pouco frequentes, que
geralmente apresentam caracteristicas histopatolégicas complexas, e que podem
representar dificuldades diagnésticas (Speight & Barrett, 2002). O CME é um
tumor maligno de glandula salivar caracterizado pela presenca de células
mucosas, células intermediarias e células epidermoéides, além da presenca de
espagcos cisticos e producdo de mucina. Esse tumor é classificado
microscopicamente de acordo com seu grau de malignidade em baixo,
intermediario e de alto grau, sendo que geralmente o CME de alto grau representa
a maior dificuldade diagnéstica. A literatura recente apresenta varios estudos que
procuram marcadores imunoistoquimicos que auxiliem no diagnéstico desses
tumores, especialmente para os casos de alto grau de malignidade (Vargas et al.,
2008; Miyabe et al., 2009; Schapher et al., 2009; Shigeishi et al., 2009; Demasi et
al., 2010, Dincer et al., 2010).

PLUNC (palate lung nasal clone) € uma proteina descrita no epitélio nasal,
traquéia e brébnquios de embrides de ratos (Weston et al., 1999) e que
posteriormente foi isolada em humanos, sendo localizada no cromossomo 20g11.2
(Bingle & Bingle, 2000). A expressdo de PLUNC humano j& foi descrita nas vias
aéreas superiores, orofaringe, nasofaringe e cavidade oral (Bingle & Craven, 2002;
Ghafouri et al., 2003). Recentemente, alguns estudos demonstraram a expressao
dessa proteina na saliva, em glandulas salivares e em tumores de glandulas
salivares (Ghafouri et al., 2003; Campos et al., 2004; Vitorino et al., 2004). O
cistoadenocarcinoma papilar e CME foram os tumores de glandula salivar onde a
expressao de PLUNC foi detectada (Vargas et al., 2008).

Esta dissertacdo teve como objetivo analisar a expressao imunoistoquimica
das proteinas da familia PLUNC em CMEs de glandulas salivares. A hipétese
testada foi a de que as proteinas da familia PLUNC poderiam contribuir para o

diagndstico microscopico de CMEs.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma Mucoepidermoéide

2.1.1 Definicao e Epidemiologia

O CME é um tumor de comportamento clinico e caracteristicas
histopatolégicas variaveis, caracterizado pela presenca de células mucosas,
intermediarias e epidermoides, cavidades cisticas e producdo de mucina (Luna,
2006). Os tumores das glandulas salivares sao pouco frequentes e correspondem
de 1 a 3 % das neoplasias de cabeca e pescoco (Eveson e Cawson, 1985; Vargas
et al., 2002; Védrine et al., 2006; Rapidis et al., 2007). O CME é o tumor maligno
mais comum das glandulas salivares maiores e menores, correspondem de 10 a
15% dos tumores de glandulas salivares, e de 30 a 35% das neoplasias malignas
de glandulas salivares (Brandwein et al., 2001; Vargas et al., 2002; Speight e
Barrett, 2002; Luna, 2006; Védrine et al., 2006).

2.1.2 Caracteristicas Clinicas

O CME pode afetar uma ampla faixa etaria, sendo mais comum entre a
terceira e a sexta década de vida, com uma discreta predilecdo pelo género
feminino (Brandwein et al., 2001). Aproximadamente 60% dos pacientes afetados
tém idade acima dos 40 anos, com média de 45 anos no momento do diagndstico
(Barnes et al., 2005). Embora seja raramente observado na primeira década da
vida, € o tumor de glandula salivar mais comum em criangas (Hicks e Flaitz, 2000;
Triantafillidou et al., 2003; Védrine et al., 2006).

Aproximadamente 50% dos CMEs afetam as glandulas salivares maiores,
principalmente a glandula parétida (45%), sitio mais comum de envolvimento na
regidao de cabeca e pescoco (Barnes et al., 2005; Luna, 2006). A apresentacao



clinica pode estar associada ao grau de malignidade do tumor. Usualmente,
aparece como um aumento de volume, geralmente com menos de 18 meses de
duracao (Luna, 2006). Os CMEs podem estar associados a dor ou alteracbes da
sensibilidade, as quais estdo associadas principalmente aos tumores de alto grau
de malignidade. Quando afeta glandulas salivares menores, ocorre com maior
frequéncia na regido posterior do palato duro e no palato mole. No entanto, pode
ocorrer em praticamente todos os locais da boca como area retromolar, assoalho
bucal, mucosa jugal, labios e lingua (Brandwein et al., 2001; Vargas et al., 2002).
O CME normalmente é detectado como um nédulo indolor, firme e fixo, as vezes
flutuante (baixo grau) e de cor azulada, que pode simular neoplasias benignas
(Luna, 2006). Em alguns casos pode erodir 0 0sso subjacente, especialmente
quando esta localizado no palato duro. Também tem sido descrito o
desenvolvimento intra-6sseo de CME em maxila e mandibula, correspondendo de
2 a 4% dos CMEs de cabeca e pescoco (Raut & Khedkar, 2009).

2.1.3 Caracteristicas Histopatoldgicas

Morfologicamente, o CME é um tumor composto por trés tipos celulares
principais (células mucosas, intermediarias e epidermdides) e formagéo de cistos
contendo mucina. E comum uma associagdo com um infiltrado linféide
proeminente (Luna, 2006). O comportamento clinico geralmente esta
correlacionado com o grau histolégico de malignidade (Eversole, 1970; Auclair et
al., 1992; Brandwein et al., 2001; Guzzo et al., 2002; Kokemueller et al., 2005;
Triantafillidou et al., 2006; Rapidis et al., 2007). No entanto, tem sido relatado que
a proporcao dos tipos celulares é insuficiente para fazer umacorrelacdo com o
progndstico (Auclair et al., 1992; Barnes et al., 2005). Diversos sistemas e critérios
de classificagdo foram descritos na literatura, mas ainda ndo existe um sistema
uniformemente aceito. As gradacdes em trés niveis sdo mais amplamente aceitas
e sdo baseadas na proporcédo relativa dos tipos celulares principais, grau de
invasao, padrao de invasao, quantidade de mitoses, propor¢ao relativa de espagos



cisticos em relacdo com o grau de formagéo sélida, e invasédo neural e vascular
(Luna, 2006).

Stewart et al. (1945) classificou o CME como benigno ou maligno, baseado
na aparéncia histolégica e curso clinico. Foote e Frazell (1953) usaram as
designacgdes de baixo grau de malignidade ou alto grau de malignidade, sugerindo
que os subgrupos de baixo grau, grau intermediario ou alto grau de malignidade
podem ser usados. Jakobsson et al. (1968) baseado no crescimento invasivo e
Evans (1984) baseado no grau de crescimento sdélido (maior ou menor a 90% da
arquitetura soélida) propuseram sistemas de dois niveis, denominados como baixo
grau ou alto grau de malignidade. Batsakis e Luna (1990) definiram um modelo de
sistema de gradacdo de trés niveis, baseado em um sistema previamente
proposto por Healey et al. (1970) que leva em consideracdo os padrdes de
citodiferenciagcdo e crescimento, enfatizando que a populacdo de células
intermédias € um componente histoldgico e histogenético integral, reconhecendo
tipos de carcinoma pobremente diferenciados, classificando os CMEs em grau 1
(baixo grau), grau 2 (grau intermediario) e grau 3 (alto grau).

Auclair et al. (1992) e Goode et al. (1998), ambos da AFIP (Armed Forces
Institute of Pathology), demonstraram a ampla variabilidade na gradacgao
histologica dos CMEs entre observadores, estabelecendo critérios histologicos
mais uniformes e reproduziveis, correlacionados com o prognostico. Segundo
estes autores, as caracteristicas histopatol6gicas que indicam um comportamento
bioldgico mais agressivo sdo um componente cistico menor do que 20% da area
tumoral, 4 ou mais figuras mitéticas em 10 campos de alto poder, invasdo neural,
necrose tumoral e a presenca de anaplasia (pleomorfismo nuclear e celular,
relacdo nucleo:citoplasma aumentada, nucléolo proeminente ou multiplo, e
hipercromasia). Estes mesmos autores relataram a dificuldade de aplicar esse
sistema nos tumores da glandula submandibular, onde o grau histolégico parece
nao estar relacionado ao comportamento clinico e ao estadio do tumor. Este
sistema descrito acima parece ser o mais aceito na atualidade e foi publicado na
classificagdo mais recente dos tumores de cabeca e pescogo, proposta pela OMS



(Organizacao Mundial da Saude) (Barnes et al., 2005). Os critérios da gradacao
histolégica do CME descrita na OMS sao mostrados na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas e gradacéao histopatoldégica do carcinoma

mucoepiderméide (Barnes et al., 2005).

Caracteristicas Histopatolégicas Pontos

Componente cistico <20% 2
Invasao neural 2
Presenca de necrose 3

4 ou mais mitoses / 10 hpf 3
Presenca de anaplasia 4

Grau do tumor Pontos
Baixo 0-4
Intermediario 5-6

Alto 7 ou mais

hpf= do inglés high power field (campo de maior aumento).

A aparéncia microscépica depende do grau histolégico do tumor (Luna,
2006). Os tumores de baixo grau apresentam um componente secretor de mucina
proeminente, composto por células colunares revestindo espacos cisticos, minima
atipia, ninhos celulares bem circunscritos por células escamosas e podem conter
numerosas células de citoplasma claro. As areas sélidas constituem menos de
10% do tumor e microcistos podem se unir formando grandes cistos.
Frequentemente tumores de baixo grau apresentam um estoma fibroso
proeminente € quando a mucina das areas cisticas rompe e extravasa, pode
acontecer uma intensa reacéao inflamatéria no estroma do tumor. Geralmente, nao
€ observada invasao perineural nem linfovascular nos CMEs (Batsakis & Luna,
1990; Brandwein et al., 2001; Luna 2006).



Os CMEs de grau intermediario apresentam caracteristicas entre os
tumores de baixo e alto grau; sdo menos cisticos e apresentam menor quantidade
de mucina que os tumores de baixo grau. O componente cistico € menor € menos
frequente. Mostram uma maior tendéncia a formar grupos, ninhos ou ilhas de
células, onde a populacao de células intermediarias e epidermdides predominam
em relacéo as células mucosas. Pode ser identificada invasao de vasos, de tecido
neural ou de tecido muscular pelas células malignas.

O CME de alto grau é predominantemente sélido com proliferagées de
células epidermoides e intermediarias, mostrando altos graus de atipia e mitoses,
podendo apresentar areas de necrose. Areas de invaséo perineural e linfovascular
sdo comuns. Nestes casos as semelhancas com o carcinoma espinocelular
podem ser importantes. Os CMEs de alto grau apresentam uma escassa ou
nenhuma producao de mucina, fato que requer uma inspecao cuidadosa da lamina
e a utilizacdo de coloragdes especiais como auxiliares diagndsticos (Batsakis &
Luna, 1990; Brandwein et al., 2001; Luna 2006).

Diversas variantes morfol6gicas do CME foram descritas na literatura, tanto
nos tumores de baixo, intermediario ou de alto grau de malignidade. A aparéncia
histopatoldgica do tumor resulta da inter-relag@o entre as variagbes existentes nos
tipos celulares, distribuicdo e padrdo de crescimento dessas células. A
combinacao dessas caracteristicas histolégicas resulta em diferentes aparéncias
microscopicas, como as variantes histoldégicas de células claras, de células
oncociticas, esclerosante, entre outras menos comuns (Jahan-Parwar et al., 1999;
Brannon e Willard, 2003; Ide et al., 2005; Luna, 2006; Corcione et al., 2007; Veras
et al., 2007; Weinreb et al., 2009; Kwon et al., 2010). Calcificacbes podem ser
encontradas em qualquer grau ou variante histolégica de CME, e aparentemente
nao apresentam associagdo com o comportamento clinico dos tumores (Gonzalez-
Arriagada et al., 2010).

A literatura pertinente considera que o CME possui 6 tipos celulares
fundamentais e sugere um modelo para a sua histogénese (Figura 1). Os tipos
celulares descritos sdo (Luna, 2006):



células “progenitoras”: células redondas, com um tamanho similar aos
linfécitos, nucleo pequeno e redondo e citoplasma escasso e basofilico.
Sao negativas para PAS e mucicarmin e encontradas em ductos grandes e
medianos. Seriam as progenitoras dos outros tipos celulares do CME.
células intermediarias: células ovodides, levemente maiores que as células
“progenitoras”, até 3 vezes maiores que um linfocito, de nucleo pequeno e
fortemente corado pela hematoxilina. Citoplasma escasso, eosinofilico e
palido. Sado negativas para coloracdo de PAS e mucicarmin.

células epidermoides: também negativas para PAS e mucicarmin, podem
formar areas sélidas e ninhos que lembram um carcinoma espinocelular. As
células mais maduras mostram um citoplasma homogéneo e hialino com
queratinizacao de algumas células, em raras ocasides, formando pérolas de
queratina. A presenca de pontes intercelulares aumenta a sua semelhanca
com células epiteliais escamosas.

células claras: de forma e tamanho varidvel, de contornos nitidos,
citoplasma claro. Nucleo usualmente central, pequeno, vesicular e
picnotico. Negativas para mucicarmin, mas podem conter glicogénio,
quando entdo podem ser positivas para PAS.

células colunares: lembram células dos ductos secretores principais das
glandulas salivares. Podem se transformar em células mucosas e nessa
forma transicional adquirir uma suave tendéncia a se corar com
mucicarmin.

células mucosas: semelhantes as que estdo nos ductos salivares normais,
usualmente grandes e de limites celulares definidos. Nucleo pequeno e
usualmente localizado na periferia. Citoplasma amplo, palido e levemente
basofilico, positivo para mucicarmin e PAS. Apresentam-se em pequenos
grupos e estao distribuidos regularmente entre outros tipos celulares.
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Figura 1. Histogénese sugerida para os tipos celulares do CME. A célula

intermediaria é a progenitora dos outros tipos celulares (Adaptado de Luna, 2006)

Diversas neoplasias das glandulas salivares sao caracterizadas por
abundantes secrecdes extra e intracelulares de mucina. O CME é o tumor de
glandula salivar produtor de mucina primario mais comum. Outros tumores menos
comuns sdo o carcinoma coldide, cistadenocarcinoma mucinoso, carcinoma do
ducto salivar, carcinoma de células signet ring, adenocarcinoma (NOS) e alguns
tumores metastésicos. Raramente o adenoma pleomorfo ou o mioepitelioma
podem apresentar uma proeminente metaplasia mucinosa (Yakirevich et al.,
2010). O diagnéstico diferencial histopatolégico do CME pode incluir o carcinoma
espinocelular (principalmente nos casos de CME de alto grau), carcinoma
adenoescamoso, cistadenoma, cistadenocarcinoma, carcinoma do ducto salivar
rico em mucina e carcinoma sebaceo (Luna, 2006; Yakirevich et al., 2010;
Chenevert et al., 2011). Os CMEs ricos em células claras devem ser diferenciados
de carcinoma de células acinares, carcinoma de células claras hialinizante,

oncocitomas de células claras e carcinoma renal metastatico (Luna, 2006).



2.1.4 Histoquimica e Imunoistoquimica

Com o intuito de facilitar o diagnéstico de tumores que apresentam uma
morfologia complexa, diversas técnicas de histoquimica e imunoistoquimica
podem ser utilizadas. A producéo citoplasmatica de mucina e a localizagdo das
células mucosas sdo demonstradas por técnicas histoquimicas como PAS,
mucicarmin e azul de Alcian, sendo muito Uteis para o diagnéstico final de CME
(Veras et al., 2007; Vargas et al., 2008).

Estudos de imunoistoquimica em CMEs demonstraram positividade para
citoqueratina (CK), vimentina, proteina S-100, actina, alfa-fetoproteina e antigeno
carcinoembrionario (CEA). A expressdo imunoistoquimica para CK nao esta
associada com o grau histolégico ou nem com a diferenciagdo do tumor (Luna,
2006; Azevedo et al,, 2008). Os CMEs usualmente expressam em diferentes
propor¢ées MUC1 (MUC do inglés mucin), MUC4, MUC5AC e MUC5B, menos
frequentemente MUCG6, e raramente expressam MUC2 e MUC7. Uma alta
expressao de MUC1 estd associada com alto grau, alta recorréncia e taxas de
metastases, e intervalos curtos livres de doenca. Inversamente, uma alta
expressdao de MUC4 tem sido associada a tumores de baixo grau, baixa taxa de
recorréncia e maiores periodos livres de doenca (Luna, 2006).

Alguns autores relataram uma associacao entre o grau histolégico e o
prognéstico do CME de glandulas salivares com a expressdao de PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) e Ki-67 (Hicks e Flaitz, 2000; Triantafillidou et
al., 2006). Miyabe et al. (2009) associaram a expressao de p27kip1 (kip do inglés
kinase inhibitory protein) e CRTC1-MAML2 (CREB regulated transcription
coactivator 1 - mastermind-like 2) com caracteristicas clinico-patol6gicas
favoraveis dos tumores, assim como a expressdo de ki-67 com caracteristicas
histopatoldgicas consideradas como marcadoras de agressividade. Um indice
maior do que 10% de marcacao para a proteina ki-67 é correlacionado com um
alto grau histopatolégico, maiores taxas de recorréncia e metastase e diminuigéo
do tempo de sobrevida dos pacientes com CME (Barnes et al., 2005). Shigeishi et



al. (2009) relataram que a expressao de TPX2 (Targeting protein for Xkip2) em
tumores malignos de glandulas salivares, entre eles o CME, estaria associada
com uma maior proliferagdo celular. Demasi et al. (2010) associaram a maior
expressao de GLUT-1 (Glucose transporter 1) com CME clinicamente mais
agressivos. Yang et al. (2010) relataram que a expressdo positiva para Id-1
(inhibitors of DNA binding/differentiation protein 1) estd associada com CMEs de
alta malignidade e de progndstico ruim, e que a expressao positiva para TSP-1
(tromboespondin-1) estd associada a baixa malignidade e bom progndstico em
CMEs. Com a crescente aplicagdo da biologia celular e molecular na area da
patologia bucal, alguns estudos genéticos recentes identificaram que
anormalidades envolvendo a translocacao do gene MAML2 (mastermind-like gene
2) no cromossomo 11 e do gene MECT-1 (mucoepidermoid carcinoma
translocated gene 1) no cromossomo 19 (Luna, 2006; Camelo-Piragua et al.,
2009) sao potencialmente importante para a patogénese destes tumores.

Mais recentemente, Vargas et al. (2008) relataram a positividade de
algumas proteinas da familia PLUNC (LPLUNC1 e SPLUNC2) nos plugs de
mucina, nas células mucosas e nas células intermediarias de CMEs e
cistoadenocarcinoma papilar em um estudo realizado com diversos tumores
benignos e malignos de glandula salivar, sendo todos os outros tumores
estudados pelos autores considerados negativos para PLUNC.

2.1.5 Tratamento e Prognostico

O tratamento do CME ¢é baseado principalmente na localizagdo, no grau
histopatolégico e no estadio clinico do tumor. A cirurgia é o tratamento de primeira
escolha, podendo ser associado ou ndo a radioterapia (Triantafillidou et al., 2006;
Rapidis et al., 2007). Tumores de baixo grau diagnosticados precocemente na
glandula parétida podem ser tratados com parotidectomia parcial e preservacao do
nervo facial. Tumores avancados que afetam a glandula parétida devem ser
tratados com parotidectomia total e sacrificio do nervo facial (Rapidis et al., 2007).
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CMEs que acometam a glandula submandibular sdo tratados com a remogéo
cirurgica total da glandula. Quando as glandulas salivares menores sédo afetadas
por CMEs, o tumor é tratado com remog¢ao cirdrgica com uma pequena margem
de seguranca em casos de tumores de baixo grau, ou, tratados de modo
semelhante aos carcinomas espinocelulares nos casos de CME de alto grau. O
0sso envolvido em alguns casos deve ser removido. A remocao dos linfonodos
(esvaziamento cervical) é indicada em casos de evidéncia clinica ou imaginolégica
de metastase. A radioterapia adjuvante (pds-operatoéria) pode ser indicada nos
tumores em estadio avancado mais agressivos ou removidos de modo incompleto
durante a cirurgia (margens cirurgicas comprometidas por tumor) (Rapidis et al.,
2007).

O prognéstico dos pacientes com CME nas glandulas salivares depende do
estadio clinico do tumor, do grau histol6gico e de sua localizacao (Triantafillidou et
al., 2006; Luna; 2006). Geralmente o progndstico é bom nos tumores de baixo
grau de malignidade e pior nos tumores de alto grau (Triantafillidou et al., 2006),
no entanto, embora raras, metastases foram descritas em todos os graus
histolégicos do tumor (Goode et al.,, 1998; Luna, 2006; Rapidis et al., 2007;
Kolokythas et al., 2010). Tumores que acometem as glandulas submandibulares
geralmente apresentam um pior progndéstico (Védrine et al., 2006). O envolvimento
linfonodal regional é mais comum em pacientes com tumores da glandula
submandibular e tumores de alto grau recorrentes na parétida (Luna, 2006).
Goode et al. (1998) relataram que 8% dos pacientes com o diagnéstico de CME
nas glandulas salivares tem o&bito pela doenca. O o6bito nos casos de CME
costuma resultar de tumores inoperaveis, metastases distantes (principalmente no
pulmao) ou complicacdes da terapia adjuvante. Nas ultimas décadas, estudos de
imunoistoquimica e biologia molecular tém sido realizados para avaliar melhor o
prognostico dos pacientes (Batsakis, 1994; Hicks e Flaitz, 2000; Hocwald et al.,
2001; Triantafillidou et al., 2007; Vargas et al., 2008).
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2.2. PLUNC

2.2.1. Definicao e Descricao da familia PLUNC.

PLUNC (acrébnimo de palate, lung and nasal epithelium clone) € uma
familia de proteinas descoberta no epitélio nasal do embrido de rato. Também foi
identificada em palato, septo nasal, traquéia, bronquios, pulmao, entre outros
tecidos do rato, camundongo, porco, vaca e humanos (Weston et al., 1999; LeClair
et al., 2001; Sung et al., 2002; LeClair, 2003a). O isolamento e a caracterizacao do
PLUNC humano foram reportados por Bingle et al. (2000) em traquéia, vias aéreas
superiores, epitélio nasofaringeo e glandula salivar.

As proteinas PLUNC exibem uma similaridade estrutural com a BPI
(bactericidal/permeability-increasing protein), uma proteina que participa na
resposta imune inata contra as bactérias. A familia PLUNC é composta por dez
proteinas divididas em dois grupos de acordo com o tamanho e estdo codificadas
por genes localizados no cromossomo 20q11.2 (Figura 2). Um grupo é
denominado como “proteinas curtas” (short PLUNC ou SPLUNC), as quais contém
um dominio unico relacionado ao dominio N-terminal da BPI, e inclui as proteinas
SPLUNC1, SPLUNC2, SPLUNCS3 e BASE (breast cancer and salivary expressed).
O segundo grupo € denominado como “proteinas longas” (long PLUNC ou
LPLUNC), e possui dois dominios BPIl, N- e C-terminal, e compreende as
proteinas LPLUNC1, LPLUNC2, LPLUNCS3, LPLUNC4, LPLUNC5 e LPLUNCS6
(Bingle & Craven, 2002; Egland et al., 2003; Bingle & Craven, 2004; Bingle et al.,
2004). Recentemente, foi descrita a proteina SPLUNC5, cuja expressao parece
estar restrita ao epitélio interpapilar da superficie dorsal da lingua dos ratos
(LeClair, 2004).
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Figura 2. Organizacdo genémica do PLUNC humano no cromossomo 20q11.2
(Adaptado de Bingle & Craven, 2004).

2.3.2. Funcoes das proteinas da familia PLUNC

A funcao das proteinas da familia PLUNC ainda n&o € bem definida, mas
tem sido proposta a participacao dessas proteinas na defesa inata do hospedeiro
nas vias aéreas e orais, morfogénese das estruturas faciais e olfacao. Atualmente
existe evidéncia cientifica disponivel a respeito da fungdo desempenhada pelas
proteinas PLUNC nos mecanismos de defesa imune inata do hospedeiro (Bingle &
Bingle, 2000; Bingle & Craven, 2003). A familia de proteinas PLUN tem sido
associada com outras proteinas que apresentam semelhancas estruturais, como
PSP (parotid secretory protein), BPl, LBP (lipopolysaccharide-binding protein),
SMGB (submandibular gland protein B), PLTP (phospolipid transfer protein), CETP
(cholesteryl ester transfer protein) entre outras secretadas pelo epitélio
nasofaringeo e glandulas salivares. Além da semelhanca na estrutura protéica,
essas proteinas tém uma expressdo similar em sitios de epitélio oral, nasofaringeo
e respiratorio. Alguns autores incluem todo aquele grupo de proteinas descrito
como formando parte de uma superfamilia (Bingle & Bingle, 2000; Bingle &
Craven, 2002; Sung et al., 2002; Ball et al., 2003; Beamer, 2003; Andrault et al.,
2003; LeClair, 2003b; Bingle & Craven, 2004; Bingle & Gorr, 2004; Hou et al.,
2004; Larsen et al., 2005).

A funcao defensiva do PLUNC é reforcada pela homologia estrutural com
proteinas que participam na defesa do hospedeiro contra bactérias gram negativas
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como a BPI, o que permite sugerir que sdo proteinas secretadas e que agem
blogueando a junc¢ado de LBP ao LPS e impedindo a ativacdo dos macréfagos pelo
LPS (Figura 3), tal como a BPI, que possui um papel regulador antiinflamatério na
resposta ao LPS (Levy, 2000; Levy et al., 2003; Weiss, 2003; Wheeler et al., 2003;
Bingle et al., 2004; Bingle & Gorr, 2004). LBP e BPI sao proteinas antagbnicas; a
primeira € uma proteina pro-inflamatéria, e a segunda tem uma funcéo
antiinflamatéria, mantendo uma regulagao da resposta inflamatéria desencadeada
pelo LPS bacteriano. A literatura mostra que a SPLUNC1 é uma proteina imuno-
defesiva inata que pode se ligar ao LPS e, por conseguinte, neutralizar a
endotoxina através de seu dominio BPI (Ghafouri et al., 2003; Zhou et al., 2006b).
A capacidade do PLUNC se ligar ao LPS é o que permite afetar o crescimento
bacteriano (Geetha et al., 2005; Zhou et al., 2006b; Wu et al., 2009).

]
8 Ceélulas epidermades
Células alvo, l ; ﬁ
G:ﬁfagns __.' MMP-3 1_l4_|_ Via aérea/foral
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Figura 3. Inflamacdo da mucosa e papel das proteinas PLUNC. Esquema

baseado em estudos feitos com PSP. As bactérias gram negativas na cavidade
oral e nas vias aéreas superiores expressam LPS, que geram uma resposta
inflamatéria nas células alvo e em macréfagos (1), secretam citocinas pro-
inflamatérias (2) e metaloproteinases (3). MMP-9 também € secretada pelas
células epiteliais da via aérea e salivares (4), em resposta ao TNF-a (5). As
proteinas PLUNC sé&o secretadas pelas células epiteliais das vias aéreas e orais
(6). As proteinas PLUNC bloqueariam entdo a ligagdo da LPB ao LPS, e a
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ativacado dos macréfagos pelo LPS (7). Além disso, os niveis de PLUNC seriam
regulados por clivagem pela MMP-9. As caixas pretas representam conhecimento
sem evidéncia suficiente na literatura (Adaptado de Bingle & Gorr, 2004).

A cavidade oral e as vias aéreas estdo continuamente expostas a diversos
organismos potencialmente patogénicos, onde a saliva e os fluidos da superficie
das vias aéreas tém uma reconhecida importancia na manutencao da saude oral e
respiratéria (Martin, 2000; Amerogen e Veerman 2002; Bingle & Gorr, 2004). Esta
capacidade protetora da saliva e dos fluidos das vias aéreas se deve, ao menos
parcialmente, as suas diversas proteinas e péptidos com atividade antimicrobiana
e antiinflamatoria, que evitam infeccoes recorrentes e toleram as populacées
microbianas residentes (Bingle & Gorr, 2004). A participacdo da saliva na
prevencao de infecgbes tem sido demonstrada em estudos que associam um
aumento das infec¢des orais como candidose e de caries em pacientes com um
fluxo salivar diminuido, por exemplo, pacientes tratados por radioterapia na regiao
de cabeca e pescoco, ou pacientes diagnosticados com sindrome de Sjégren
(Jonsson et al., 2002; Dirix et al., 2006). A familia PLUNC é composta por
proteinas cuja expressao ja foi demonstrada na saliva, o que sugere uma eventual
participacdo das proteinas PLUNC na resposta imune inata da cavidade oral
(Bingle & Gorr, 2004).

Os genes ortélogos sado genes que cumprem funcdes similares em
diferentes espécies. O genoma do rato possui genes ortdlogos dos seis tipos de
LPLUNCSs e da maioria dos SPLUNCs humanos (Bingle & Craven, 2003). O gene
ortélogo mais estudado dessas proteinas € o SPLUNC2, que é o ortdlogo da PSP,
proteina abundante na saliva e tecido de glandulas salivares dos ratos e
camundongos (Gupta et al., 2000; Wheeler et al., 2003; Bingle & Craven, 2003;
Bingle & Gorr, 2004; Geetha et al., 2005; Bingle &t al., 2009). Geetha et al. (2003)
demonstraram que a SPLUNC2 (PSP humana) pode ser identificada na parétida.

Estudos recentes demonstraram atividade bactericida ou bacteriostatica para
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diversas bactérias gram negativas, particularmente a Pseudmona aeruginosa
(Geetha et al., 2003; Gorr et al., 2008; Zhou et al., 2008).

Zhou et al. (2008) avaliaram os efeitos do SPLUNC1 sobre a P. aeruginosa
e o Virus Epstein Barr (EBV), demonstrando que essa proteina pode se ligar ao
LPS bacteriano, inibir o crescimento da bactéria, aumentar a ruptura e apoptose
dos linfocitos infectados com EBV e regular a expressdo das proteinas de
membrana do EBV. Os autores sugerem que o SPLUNC1, além de ter um papel
antibacteriano e antiviral, pode inibir o potencial oncogénico do EBV no epitélio
respiratorio.

A participacado do PLUNC na defesa inata do hospedeiro € bem relatada e
aceita, mas a existéncia de diferentes proteinas dentro desta familia sugere que
elas podem possuir diferencas intrinsecas na atividade biolégica ou que elas
podem ser seletivamente efetivas para o controle de determinados patégenos,
moléculas de LPS, ou outras moléculas antigénicas (Bingle & Gorr, 2004).

2.3.3. Estudos da expressao das proteinas da familia PLUNC

Genes PLUNC-like sao expressos por células epiteliais desde o 4pice da
lingua até o duodeno, apresentando uma expressao seletiva de cada proteina em
cada regiao anatbmica, o que esta associado as peculiaridades dependentes da
diversa flora microbiana que habita cada uma destas regides (LeClair, 2003a). As
proteinas da familia PLUNC tém sido identificadas em diferentes fluidos no ser
humano tais como a saliva, o fluido nasal, as secrec¢des traquéio-bronquiais e as
pulmonares; e os sitios de expressdao dessas proteinas incluem glandulas
salivares e epitélio respiratorio nasal, traqueal ou bronquial, entre outros (LeClair
et al., 2001; Bingle & Craven, 2002; Andrault et al., 2003; Ghafouri et al., 2003;
Kim et al.,, 2006). SPLUNC1, SPLUNC2 e LPUNC1 foram identificados na saliva
por diferentes pesquisadores, sugerindo que sao produzidas pelas glandulas
salivares (Ghafouri et al., 2003; Campos et al., 2004; Vitorino et al, 2004;
Ramachandran et al., 2006; Vargas et al., 2008). Niveis aumentados de PLUNC
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foram relatados em pacientes fumantes e expostos a irritantes quimicos, assim
como no esputo de pacientes com doencga respiratéria obstrutiva cronica (Ghafouri
et al., 2002; Di et al., 2003). Ghafouri et al. (2003) demonstraram que PLUNC é
uma proteina abundante no fluido nasal de individuos sadios e que a expressao &
diminuida em pacientes expostos a irritantes como o tabaco quando a exposicao a
estes irritantes quimicos € prolongada, posivelmente por um efecto toxico nas
células secretoras.

Recentemente, foi descrita a expressao de PLUNC nos granulos
especificos de neutréfilos humanos, células importantes na resposta imune do
hospedeiro, o que sugere que também podem liberar essas proteinas ao serem
estimulados (Bartlett et al., 2008). Embora estes autores ndo tenham conseguido
demonstrar a atividade antibacteriana do PLUNC, o armazenamento e a secrecao
por uma célula fagocitica suportam a hipétese de que essa proteina participa na
reposta inflamatoria e contribui na defesa do hospedeiro. Foi demonstrado que o
PLUNC é armazenado nos granulos especificos dos neutréfilos e € secretado por
degranulacao, em contraste com a proteina BPI, que € um produto dos granulos
azurdfilos, um compartimento subcelular diferente dos granulos especificos. Estes
autores realizaram o primeiro relato de expressao de PLUNC por uma célula de
linhagem hematopoiética e sugeriram que a expressdao do PLUNC é menos
restrita do que se pensava previamente (Bartlett et al., 2008).

Estudos que demonstraram a expressdao de SPLUNC1 na cavidade oral e
no trato aéreo superior localizaram a proteina nas células epiteliais do trato
respiratério, na superficie do epitélio que cobre as vias aéreas principais, no
esputo e nas secrecdes nasais. Entretanto, a expressdao mais significante dessa
proteina foi observada em células mucosas e ductos de glandulas submucosas
(Bingle & Craven, 2003; Zhou et al., 2006b). Uma expressao intensa também foi
detectada em glandulas menores da cavidade nasal, seios paranasais, regiao
posterior da lingua e tonsilas, sugerindo a presenca nas secre¢coes mucosas
desses tecidos (Bingle et al., 2005). Recentemente, Bingle et al. (2007) reportaram
um incremento na expressdo de SPLUNC1 nas vias aéreas menores dos pulmdes
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em pacientes com fibrose cistica, o que pode ser interpretado como uma resposta
defensiva do epitélio ao componente infeccioso nessa doenga. Chu et al. (2007)
estudaram a funcdo e regulagdo da SPLUNC1 na infeccdo por Mycoplasma
pneumoniae e na inflamacao alérgica (asma), concluindo que o SPLUNC participa
na defesa imune contra a infecgdo nas vias aéreas e inibe a producao epitelial de
IL-8, além de que a inflamagédo alérgica (com uma maior expressdao de IL-13)
diminui significativamente a expressdo de SPLUNC1, o que em parte contribuiria
para a natureza persistente das infeccoes bacterianas em pacientes alérgicos.

A expressao no tecido nasal também foi estudada, e mostrou que o PLUNC
€ uma proteina expressa pelas células epiteliais nasais e que néo € influenciada
por mediadores de diferenciacdo ou proliferacdo. A expressao foi identificada nas
células ciliadas do epitélio superficial e nas células serosas das glandulas
submucosas no epitélio nasal (Kim et al., 2006). Outros estudos relataram a
expressao de PSP e SMGB na glandula parétida e submandibular por técnicas de
imunoistoquimica e biologia molecular (Ball et al., 2003; Bingle & Gorr, 2004). A
expressdao de PSP (SPLUNC2) também foi identificada em queratindcitos
gengivais o que pode ser regulado por fatores humorais e bactérias, sugerindo um
papel na defesa do epitélio de superficie gengival (Shiba et al., 2005). Wu et al.
(2009) relataram uma diminuicdo de SPLUNC2 na saliva de pacientes com
periodontite agressiva generalizada. Essa diminuicdo poderia ser o resultado da
resposta imune inibitéria induzida pela bactéria que causa a periodontite o que
sugere que as glandulas salivares estao envolvidas no processo de resposta
imune na doenca periodontal (Wu et al., 2009)

Foram gerados dois clones de SPLUNC2 pela injecdo de dois peptideos
sintéticos em coelhos, correspondendo aos aminoacidos 156-168:
(VTIETDPQTHQPYV) (designado SPLUNC2A) e aminoacidos 236—249-COOH:
(VDNPQHKTQLQTLI) (designado SPLUNC2B). SPLUNC2A reconhece um
epitope que é encontrado internamente na proteina, € o segundo anticorpo,

SPLUNCZ2B, reconhece um epitope no extremo C-terminal da proteina. Ambos os

18



anticorpos sao capazes de identificar constituintes da saliva humana (Bingle et al.,
2009).

Zhou et al. (2006a) realizaram um estudo em fetos humanos de 28 a 30
semanas de gestacao reportou a expressao imunoistoquimica de SPLUNC1 em
glandulas salivares, epitélio do trato respiratorio superior e digestivo, além de
olhos e tecido adiposo. A expressao em olhos e tecido adiposo ndo tem sido
relatada em tecidos adultos. Esses autores reportaram a expressao da proteina
secretada no fluido nasofaringeo, saliva e lagrimas e sugeriram que a SPLUNC
teria um papel antimicrobiano e de manutencdo da homeostase no trato
respiratério superior, olhos e trato digestivo; e pode ser importante no
desenvolvimento e no metabolismo do tecido adiposo (Zhou et al., 2006a).
Posteriormente, Alves & Vargas (2010) avaliaram a expressao de membros da
familia PLUNC em fetos humanos de 12 a 25 semanas de gestacdo em glandulas
salivares maiores e menores, concluindo que a expressao de SPLUNC1 tem inicio
na vida intra-uterina, quando as glandulas salivares se acham em um estagio de
morfodiferenciacdo avancado com marcacdao nos plugs de mucina dos ductos
estriados e no citoplasma dos acinos mucosos. Pela negatividade para SPLUNC2,
0s autores sugeriram que a expressao dessa proteina tem inicio na vida pos-natal.

Bingle et al. (2009) estudaram a expressao do SPLUNC2 em glandulas
salivares maiores e menores normais. Observaram que essa proteina apresenta
expressao predominantemente nas células dos acinos serosos de glandulas
salivares maiores, nos ductos das glandulas salivares maiores e menores, assim
como nos tubulos sero-mucosos de glandulas salivares menores da mucosa oral,
regiao posterior da lingua e tonsila. A positividade é mais forte para SPLUNC2B
que SPLUNCZ2A nos acinos serosos da glandula parétida, no entanto na glandula
submandibular a expressao foi maior para SPLUNC2A do que para SPLUNC2B,
um padrdao similar foi identificado na glandula sublingual. A identificacdo da
expressao nesses sitios, reconhecidamente produtores de proteinas importantes
para a defesa do hospedeiro, suportam a teoria de que SPLUNC agiria na defesa

imune inata na cavidade oral.
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Em glandulas salivares menores, foi relatada a expressdo de SPLUNC1 nos
acinos mucosos e para SPLUNC2 nos acinos serosos, em um padrdo similar da
glandula submandibular e sublingual. Nas glandulas do trato respiratério superior,
foi identificada uma forte expressao de SPLUNC1 e negatividade para SPLUNC2
(Bingle et al., 2009).

Da Silva et al. (2010) compararam a expressao de membros da familia
PLUNC em glandulas salivares maiores de pacientes HIV positivos e HIV
negativos. Eles concluiram que nao ha diferenca entre a expressao de SPLUNCH1
entre pacientes dos grupos estudados, sendo que a expresséo foi identificada nos
acinos mucosos das glandulas sublinguais e submandibulares. Além disso,
SPLUNC2 foi expressa nos acinos serosos das glandulas salivares maiores
estudadas, sendo significativamente maior a sua expressao em pacientes HIV
positivos com micobacteriose e citomegalovirose. LPLUNC1 mostrou marcacao
em ductos estriados, intercalares e excretores, mas sem diferenca entre os grupos

estudados.

2.3.4 Expressao das proteinas da familia PLUNC em tumores

A proteina SPLUNC1 (LUNX) tem sido confirmada como um marcador
diagnéstico em cancer de pulméao, especialmente no caso de micrometastase de
cancer de células ndo pequenas, adenocarcinoma, CME e carcinoma brénquio-
alveolar (lwao et al., 2001; Mitas et al., 2003; Bingle et al., 2005; Li et al., 2005;
Kim et al., 2007; Cheng et al., 2008; Benlloch et al., 2009). Também foi identificada
a expressao de PLUNC em carcinoma nasofaringeo e cancer gastrico (Zhang et
al., 2003; He et al.,, 2005; Sentani et al., 2008; Yasui et al., 2009). SPLUNCA4,
também conhecido como BASE, pode ser usado em provas diagnésticas para
cancer de mama, pois é expresso em linhas celulares malignas em uma grande
propor¢ao de tecidos de cancer de mama primarios, sendo que em tecidos

normais sO € expresso em glandulas salivares (Egland et al., 2003).
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Vargas et al. (2008) determinaram a expressao de proteinas PLUNC
(SPLUNC1, SPLUNC2 e LPLUNC1) em tumores malignos e benignos de glandula
salivar, encontrando expressao de PLUNC apenas em CME e
cistoadenocarcinoma papilar. Todos os tipos de PLUNC avaliados foram positivos
no cistoadenocarcinoma papilar. LPLUNC1 e SPLUC2 foram positivos em CMEs,
sendo expressos em plugs de mucina, e células intermediarias e mucosas. As
células epidermdides e claras foram negativas. Estes autores concluiram que a
expressao de PLUNC pode ser uma ferramenta de diagnéstico util em casos de
CME e cistoadenocarcinoma papilar. Estes resultados motivaram a realizacao do
presente estudo que se propbe a analisar a expressao das proteinas da familia
PLUNC em uma amostra maior de CMEs de glandulas salivares maiores e
menores, avaliando o potencial destas proteinas no diagnéstico destes tumores

quando comparadas com técnicas histoquimicas disponiveis atualmente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao imunoistoquimica das
proteinas da familia PLUNC em CME de glandulas salivares maiores e menores.

3.2 Objetivos especificos

1. Revisar os casos de CME coletados e classifica-los histologicamente de
acordo com os ultimos parametros da OMS (Barnes et al., 2005).

2. Caracterizar a expressdao imunoistoquimica das proteinas SPLUNCI,
SPLUNC2A, SPLUNC2B, LPLUNC1 e LPLUNC2 em CMEs das glandulas
salivares maiores e menores.

3. Correlacionar o grau de malignidade dos CMEs estudados com a expressao
das proteinas da familia PLUNC.

4. Correlacionar o padrao de marcagao das proteinas da familia PLUNC com
o padrao de marcacao de PAS e mucicarmin em CMEs.

5. Avaliar a capacidade das proteinas da familia PLUNC como marcadores
Uteis no diagnéstico de CMEs de glandulas salivares.

6. Caracterizar a expressdao das proteinas SPLUNC1, SPLUNC2A,
SPLUNC2B, LPLUNC1 e LPLUNC2 em tecido de glandula salivar normal
adjacente aos CMEs estudados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Caracteristicas da amostra

Foi realizado um estudo retrospectivo descritivo com casos que pertencem
ao Laboratério de Histopatologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(FOP) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) entre os anos 1989 e
2004.

Os dados clinico-patolégicos foram coletados retrospectivamente nos
prontuarios dos pacientes. Os dados clinicos incluiram género, idade, tamanho do
tumor e localizacao da lesdo. Os blocos de parafina contendo biépsias dos casos
selecionados no periodo foram resgatados do arquivo, posteriormente foram feitos
novos cortes e novas coloracées em Hematoxilina Eosina. Todos os casos foram
revisados por microscopia Optica para confirmagdo do diagndstico por trés
patologistas (W.A.G.A., A.R.S.S. e P.A.V.) e foi realizada a gradagéo histoldgica
de acordo com o sistema de classificacao publicado pela OMS (Barnes et al.,
2005). Coloragbes histoquimicas especiais como PAS e mucicarmin foram feitas
para confirmar a presenga de mucina nos tumores.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(Protocolo n° 047/2010).

4.2 Protocolo das técnicas de PAS e mucicarmin

As técnicas de coloragdo histoquimica para PAS e mucicarmin de Mayer
foram realizadas de acordo com os protocolos utilizados no Laboratério de
Patologia Oral da FOP-UNICAMP, como descrito a seguir.

Foram obtidos dois cortes de 5mm de espessura a partir de cada bloco de
parafina selecionado, os cortes foram montados em laminas nao silanizadas. A

técnica de PAS utilizada foi realizada a partir da desparafinizagdo em xilol dos
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novos cortes histolégicos e posteriormente, foi realizada a hidratacdo dos cortes
em etanol absoluto e alcool 70% por cinco minutos cada, seguida por lavagens em
agua corrente e destilada. Na sequéncia, os cortes foram banhados com &cido
periédico a 5 % durante 5 minutos. Realizou-se enxdgue das laminas e cortes
histol6gicos em agua corrente durante 5 minutos. O reativo de Schiff foi aplicado
durante 15 minutos nos cortes. Posteriormente, os cortes foram deixados em
bisulfito sédico a 2 % por 5 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente
durante 5 minutos e posteriormente submergidas em hematoxilina de Mayer por
10 minutos. Por fim, se realizou um lavado com agua corrente durante 5 minutos,
desidratacao, diafanizacdo com xilol e finalmente as laminas foram montadas para
andlise microscépica com auxilio de balsamo do Canada. Técnicas de PAS com e
sem diastase foram feitas em todos os casos.

A técnica de mucicarmin foi realizada a partir da desparafinizacao em xilol e
posteriormente, foi realizada a hidratacdo dos cortes em etanol absoluto e alcool
70% por cinco minutos cada, seguida por lavagens em agua corrente e destilada.
Depois, os cortes foram banhados com hematoxilina de Weigert durante 10
minutos. Realizou-se um lavado em agua corrente durante 3 minutos, e as laminas
foram submergidas em solucéo diluida de mucicarmin (1:4) durante 30 minutos.
Posteriormente, os cortes foram lavados com agua corrente durante 10 minutos,
as laminas desidratadas e montadas para analise microscopica com auxilio de

balsamo do Canada.

4.3 Protocolo das técnicas de imunoistoquimica

As reagbes de imunoistoquimica foram realizadas no Laboratério de
Patologia Oral da FOP-UNICAMP. Os seguintes anticorpos foram utilizados:
SPLUNC1 (diluicao 1:300), SPLUNC2A (diluicao 1:250), SPLUNC2B (diluicao
1:500), LPLUNC1 (diluicao 1:600) e LPLUNC2 (diluicao 1:600). Esses anticorpos
nao estdo disponiveis comercialmente e foram doados para essa pesquisa pela
Dra. Lynne Bingle do Departamento de Patologia Oral e Maxilofacial da Faculdade
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de Odontologia Clinica da Universidade de Sheffield (Inglaterra). Os anticorpos
foram desenvolvidos e validados segundo protocolos estabelecidos e publicados
por Bingle et al. (2005) e Vargas et al. (2008).

Foram obtidos 6 cortes de 3mm de espessura de cada biépsia incluida em
parafina e montados em laminas silanizadas. Foi realizada a primeira
desparafinizagdo em xilol por cinco minutos e a segunda desparafinizagcdo em xilol
por mais cinco minutos. Posteriormente, foram realizadas duas hidrata¢des dos
cortes em etanol absoluto e alcool 70% por cinco minutos cada, seguida por
lavagens em agua corrente e destilada, para depois fazer o bloqueio da
peroxidase enddgena, em agua oxigenada (3% em metanol) por 20 minutos, e
lavadas rapidamente em PBS. A recuperacéo antigénica foi realizada pela fervura
em microondas, com solucdo de citrato de sodio (tribasico) 0,01M por oito
minutos, deixando esfriar até atingir a temperatura ambiente seguida por lavagem
em PBS.

Posteriormente, foi realizado um bloqueio de proteinas com 100% de soro
fetal de cabra (Sigma Aldrich), em camera Uumida por 30 minutos em temperatura
ambiente. Entao, foi efetuada a incubacao por 18 horas a 4°C com o anticorpo
primario diluido em soro fetal de cabra. Um controle negativo utilizando anticorpo
IgG (Dako) foi utilizado em cada caso. As laminas foram lavadas duas vezes em
PBS sob agitagdo por cinco minutos cada e entdo incubadas com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase (Vectastain Elite ABC kit, Rabbit,Vector
Laboratories) por 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de duas lavagens
em PBS sob agitacdo por cinco minutos cada. Na sequéncia, as laminas foram
incubadas com complexo Avidina — Biotina (Vectastain Elite ABC kit, Rabbit,Vector
Laboratories) por mais 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foi
realizada uma nova lavagem com PBS com duas trocas de cinco minutos sob
agitacdo. Na proxima etapa as laminas foram reveladas com o substrato
cromogeno para peroxidase (Vector NovaRed, Substrate kit for peroxidase) por
dois a cinco minutos ou até o aparecimento de cor em temperatura ambiente. Em

seguida, foram lavadas em agua destilada por cinco minutos. As laminas foram
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entdo contra-coradas com Hematoxilina e lavadas em &gua corrente e agua
destilada. Os cortes foram desidratados em banhos de alcool 70%, 90% e
absoluto, seguido pela diafanizacdo em xilol e montagem das Iaminas com resina

de baixa viscosidade.

4.4 Avaliacao da marcacao imunoistoquimica

As reacdes de imunoistoquimica foram classificadas como positivas ou
negativas, especificando o tipo celular marcado pelo anticorpo. Também foi
analisada a intensidade e a porcentagem da marcag¢ao no tumor segundo a Escala
Imunoreativa Semiquantitativa de Remmele (Semiquantitative Immunoreactive
Score — IRS) (Remmele & Stegner, 1987 citado por Kohlberger e cols., 1997 e
Magerl e cols., 2010). Este é um sistema subjetivo no qual se avalia a
porcentagem de células marcadas (PP, do inglés percentage of positively stained
cells) e a intensidade de marcacdo nas células (Sl, do inglés stain intensity). A
porcentagem de células marcadas foi analisada com uma lente objetiva de 4X e a
intensidade de marcacao com uma lente de 40X. O escore (IRS) foi determinado
multiplicando PP por Sl (Tabela 2).
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Tabela 2. Escala Imunoreativa Semiquantitativa de Remmele (Semiquantitative
Immunoreactive Score — IRS)

PP=0 Sem marcacao

PP=1 Marcacao em <10% das células
PP=2 Marcagao em 10-50% das células
PP=3 Marcacao em 51-80% das células
PP=4 Marcacao em > 80% das células
Sl=1 Sem marcacao

Sli=2 Marcacéo fraca

SI=3 Marcacgao intensa

Sl=4 Marcacao forte

IRS = porcentagem de células marcadas (PP) X intensidade de marcacéo (Sl).
Finalmente os escores foram classificados em trés grupos:
a) Negativo =0
b) Baixo =1-7
c) Alto =8-16

4.5 Forma de analise dos resultados

Os resultados foram tabulados com auxilio do software Microsoft Excel
(Office 2007), e posteriormente foi realizada uma andlise estatistica descritiva.
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5 RESULTADOS

5.1 Achados demograficos e clinico-patolégicos

A amostra de pacientes consistiu de 30 casos de CME. A faixa etaria foi de
5 a 80 anos (média de idade de 44,07 anos). A relacdo homem:mulher foi 1:1,9
(19 mulheres (63,33%) e 10 homens (33,33%)). Um caso nao tinha informacao
sobre 0 género. Todos 0s casos pertencem ao Laboratério de Histopatologia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). A distribuicdo por localizagdo dos tumores foi de 19 casos
de glandulas salivares menores (63,33%), 8 casos de glandula parétida (26,66%),
um caso de glandula submandibular (3,33%) e 2 casos de CME intra-6sseo
(6,66%).

Com relagdo a gradacéao histolégica de acordo com a OMS (Barnes et al.,
2005), 19 (63,33%) casos foram classificados como de baixo grau de malignidade,
4 (13,33%) casos de grau intermediario e 7 (23,33%) casos de alto grau (Figuras
4-6). A maioria dos casos [25 (83,33%)] foi do tipo classico ou convencional, 3
(10%) casos foram da variante de células claras e 2 (6,66%) casos foram da
variante de células oncociticas. Os achados demograficos e clinico-patoldgicos
estao descritos na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas demograficas e clinico-patolégicas da amostra utilizada

no estudo.
N° Idade Género Localizacao Grau (Barnes et Variante
al., 2005/0MS) histolégica
1 42 F Parétida Baixo Classico
2 49 F gl sal men Baixo Classico
3 48 F gl sal men Alto Cléassico
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Figura 4. Carcinoma mucoepidermdide de baixo grau. Tumor predominantemente cistico com um
alto nimero de células mucosas (caso 24, HE, 50x).

)

Figura 5. Carcinoma mucoepiderméide de grau intermediario. Tumor com presenca de alguns
espacos cisticos, predominancia de células intermediarias e pode-se observar alguns ninhos de

s

Figura 6. Carcinoma mucoepidermc’)ie de alto grau. Tumor com poucs espagos cisticos
presentes e predominancia de células epidermdides (caso 19, HE, 50x).
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6.2 Coloracao histoquimica de PAS e mucicarmin

Todos os casos foram avaliados pelas técnicas histoquimicas de PAS
(Figuras 7-8) e mucicarmin (Figura 9). Todas as amostras mostraram positividade
nas células mucosas e plugs de mucina para PAS e mucicarmin (Tabela 4). A
intensidade de marcacgéo foi maior para PAS do que para mucicarmin. A técnica
de PAS foi negativa nas células intermediarias, epiteliais, oncociticas e na maioria
das células claras. A técnica de mucicarmin foi negativa nas células

intermediarias, epiteliais, oncociticas e claras.

Tabela 4. Marcacao para técnicas de PAS e mucicarmin.

Técnica Casos Casos Porcentagem de
histoquimica positivos negativos positividade
PAS 30 0 100%
Mucicarmin 30 0 100%

32



).

Figura 9. Positividade para mucicarmin em celulas mucosas e plugs de mucina (caso 18,
mucicarmin de Mayer, 400x)
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5.3 Expressao imunoistoquimica das proteinas PLUNC

Foram avaliadas 5 proteinas da familia PLUNC: SPLUNC1, SPLUNC2A,
SPLUNC2B, LPLUNC1 e LPLUNC2. Vale destacar que SPLUNC1 e LPLUNCH1
apresentaram uma marcacao positiva na maioria dos casos estudados. Por outro
lado, SPLUNC2A, SPLUNC2B e LPLUNC2 foram negativos na maioria dos
tumores. A expressdao imunoistoquimica no tumor para essas proteinas sao
mostradas na tabela 5.

Tabela 5. Expressao imunoistoquimica das proteinas da familia PLUNC nos CME
avaliados no estudo.

Proteina Casos Casos Porcentagem de

PLUNC positivos negativos positividade
SPLUNC1 27 3 90%
SPLUNC2A 2 28 6,66%
SPLUNC2B 0 30 0%
LPLUNC1 28 2 93,33%
LPLUNC2 0 30 0%

5.3.1- Anadlise de intensidade e quantidade de marcaciao no tumor

(Escala Imunoreativa Semiquantitativa)
Para cada proteina, foi analisada a intensidade e porcentagem da

marcacao no tumor segundo a Escala Imunoreativa Semiquantitativa de Remmele.

Os resultados estao detalhados na tabela 6.
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Tabela 6. Escala Imunoreativa Semiquantitativa de Remmele (Semiquantitative

Immunoreactive Score — IRS) nos tumores estudados.

SICM (IRS)  SIPM (IRS) SICI(IRS) _ SICE (IRS)

PLUNC PP

NO

P T T s s s s e e s T s e s e s s s e e e e

N~ N N~ N N~ N~ Y~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

P s e e e s e e e T s s s s e s s s s s s s

B = N N N - N

~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~~~ o~~~

S N N N N N N N N~~~ ~  ~  ~  ~ ~ ~

~ e~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ e~ o~ e~ o~ o~ o~ o~ o~~~

— e S .  —  —  —  —  —  —  ~—  —  ~—  ~—  ~  ~  ~  ~  ~ ~

— N ~ AN T n ~ N T Mnm ~ N T nm ~ N T [a1]
“ O 0N 4 4Jd4 0 0 0N 4d4 4Jd4 0 0 N 4d 4d4 0 0 un 4d4 4d4 un o wm
- N (42 ] < (9]

35



P s s s e s T T e e s e s s s e e s e s T s s s s Ty

S N N N N~ N~ N~~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

e e e s e s e s s T s s s s s s s s e s s s e s s ey

— S N e  —  —  —  —  —  ~—  —  —  —  ~  —  —  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~

S N N N N N N~~~ |~~~ |~~~ ~  ~  ~  ~  ~ ~ ~ ~

— e VY  ~  ~

LP1
LP2
SP1
S2A
S2B
LP1
LP2
SP1
S2A
S2B
LP1
LP2
SP1
S2A
S2B
LP1
LP2
SP1
S2A
S2B
LP1
LP2
SP1
S2A
S2B
LP1

36



P s s s e s T T e e s e s s s e e e e e e T e s s Ty

S N N N N N~ N~~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

e e e s e s s s e T e s s s s s s s e s s s e s s T

S S N S S  —  —  ~—  —  ~—  —  ~—  —  ~—  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~

S N N N N N N N N~~~ S~~~ |~~~ ~  ~  ~ ~ ~ ~

— e S S o~ s~ ~—  ~  ~  ~  ~  ~ ~

N~ < N -~ N - < O -~ N - N0 -~ NN - << M- N < M-
A O o A A A A NN A A AN N A AN N A A A NN O
4 O O 0O 4 4Jd4 0O 0 n 4d4 4Jd4 N L N 4d4 4d4 o o un n 4d4 4d4 0 un o un 4 4
- N (42 ] < [{e]
- - - - -

37



P s e s e s s T e e s e s s s e e s s s e T s s s Ty

S N N N N~ N~ N~~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

e e e s e s s s s e s e s s s s e s s s e e s s s e

— N .  —  —  —  ~—  —  —  —  —  —  ~—  —  ~—  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~

~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~~~ o~~~ o~

e N N N N N N Y~ N  —  —  ~—  ~—  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~  ~ ~ ~

— e S .  —  —  —  —  —  —  —  —  —  —  ~—  —  —  ~—  ~  ~  ~  ~  ~  ~ ~

SP1

17

LP1

A —~ << N ~ N ~—~— << O ~ N —~— < N ~ N ~ < O ~ N T
A O o A A A A NN A A O NN A A AN AN o O
4 0 0 0O 4 4Jd4 0 0 N 4d4 4Jd4 0 0 0 4d4 4d4 0 O un n 4d4 4d4 »m

21

38



P s e e e s s e s e s s s s s e s e e e T T s s e

S N N N N~ N~ N~~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

e e e s e e e s e T e s s s s s s s e s s s s s s

S S S S S~  —  ~—  ~—  ~—  —  ~—  ~  ~  ~  ~  ~  ~ Y ~  ~  ~  ~

~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~~~ o~~~ o~

~ o~ o~ o~ o~ o~

e N N N N N N N~ S  ~—  —  ~—  ~—  ~—  ~—  ~  ~  ~  ~  ~  ~ ~ ~ ~

~ o~ o~ o~ o~ o~

S e .  —  —  —  —  —  —  —  —  —  —  —  ~—  —  —  —  ~—  ~—  ~  ~  ~  ~  ~ ~

N n ~
PP%QPP
4 OO 0O 0 4d4 4
({e]
(q]

SP1

27

39



S2B 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
LP1 2 3(6) 0(0) 0(0) 0(0)
LP2 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
28  SP{ 2 3(6) 2(4) 1(2) 0(0)
S2A 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
S2B 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
LP1 4 3(12) 3(12) 2(8) 1(4)
LP2 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
29  SP{ 2 2(4) 2(4) 0(0) 0(0)
S2A 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
S2B 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
LP1 4 2(8) 1(4) 1(4) 0(0)
LP2 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
30  SP1 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
S2A 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
S2B 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
LP1 2 0(0) 0(0) 0(0) 12)
LP2 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

SP1=SPLUNC1; S2A=SPLUNC2A; S2B=SPLUNC2B; LP1=LPLUNT1;
LP2=LPLUNC2; PP=porcentagem de marcagao; SICM=intensidade de marcagéo
de células mucosas; SIPM=intensidade de marcacao de plugs de mucina;
SICl=intensidade de marcacgao de células intermediarias; SICE: intensidade de
marcacao de células epidermdides.

Os resultados definitivos da Escala IRS para LPLUNC1 (Tabela 7) e

SPLUNC1 (Tabela 8) mostraram que as células mucosas apresentaram maior

positividade que as células intermedidrias e epidermdides, que os escores Séo
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maiores nos casos de baixo grau quando comparados com 0s casos de grau
intermediario e alto grau e que a maioria dos escores foram considerados como
marcacao baixa. Os outros anticorpos ndo foram tabulados devido a sua escassa

marcacao no tumor.
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Tabela 7. Distribuicao da expressao imunoistoquimica para LPLUNC1 em todos os tumores.

LPLUNCT
Grupo de
escores CME baixo grau (n=7) CME grau intermediario (n=4) CME alto grau (n=19)
CM PM Cl CE CM PM Cl CE CM PM Cl CE
Negativo 53% |26,3% | 42,1% | 73,7% | 0% 25% | 25% | 50% | 42,9% | 85,7% | 42,9% | 71,4%
Baixo 57,9% | 47,3% | 42,1% | 26,3% | 25% | 50% | 50% | 50% | 57,1% | 0% | 57,1% | 28,6%
Alto 36,8% | 26,3% | 15,8% | 0% 75% | 25% | 25% 0% 0% 14,3% | 0% 0%

CM: células mucosas; PM: plugs de mucina; ClI: células intermediarias; CE
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Tabela 8. Distribuicdo da expressao imunoistoquimica para SPLUNC1 em todos os tumores.

SPLUNCH1
Grupo de
escores CME baixo grau (n=7) CME grau intermediario (n=4) CME alto grau (n=19)
CM PM Cl CE CM PM Cl CE CM PM Cl CE
Negativo 0% 53% | 68,4% |89,5% | 25% | 25% | 25% | 100% | 28,6% | 42,8% | 71,4% | 100%
Baixo 78,9% | 78,9% | 26,3% | 10,5% | 25% | 50% | 25% 0% | 71,4% | 42,8% | 28,6% | 0%
Alto 21,1% | 15,8% | 5,3% 0% 50% | 25% | 50% 0% 0% 14,3% | 0% 0%

CM: células mucosas; PM: plugs de mucina; Cl: células intermediarias; CE: células epidermdides.
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5.3.2- Expressao imunoistoquimica de SPLUNC1 no tumor

SPLUNCH1 foi positivo em 27 (90%) dos 30 casos do estudo, principalmente
em células mucosas e plugs de mucina. Foi positivo nas células mucosas em 27
(90%) casos, nos plugs de mucina em 25 (83,33%) casos e em células
intermediarias em 11 (36,66%) casos (Figuras 10-11). Foi positivo na membrana
celular das células claras. A quantidade e a intensidade da marcacdo foram
maiores nos tumores de baixo grau, e foram diminuindo a medida que aumentava
o grau do tumor.

Figura 10. Positividade para SP1em ceIuIas mucosas e aIgumas ceIuIas intermediarias em CME
de baixo grau (caso 27, 200x)

Figura 11. P03|t|V|dade para SP1 em plugs ‘de mucina e algumas células mucosa em CME de
baixo grau (caso 13, 200x).
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5.3.3- Expressao imunoistoquimica de LPLUNC1 no tumor

LPLUNCH1 foi positivo em 28 (93,33%) dos 30 casos estudados, mostrando
uma alta positividade em células mucosas, plugs de mucina e células
intermediarias. Foi positivo nas células mucosas em 27 (90%) casos, plugs de
mucina em 19 (63,33%) casos, células intermediarias em 17 (56,66%) casos e
células epiderméides em 10 (33,33%) casos (Figuras 12-13). Foi positivo na
membrana celular das células claras e no citoplasma das células oncociticas. A
quantidade e intensidade da marcacao foram maiores nos tumores de baixo grau,

e diminuiram a medida que aumenta o grau do tumor.
;3._*.\ :" T v a ; f. W -._' i

Figura 12. Positividade para LP1 em ceIuIas mucosas plugs de mucina e algumas células
intermediarias em CME de baixo grau (caso 7, 200x).

F“'('Q’fh_, ,ll‘,'/ﬁ ¥ ( -4 \:‘ﬁ\ o .‘
,.. a'&t Bt z

Figura 13. Positividade para LP1 em celulas mucosas e plugs de mucma em CME de grau
intermediario (caso 12, 200x).
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5.3.4- Expressao imunoistoquimica de LPLUNC2 no tumor

A expressdo de LPLUNC2 foi negativa em todos os casos estudados, em
todos os tipos celulares que compdem o tumor.

Foi observada positividade em células com morfologia semelhante a
mastocitos degranulados e ndo degranulados. Estas células com citoplasma
granular estavam distribuidas em um padrao disperso tanto em areas intra-
tumorais como peri-tumorais (Figura 14). As células LPLUNC2 positivas foram
localizadas tanto no parénquima como no estroma tumoral e na zona peri-tumoral,
tanto em areas préximas de vasos sanguineos e nervos como em areas proximas
dos ductos salivares (Figuras 15-16).

A positividade para LPLUNC2 nas células semelhantes a mastécitos foi
forte e especifica e encontrada em 25 (83,33%) casos. Nos tumores de baixo grau
foi positivo em 16 (84,21%) dos 19 casos, nos tumores de grau intermédio foi
positivo em 3 (75%) dos 4 casos e nos tumores de alto grau foi positivo em 6
(85,71%) dos 7 casos. Nos casos de glandulas salivares menores, incluindo os
dois casos intradsseos, foi positivo em 17 (80,95%) dos 21 casos, enquanto que
nos casos de glandulas salivares maiores foi positivo em 8 (88,88%) de 9 casos.
As laminas de CME coradas em HE foram examinadas a procura de mastécitos
dentro do tumor, e estes foram identificados nas mesmas areas descritas acima

onde existiu marcagéao imunoistoquimica para LPLUNC2 (Figura 17).
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Figura 14. Positividade de LPLUNC2 em Figura 15. Positividade para LPLUNC2 em
células citoplasma granular dentro do células semelhantes a mastocitos perto de
estroma tumoral (caso 13, 1000x). vasos (caso 13, 200x).

Figura 16. Positividade para LPLUNC2 em Figura 17. Imagem de HE mostrando a
células semelhantes a mastécitos em area presenga de mastécitos (circulos) dentro do
tumoral (caso 7, 200x). estroma tumoral dos CME (caso 13, 400x).
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5.3.5 Expressao imunoistoquimica de PLUNC em CME de baixo grau

SPLUNCH1 foi expresso principalmente nas células mucosas de 19 (100%)
dos 19 casos de baixo grau, em plugs de mucina 18 (94,73%) casos e em 6
(31,57%) casos foi positivo para células intermediarias. A marcacéao foi forte em
células mucosas e plugs de mucina e de menor intensidade nas células
intermediarias (Figuras 18-19).

LPLUNC1 foi expresso dos tumores de baixo grau principalmente nas
células mucosas em 19 (100%) casos, nos plugs de mucina 14 (73,84%) casos e
nas células intermediarias 11 (57,89%) casos. Cinco casos foram positivos em
células epidermdides (26,31%). A marcacao foi forte nas células mucosas e plugs
de mucina e de menor intensidade nas células intermediarias e epidermoides
(Figuras 20-21). LPLUNC2 foi positivo nas células semelhantes a mastdcitos
dispersas em 16 dos 19 casos (84,21%).

SPLUNCZ2A foi positivo em apenas 1 caso em células mucosas e plugs de
mucina. SPLUNC2B e LPLUNC2 foram negativos em todos os casos estudados.
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Figura 18. Positividade para SP1 em células

mucosas, plugs de mucina e células mucosas e algumas células intermediarias
intermediarias (caso 27, 100x). (caso 27, 400x)

Figura 20. Positividade para LP1 para Figura 21. Positividade para LP1 em células
células mucosas, plugs de mucina e algumas mucosas e algumas intermediarias (caso 7,
células intermediarias (caso 7, 100x) 400x).
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5.3.6 Expressao imunoistoquimica de PLUNC em CME de grau

intermediario

SPLUNCH1 foi expresso principalmente nas células mucosas 3 (75%) de 4
casos nos CMEs de grau intermediarios, assim como nos plugs de mucina em 3
(75%) casos e em 3 (75%) casos nas células intermediarias (75%). A marcagao foi
forte nas células mucosas e plugs de mucina e de menor intensidade nas células
intermediarias (Figuras 22-23).

LPLUNCT1 foi principalmente expresso em células mucosas 4 casos (100%),
plugs de mucina 3 (75%) casos e células intermediarias 3 (75%) casos. A
marcacao foi forte nas células mucosas e plugs de mucina e de menor intensidade
nas células intermediarias (Figuras 24-25). LPLUNC2 foi positivo nas células
semelhantes a mastocitos dispersas em 3 (75%) casos.

SPLUNC2 e LPLUNC2 foram negativos em todos os casos estudados.
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Figura 22. Positividade para SP1 em células Figura 23. Positividade para SP1 em células
mucosas e intermediarias e plugs de mucina mucosas e intermediarias (caso 15, 400x).
(caso 15, 100x).

Figura 24. Positividade em células mucosas, Figura 25. Positividade para LP1 em células
plugs de mucina e algumas células mucosas e algumas células intermediarias
intermediarias para LP1. (caso 12, 50x). (caso 12, 200x).
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5.3.7- Expressao imunoistoquimica de PLUNC em CME de alto grau

Nos tumores de alto grau, SPLUNC1 foi expresso principalmente em
células mucosas 5 (71,42%) de 7 casos, plugs de mucina 4 (57,14%) casos e em
2 (28,57%) casos foi positivo nas células intermediarias. A marcacgao foi forte nas
células mucosas e plugs de mucina e menos intensa nas células intermediarias
(Figuras 26-27).

LPLUNCT1 foi principalmente expresso nas células mucosas 4 (57,14%)
casos e células intermediarias 4 (57,14%) casos. Em 2 (28,57%) casos foi positivo
para plugs de mucina e em 3 (42,85%) casos foi positivo em células epidermdides.
A marcacao foi forte em células mucosas e plugs de mucina e de menor
intensidade nas células intermediarias e epidermdides (Figuras 28-29). LPLUNC2
foi positivo nas células semelhantes a mastécitos dispersas em 6 (85,71%) casos.

SPLUNC2A foi positivo em apenas 1 caso (3,33%) nas células mucosas,
plugs de mucina, células intermediarias e epidermdides. SPLUNC2B e LPLUNC2
foram negativos em todos os casos estudados.
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Figura 26. Positividade em plugs de mucina Figura 27. Positividade para SP1 em plugs de
para SP1 (caso 19, 200x). mucina dentro de ilhas de células epiteliais
(caso 19, 400x).

Figura 28. Positividade para LP1 em células Figura 29. Positividade para LP1 em algumas
epidermoides. Na parte inferior direita se células epiderméides (caso19, 400x).

observa o controle de um ducto remanente

normal (caso 3, 200x).
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5.3.8- Expressao imunoistoquimica de PLUNC em tecido de glandula

salivar normal

Dos 30 casos de CME avaliados neste estudo, 13 mostraram fragmentos de
tecido de glandula salivar normal adjacente aos tumores. Dentre estes 13 casos, 8
foram oriundos de glandulas salivares menores, 4 de glandula salivar parétida e 1
de glandula submandibular.

SPLUNCH1 foi positivo em 2 (25%) dos 8 casos com glandulas salivares
menores normais, em areas de ductos de 2 (25%) casos, em 2 (25%) casos nos
acinos mucosos (Figuras 30 e 31) e nos plugs de mucina em 1 (12,5%) caso.
SPLUNC1 ndo mostrou positividade na glandula paroétida (Figura 32) nem na
submandibular.

SPLUNC2A e SPLUNC2B foram positivos em todas as areas de acinos
serosos de glandula parétida e submandibular normais. A expressao de
SPLUNC2A foi localizada nos acinos serosos de 4 (100%) casos (Figura 33) e nos
ductos normais de 1 (25%) caso na glandula parétida; nos acinos serosos (1 de 1
caso, 100%) da glandula submandibular, assim como nos ductos e acinos serosos
de 2 (25%) casos com glandulas salivares menores mistas (Figuras 34-35).
SPLUNC2A foi negativo em todas as areas de acinos mucosos. A expressao de
SPLUNCZ2B foi localizada nos acinos serosos (4 de 4 casos, 100%) e ductos 3
(75%) casos da glandula parétida (Figura 36) e acinos serosos (1 de 1 caso,
100%) de submandibular normal. SPLUNC2B foi negativo em todos os casos de
glandulas salivares menores (Figura 37), sendo negativo em todas as areas de

a4cinos mucosos.

54



Figura 32. Negatividade para SP1 em acinos serosos da glandula parétida (caso 29, 200x).
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Figura 33. Positividade para SP2A em acinos serosos e fraco em ductos de glandula parétida
caso 1, 200x).

(

laba oX) O 7 e

Figura 34. Negatividade para SP2A em &cinos mucosos e positividade em ductos de glandula
salivar menor (caso 13, 200x).
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Figura 36. Positividade para SP2B em &cinos serosos e fraco em ductos de glandula parétida
caso 29, 200x).

13, 200x).
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LPLUNCH1 foi positivo nos ductos normais das glandulas salivares menores
em 4 (50%) de 8 casos (Figura 38), da glandula parétida 2 (50%) casos (Figura
39) e da glandula submandibular 1 caso (100%). Apenas 2 (25%) casos foram
positivos para plugs de mucina e 1 (12,5%) caso nos &cinos mucosos de
glandulas salivares menores.

LPLUNC2 foi positivo em acinos mucosos de glandulas salivares menores
em 5 (62,5%) casos. Em 1 (12,5%) caso foi positivo em plugs de mucina de
glandula salivar menor e em outro(12,5%) caso nos ductos de glandula
submandibular.

Figura 39. Positividadepara LPLUN1 em ductos de glandula parétda e negativo em acinos
serosos (caso 29, 200x).
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6 DISCUSSAO

O CME é um tumor produtor de mucina que representa o tumor maligno
mais comum das glandulas salivares (Speight e Barrett, 2002; Védrine et al.,
2006). O diagnéstico e a gradacao histolégica do CME se baseiam nas
caracteristicas histopatolégicas do tumor, no entanto, em alguns casos o
diagnéstico pode se tornar dificil, principalmente nos casos de alto grau que
apresentam uma histopatologia complexa, com pouca quantidade de células
mucosas e baixa producao de mucina. Nestas circunstancias, os CMEs podem ser
confundidos com outros tumores malignos como o carcinoma espinocelular, o qual
apresenta um comportamento clinico e tratamento distintos (Luna, 2006).

As caracteristicas epidemiolégicas encontradas na amostra estudada nesta
dissertacdo estdo de acordo com aquelas descritas na literatura (Brandwein et al.,
2001; Kokemueller et al., 2005; Luna, 2006; Vargas et al., 2008; Demasi et al.,
2010).

As proteinas da familia PLUNC sao proteinas secretadas que teriam uma
importante participacdo na defesa imune inata do hospedeiro nas vias aéreas e
cavidade oral, e que apresentam uma expressao tanto nos tecidos que recobrem
essas regides como nos fluidos oriundos destes locais. Diversos autores
reportaram a presenca de proteinas da familia PLUNC na saliva (Vitorino et al.,
2004; Guo et al., 2006; Ramachandran et al,, 2006) e nas glandulas salivares
utilizando diferentes técnicas de biologia molecular, biologia celular (Bingle &
Bingle, 2000; Bingle & Craven, 2002), e de imunoistoquimica (Vargas et al., 2008;
Alves & Vargas, 2010).

A expressao imunoistoquimica de PLUNC no CME de glandulas salivares
foi originalmente descrita por Vargas et al. (2008), que sugeriram sua utilidade no
diagnéstico de CME de dificil diagnéstico. O presente trabalho parece ser o
segundo que se propds a analisar imunoistoquimicamente as proteinas da familia
PLUNC em CMEs, e, aparentemente, se trata da maior amostra de casos de
CMEs ja investigada para a expressdo de PLUNC. Os resultados encontrados
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nesta dissertacdo mostraram uma elevada expressdo de LPLUNC1 e SPLUNCH1
em CME. Apesar de Vargas et al. (2008) terem descrito a expressao positiva de
LPLUNC1 nos CMEs, estes autores relataram que SPLUNC1 foi negativo nos
tumores e SPLUNC2 foi considerado positivo nas células intermediarias.
Interessantemente, estes resultados nao foram encontrados no presente estudo,
onde SPLUN2A e SPLUNC2B apresentaram marcacéo escassa ou nula em todos
os casos de CMEs estudados, sugerindo por meio de uma maior casuistica que
SPLUNC2A e SPLUNC2B nao teriam importancia diagnostica. Vale a pena
destacar que Vargas et al. (2008) afirmaram que a positividade para LPLUNC1 em
células mucosas e plugs de mucina indicaria um potencial uso diagndstico em
casos de CME de dificil diagnéstico, relatando que a positividade para LPLUNC1 e
SPLUNC2 em células intermediarias como um achado interessante que requer
futuros estudos.

Baseado nos resultados obtidos tanto com a proteina SPLUNC1 como com
LPLUNC1, estes anticorpos parecem ser potencialmente importantes no
diagnéstico de CME. SPLUNC1 mostrou uma forte marcacao, principalmente em
células mucosas e plugs de mucina, além de algumas células intermediarias que
apresentaram expressao menos intensa. A marcagdo de LPLUNC1 foi forte,
principalmente nas células mucosas, plugs de mucina e células intermediérias.
LPLUNC1 mostrou positividade em células epiderméides em poucos casos. Nao
foi possivel fazer uma associacdo entre o grau de marcacdao para PLUNC,
tamanho, presenca de metdstase ou progndstico dos tumores, por que estas
informagdes ndo estavam disponiveis para os pesquisadores desta dissertacao.

A intensidade da marcagcdo de SPLUNC1 e LPLUNC1 foi maior nas células
mucosas e plugs de mucina e menor nas células intermediarias e epidermaéides. A
positividade das células intermediarias e epidermoides estaria associada a origem
comum entre os tipos celulares que compdem o CME, sendo as células
intermediarias as progenitoras das outras células que compéem o tumor (Luna,
2006). As células intermediarias teriam o potencial de se transformar em células
mucosas e células epidermdides. A variagcao na intensidade da marcacao deve ser
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considerada no momento de determinar se as células neoplasicas sao positivas ou
se representam uma marcagao inespecifica de fundo (background).

A marcacao das proteinas SPLUNC1 e LPLUNC1 nos CMEs apresentou
um padrdo de marcacdo semelhante ao encontrado com as técnicas de PAS e
mucicarmin, as quais foram positivas em células mucosas e plugs de mucina. As
coloragdes histoquimicas utilizadas foram negativas nas células intermediarias e
epidermoides, entretanto, tanto SPLUNC1 como LPLUNC1 mostraram
positividade em algumas células intermediarias, o0 que € uma diferenca entre as
proteinas da familia PLUNC e as técnicas de PAS e mucicarmin. Ou seja, a
detecgdo imunoistoquimica das proteinas SPLUNC1 e LPLUNC1 se mostrou mais
sensivel para identificar células intermediarias e epidermoéides de CMEs do que as
técnicas rotineiramente utilizadas de histoquimica. No que diz respeito ao grau do
tumor, as técnicas histoquimicas de PAS e mucicarmin marcaram em maior
quantidade os casos de baixo grau quando comparadas aos casos de grau
intermediario e alto. Esta caracteristica de padrdo de marcagdo também foi
observada na marcacdo das proteinas SPLUNC1 e LPLUNC1, mostrando uma
forte associagao entre a expressdo de PLUNC e CMEs de glandulas salivares. No
entanto, os tumores de alto grau mostram um pequeno numero de células
mucosas, as quais sao dificeis de reconhecer com PAS e mucicarmin.

O presente estudo também demonstrou que a intensidade e,
principalmente, a quantidade da marcagdo sao inversamente proporcionais ao
grau do tumor. Em outras palavras, aparentemente, os CME de baixo grau
expressaram as proteinas PLUNC em maior intensidade, enquanto os tumores de
alto grau expressaram PLUNC em menor intensidade. Os casos de baixo grau
apresentaram grandes areas marcadas dentro do tumor. Estas areas foram menos
evidentes nos casos de grau intermediario e ainda menos intensas nos casos de
alto grau. Essas caracteristicas de marcacao sao similares as observadas quando
as laminas sao coradas com PAS ou mucicarmin. Esses achados sao esperados,
devido ao fato de que quanto maior é o grau do tumor, menor é a quantidade de

células mucosas e menor é a producdo de mucina. E por este motivo que, nos
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casos de CME de alto grau de malignidade, onde as células mucosas e os plugs
de mucina sao escassos, a identificacdo das células intermediarias e
epidermoides se tornam importantes. Neste contexto, os resultados deste trabalho
mostraram que SPLUNC1 e LPLUNC1 podem ser ferramentas importantes no
diagnéstico do CME quando comparados com as técnicas histoquimicas do PAS e
do mucicarmin. Ja que nos casos de CMEs de alto grau estudados, foi detectada
positividade para SPLUNC1 e LPLUNC1 nas células intermediarias, mesmo
quando as células mucosas ou plugs de mucina foram pouco evidentes. O
presente estudo valoriza a expressao de PLUNC em casos de CME de alto grau,
entretanto, novos estudos que avaliem a expressdo das proteinas SPLUNC1 e
LPLUNC1 apenas em CMEs de alto grau, e com um maior numero de casos,
certamente aprimorariam a compreensao do uso destes anticorpos no diagnéstico
de CMEs de alto grau.

Apesar dos resultados promissores discutidos nos paragrafos acima, €
preciso reconhecer que a técnica de detecg¢ao imunoistoquimica das proteinas da
familia PLUNC demanda maiores custos do que as técnicas histoquimicas para
PAS e mucicarmin e é mais complexa do ponto de vista laboratorial. Além disso,
0s anticorpos utilizados neste estudo ainda nao estao disponiveis comercialmente.

Em glandula salivar normal, SPLUNC1 mostrou positividade em poucos
casos, principalmente localizada em acinos mucosos, plugs de mucina e ductos,
exclusivamente em casos de glandula salivar menor. Foi negativo em todos os
acinos serosos, esses resultados sdo similares aqueles descritos por Vargas et al.
(2008) e Da Silva et al. (2010). Esses mesmos autores encontraram que
LPLUNC1 mostrou positividade em ductos intercalares, estriados e excretores
presentes tanto em glandulas salivares normais maiores quanto menores. Estes
resultados também foram observados nesta dissertacdo, entretanto, em alguns
casos 0S acinos mucosos e os plugs de mucina das glandulas salivares menores
também mostraram positividade. A expressao imunoistoquimica para LPLUNC2

em glandula salivar normal néao foi previamente relatada na literatura.
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Vargas et al. (2008) e Da Silva et al. (2010) relataram a positividade nos
acinos serosos para SPLUNC2. Neste presente estudo, tanto SPLUNC2A quanto
SPLUNC2B mostraram positividade em todos os &cinos serosos de glandula
parétida e glandula submandibular. Também se observou positividade nos ductos
da glandula parétida, resultados que sao coincidentes aqueles obtidos por Bingle
et al. (2009) e néo foram relatados por Vargas et al. (2008) nem por Da Silva et al.
(2010). Bingle et al. (2009) relataram resultados diferentes no padrao de marcacao
entre os anticorpos SPLUNC2A e SPLUNC2B principalmente em glandulas
salivares maiores com um alto componente mucoso, por exemplo, glandula
sublingual. Na presente amostra, também foram observadas diferencas evidentes
na marcacao destes dois anticorpos, mas a quantidade de tumores com tecido
normal foi pequena e néo foi possivel obter resultados conclusivos. Baseados em
nossos resultados e nos resultados previamente relatados na literatura pode-se
concluir que a expressao mediante técnicas de imunoistoquimica das proteinas
PLUNC possuem seletividade para estruturas normais das glandulas salivares
(Tabela 9), sendo que SPLUNC1 é expresso nas células mucosas e ductos de
acinos mucosos, e SPLUNC2A e SPLUNC2B sao positivos em células serosas e

ductos dos acinos serosos.

Tabela 9.Marcacao das proteinas da familia PLUNC em glandula salivar normal.

Proteina Marcacao em glandula salivar normal
SPLUNCH1 Alguns acinos mucosos e ductos de glandulas mucosas
SPLUNC2A Acinos serosos e ductos de glandulas serosas
SPLUNC2B Acinos serosos e ductos de glandulas serosas
LPLUNC1 Ductos de glandulas serosas e mucosas
LPLUNC2 Alguns acinos mucosos e ductos de glandulas mucosas

As mucinas epiteliais (MUC) sao os principais componentes glicoprotéicos
do muco e participam principalmente como um fator protetor nos tecidos epiteliais.
Também foi proposta a sua participagdo na renovacao e diferenciacao do epitélio,
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modulacdo da adesdo e sinalizagdo celular. Os genes MUC podem ser
classificados em duas familias principais: MUCs ligados a membrana (MUCT,
MUC3, MUC4, MUC11 e MUC12) e MUCs secretados (MUC2, MUC5AC, MUC5B,
MUC6 e MUC?7) (Alos et al., 2005; Handra-Luca et al., 2005). No presente estudo
LPLUNC1 mostrou positividade principalmente nos ductos tanto de acinos
mucosos quanto serosos de glandulas salivares normais, padrdo de marcacéo
semelhante ao observado com MUC1, MUC2, MUC4 e MUC5AC. O padrao de
marcacao de marcagao para SPLUNC1 em acinos mucosos € similar ao relatado
para MUC5B e a positividade em acinos serosos para SPLUNC2 lembra a
marcacao de MUC7 (Alos et al., 2005).

No que diz respeito a expressao imunoistoquimica em CMEs, as proteinas
MUC também apresentam padrées comparaveis com o PLUNC. Positividade nas
células mucosas, principalmente nos casos de baixo grau, foi relatada para MUC2,
MUC5AC, MUC5B e MUCS6, podendo ser comparavel com o padréo de expressao
mostrado por SPLUNC1 e LPLUNC1. No entanto, essas proteinas PLUNC
apresentaram uma expressao variavel em todos os tipos celulares. MUC1 e
MUC4, da mesma forma, apresentaram positividade em células epidermdides,
intermediarias, mucosas e claras, mas essa expressao € associada com o grau
histologico, ou seja, MUC1 teve uma maior expressdo em casos de alto grau,
enquanto MUC4 teve uma maior expressdao em casos de baixo grau (Alos et al.,
2005; Handra-Luca et al., 2005). Devido a esta diferenca na expressao associada
ao grau do tumor para MUC1 e MUC4, Handra-Luca et al. (2005) relataram que a
expressao de MUC1 e MUC4 é observada em células intermedidrias, claras e
epidermddes, mostrando que as células mucosas seriam positivas para MUC2 e
MUCS5AC, proteinas que também seriam expressas nas células intermediarias.
Alos et al. (2005) relataram que a transformacao maligna dos CMEs de glandulas
salivares é associada com mudancas nos padrées de expressdo para MUC e
pode ser usada com propositos diagnésticos. Essa diferenca na positividade
associada ao grau de malignidade do tumor também é observada para SPLUNCH1
e LPLUNC1, sendo estas proteinas mais expressas no casos de baixo grau

64



quando comparados com 0s casos de alto grau. Essa diferenca nédo foi observda
entre glandulas salivares maiores e menores (Handra-Luca et al., 2005).

LPLUNC2 apresentou uma escassa marcac¢ao no tumor e se considera que
nao tem importancia no diagnéstico de CME. A marcacao imunoistoquimica de
LPLUNC2 néo foi previamente estudada em tumores de glandulas salivares e na
literatura séo relatados escassos estudos avaliando a expressdo desta proteina
em tecidos normais ou outros tumores. A funcdo do LPLUNC2 nao esta
esclarecida, mas se acredita que tenha um papel na resposta imune inata, tal
como o0s outros membros da familia. Este estudo mostrou que LPLUNC2
apresenta uma marcacao diferente das outras proteinas da familia PLUNC, pois
marcou seletivamente células distribuidas em um padrao disperso tanto em areas
intratumorais como peritumorais em 83,33% dos tumores estudados. As células
marcadas apresentaram um citoplasma granular, semelhantes a mastdcitos, tanto
degranulados como nado degranulados. Nao foi descrito na literatura que o
mastdcito seja uma célula produtora de PLUNC e futuras pesquisas devem ser
realizadas para confirmar e aprofundar estes achados.

Devido a marcacao especifica de LPLUNC2 nas células semelhantes a
mastocitos, que nao foi observada nas outras proteinas da familia PLUNC
estudadas, é sugerido que as proteinas PLUNC poderiam participar da resposta
imune frente a diferentes estimulos, sugerindo que o LPLUNC2 desempenharia
uma funcdo na resposta imune contra as células neoplasicas. Estudos que
avaliem a identificacdo de LPLUNC2 em outros tecidos e tumores sdo necessarios
para a confirmacgao destes achados.

Os mastocitos podem apresentar uma morfologia variada, pois podem estar
degranulados ou nao, apresentam um nucleo redondo e um citoplasma granular
que sao suas principais caracteristicas morfoldgicas. As células marcadas com
LPLUNC2 apresentaram uma morfologia compativel com a dos mastécitos,
sugerindo que estao presentes no CME (Roitt et al.,, 2000; Abbas et al., 2002;
Pejler et al., 2010). Interessantemente, a literatura ndo relata a presenca de
mastocitos como uma caracteristica dos CMEs de glandulas salivares, relata
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apenas a presenca dessas células em outros tumores de glandulas salivares
como o tumor de Warthin (Bottles et al., 1985) e outras desordens que afetam as
glandulas salivares como a sindrome de Sjogren (Kottinen et al., 2000). Alguns
autores consideram o0s mastécitos como parte integral da aparéncia
citomorfolégica tipica do tumor de Warthin (Flezar & Pogacnik, 2002), sendo que
quando sdo achados mastocitos na citologia aspirativa em um tumor de glandulas
salivares, este é sugestivo de tumor de Warthin (Kobayashi et al., 1999).

A importancia do componente estromal no desenvolvimento e progressao
do cancer tem sido frequentemente relatado na literatura, com foco principalmente
no estudo das populacdes celulares de miofibroblastos e mastécitos (Mueller &
Fusening, 2004; Carlini et al, 2010). Ja foi relatado que os produtos dos
mastocitos podem induzir a diferenciacao miofibroblastica (Gailit et al.,, 2001) e
que interacbes entre o estroma e epitélio seriam eventos precoces da
carcinogénese, participando da regulagdo, migragdao, morfogénese, proliferacao e
diferenciacdo de muitos tipos celulares especializados (Conti et al., 2007). A
maioria dos tumores contém células inflamatdérias, incluindo mastécitos, que teriam
efeitos potenciais no aumento e no crescimento do tumor ou contribuindo para a
resisténcia do hospedeiro contra ao tumor (Theoharides & Conti, 2004; Conti et al.,
2007; Kafelnikoff & Galli, 2008). Os mastocitos, por meio de seus mediadores,
poderiam participar da diferenciacao celular e, eventualmente, do desenvolvimento
do CME.

Sao escassos os relatos da presenca de proteinas da familia PLUNC em
células de linhagem hematopoiética, sendo que na literatura sé existe um relato da
presenca de PLUNC em grénulos especificos de neutréfilos, célula importante que
participa na resposta imune inata do hospedeiro (Bartlett et al,. 2008). Sugere-se
que essas proteinas podem ser liberadas quando os neutréfilos sdo estimulados,
entretanto, a verdadeira funcdo do PLUNC nos neutrofilos ndo esta esclarecida.
Alguns mediadores liberados pelos mastocitos sdo mostrados como criticos no
recrutamento dos neutrofilos nos tecidos inflamados (Mercer-dJones et al., 1999;
Malaviya e Abraham, 2000; Heib et al., 2008), sugerindo que nos sitios de
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inflamac&o aguda pode ocorrer uma comunicagéo bidirecional entre mastocitos e
neutrofilos (Befus et al., 1999). A presenca de PLUNC tanto nos neutréfilos quanto
nos mastoécitos reforca ainda mais as teorias que outorgam um papel das
proteinas da familia PLUNC na defesa inata do hospedeiro.

A deteccao de LPLUNC2 pode significar uma nova linha de pesquisa com
respeito a participacdo dos mastdcitos na resposta imune inata, e especificamente
no papel que essas células desempenhariam na defesa do hospedeiro contra as
células neoplasicas. Nao se sabe se esta proteina cumpre alguma funcao na
defesa ou no desenvolvimento do CME. Outra possibilidade é a de que se trate de
uma proteina que esteja presente constitutivamente no citoplasma de alguns
mastdcitos, mas que nao tenha nenhuma participacdo no desenvolvimento do
tumor ou protegdo contra 0 CME. E provavel que o LPLUNC2 seja encontrado s6
em alguns mastocitos das vias aéreas superiores e glandulas salivares, onde o
PLUNC é normalmente encontrado. Dessa forma, estudos posteriores que avaliem
a marcacao de LPLUNC2 em outros tecidos e tumores sdo necessarios para dar
respostas a estas duvidas.

Os mastocitos sdo pouco evidentes nas laminas histolégicas a menos que
sejam identificados por imunoistoquimica (triptase, quimase, CD117, mast cell) ou
técnicas de histoquimica como o azul de tolouidina. Assim, este presente estudo
sugere que LPLUNC2 poderia ser considerado um novo marcador de mastocitos
nas glandulas salivares. Futuros estudos sdo necessarios para confirmar essa
utilidade do LPLUNC2.

O presente estudo analisou a expressao das proteinas da familia PLUNC
em CMEs de glandulas salivares com o intuito de observar sua utilidade
diagnéstica. As proteinas SPLUNC1 e LPLUNC1 mostraram uma ampla
expressao nos casos avaliados, sendo que as outras proteinas estudadas
(SPLUNC2A, SPLUNC2B e LPLUNC?2) mostraram marcacao escassa ou nula nos
CMEs. Em linhas gerais, foi observado que a utilidade diagnostica das proteinas
desta familia € semelhante a promovida pelas técnicas histoquimicas de PAS e
mucicarmin. Entretanto, a expressao de SPLUNC1 e LPLUNC1 em células
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intermediarias e células epidermdides (que sdo negativas para PAS e mucicarmin)
poderiam ser consideradas como um importante auxiliar diagndéstico para os casos
de CME alto grau. A constatacdao da expressao de LPLUNC2 em mastécitos
representa um resultado potencialmente importante para a compreensao do papel
das proteinas PLUNC na resposta imune inata, e também para a problematica da
interacdo estroma-tumor na defesa do hospedeiro contra as células malignas.

7-CONCLUSOES:

1. Aintensidade e a quantidade da marcagdo de SPLUNC1 e LPLUNC1 foram
inversamente proporcionais ao grau de malignidade do tumor.

2. SPLUNC1 e LPLUNC1 apresentaram um padrao de marcagcdao no CME
semelhante as técnicas histoquimicas de PAS e mucicarmin.

3. SPLUNC1 e LPLUNC1 podem ser marcadores uteis no diagnéstico de CME
de alto grau.

4. A expressdo das proteinas PLUNC apresenta seletividade entre acinos
mucosos, acinos serosos e ductos salivares nos tecidos das glandulas
salivares normais.

5. Nao foi descrito na literatura que o mastécito seja uma célula produtora de
PLUNC e futuras pesquisas devem ser realizadas para confirmar e
aprofundar estes achados.
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