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RESUMO

O adenoma pleomorfico (AP) representa o tumor benigno mais prevalente das glandulas salivares,
com destaque para a glandula parotida. Identificar marcadores moleculares como a alfa actina do
musculo liso (a-SMA) ¢ crucial para os avangos diagnoésticos e terapéuticos, dado o papel dessa
proteina na histogénese e no comportamento tumoral. O objetivo deste estudo ¢ avaliar a
imunoexpressao da alfa actina do musculo liso nos diferentes estromas do adenoma pleomorfico
e correlacionar com os padrdes histopatologicos e comportamento clinico do tumor. Foram
coletadas amostras de 60 adenomas pleomorficos de pacientes submetidos a excisdo cirargica de
tumores de glandulas salivares em um hospital de referéncia, no periodo de 2010 a 2020. As
amostras foram submetidas a analise histomorfoldgica e imuno-histoquimica para a-SMA, e
comparada a expressao da proteina nos padrdes estromais e parénquima de cada grupo. Os dados
foram tabulados em uma planilha padrdo no Microsoft Excel e exportados para o software SPSS
v20.0 no qual as andlises foram realizadas adotando uma confianca de 95%. A analise mostrou
que a imunoexpressdo de a-SMA variou significativamente entre os adenomas pleomorficos, com
maior expressao nos tumores com padrdes de crescimento nodular e a perda de expressao foi
diretamente associado a separacdo entre c€lulas tumorais e estroma bem demarcados. O estroma
mixoide foi o mais prevalente em 93,3%, evidenciando alta expressdao da proteina. Nao foram
observadas correlagdes significativas entre a expressao de o-SMA e as varidveis clinicas como
idade e sexo dos pacientes. A a-SMA pode desempenhar papel relevante na manutengdo da

arquitetura tumoral e auxiliar na avaliagdo prognostica do AP.

Palavras-chave: adenoma pleomorfo; imuno-histoquimica; alfa actina do musculo liso.



ABSTRACT

Pleomorphic adenoma (PA) is the most prevalent benign tumor of the salivary glands, with a
particular predominance in the parotid gland. The identification of molecular markers such as
smooth muscle alpha-actin (a-SMA) is crucial for diagnostic and therapeutic advancements, given
the role of this protein in tumor histogenesis and behavior. This study aimed to evaluate the
immunoexpression of a-SMA in the different stromal types of pleomorphic adenoma and correlate
the findings with the tumor’s histopathological patterns and clinical behavior. A total of 60 PA
samples were collected from patients who underwent surgical excision of salivary gland tumors
at a referral hospital between 2010 and 2020. The samples were subjected to histomorphological
and immunohistochemical analysis for a-SMA, and the protein expression was compared across
stromal and parenchymal patterns in each group. Data were recorded in a standard Microsoft Excel
spreadsheet and analyzed using SPSS v20.0 software, adopting a 95% confidence level. The
analysis revealed significant variation in 0-SMA immunoexpression among the pleomorphic
adenomas, with higher expression observed in tumors with nodular growth patterns. Additionally,
the loss of a-SMA expression was directly associated with well-demarcated separation between
tumor cells and stroma. Myxoid stroma was the most prevalent type (93.3%), showing strong
protein expression. No significant correlations were observed between a-SMA expression and
clinical variables such as patient age and sex. a-SMA may play a relevant role in maintaining
tumor architecture and assisting in the prognostic evaluation of pleomorphic adenoma.

Keywords: pleomorphic adenoma; immunohistochemistry; smooth muscle alpha-actin.
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1. INTRODUCAO

O adenoma pleomorfico (AP) € o tumor benigno mais comum das glandulas salivares,
caracterizado por um crescimento lento e assintomatico, podendo atingir grandes dimensdes
quando nao tratado precocemente (JAIN et al, 2015; SERGI et al, 2008). Histologicamente, o AP
mostra um padrao variavel de epitélio disposto em um estroma fibroso frouxo, geralmente do tipo
mixoide, condroide ou mucoide. As células mioepiteliais (ME) apresentam formato poligonal e
citoplasma eosinofilico palido (ALMESLET, 2020). Essa variabilidade histologica ¢ atribuida a
diversidade morfologica dessas células, que podem assumir diferentes formas, incluindo
epitelioide, fusiforme, plasmocitoide e clara, o que dificulta o diagnostico histopatologico
(ASWANTI et al., 2022).

A participacdo das ME no AP tem sido amplamente estudada devido a expressdo de
marcadores especificos, como a alfa actina do musculo liso (a-SMA), uma proteina contratil
associada a motilidade celular, util para reconhecer a presenga das ME. Além disso, esse marcador
também auxilia na identificagdo de miofibroblastos, células envolvidas na progressao de diversos
tumores malignos, e pode fornecer informagdes prognosticas relevantes (RAVI et al., 2018). A
analise histologica ¢ essencial para um diagndstico preciso, sendo complementada por técnicas
imuno-histoquimicas que permitem a detec¢do de a-SMA e de outros marcadores, possibilitando
um melhor entendimento do comportamento bioldgico da neoplasia (ASWANI et al. 2022).

A imunoexpressao de a-SMA estd predominantemente localizada na periferia das ilhas de
células tumorais. Expressao moderada a alta de SMA também foi vista nos componentes estromais
de tumores benignos e malignos de glandulas salivares (RAMAN; SHERLIN, 2019).

A realizacdo da pesquisa foi motivada pela complexidade associada ao diagndstico e a
imprecisao na identificagdo de certos componentes celulares no AP. O problema gira em torno
das dificuldades em diagnosticar corretamente as alteracdes celulares e estruturais, bem como o
impacto no tratamento adequado e no progndstico dos pacientes. Assim, a investigagdo da
imunoexpressao da a-SMA, nos diferentes estromas dessa neoplasia podera contribuir para uma
melhor compreensdo dos fatores histopatologicos envolvidos, como também para o

desenvolvimento de abordagens diagndsticas e terapéuticas mais precisas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a imunoexpressdo da alfa actina do musculo liso nos diferentes estromas do
adenoma pleomorfico e avaliar sua correlagdo com os padrdes histopatologicos e comportamento

clinico do tumor.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a imunoexpressao para Alfa Actina do Musculo Liso nos diferentes componentes

e estromas do adenoma pleomorfico;
e Correlacionar os dados coletados nas analises imuno-histoquimicas com dados clinicos;

e Auvaliar a presenca de metaplasias, padrao estromal, invasdo capsular e separacao entre

células epiteliais e estroma, correlacionando com o comportamento clinico do tumor;

e C(lassificar os tumores de acordo com os critérios adotados por Hellquist et al., 2019,

Triantafyllou et al., 2015 e Dulguerov et al., 2017.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Adenoma Pleomorfico

O adenoma pleomorfico (AP) consiste no tumor benigno salivar mais comum das
glandulas salivares, constituindo até dois tercos de todas as neoplasias de glandulas salivares. Sua
principal localizag@o ¢ na glandula parotida (85%) (JAIN et al.,2015). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) o define como tumor de caracteristica mista, de origem epitelial, que se interlaca
com tecido mucoide, mixoide e massas condroides (ALMESLET, 2020).

Sua origem se da, principalmente, no lobo superficial da glandula, porém o tumor pode
invadir tecidos mais profundos e espagos parafaringeo, envolvendo glandulas do palato duro e
mole, 1abio superior e assoalho de boca. Apesar de a sua principal localizacdo ser a glandula
pardtida, sua ocorréncia pode acontecer em glandulas salivares menores (10%) e em glandulas
submandibulares (5%). Ocorre, predominantemente, em jovens de meia-idade e adultos entre 30-
60 anos. Estudos demonstram uma predilecdo pelo sexo feminino (ALMESLET, 2020).

Em geral, sdo descobertos durante um exame clinico de rotina e, clinicamente, apresentam-
se como um inchago de crescimento lento e assintomatico que ndo causa ulceragdo da mucosa
sobrejacente. A maior parte desses tumores mede, quando excisados, entre 2 a 6¢cm (JAIN et al.,
2015). Histologicamente, as células predominantes sdo as mioepiteliais (DARDICK; VAN
NOSTRAND, 1985).

O diagnéstico por imagem acontece por meio de tomografia computadorizada (TC), mas,
preferencialmente, através da ressonincia magnética, pois fornece melhor defini¢gdo em tecidos
moles e informagdes precisas sobre as margens do tumor, bem como a relagdo com as estruturas
adjacentes. Além disso, a puncdo aspirativa ¢ um procedimento confiavel que ¢ fortemente util no
diagndstico e que pode orientar a escolha da melhor abordagem cirurgica (SERGI et al., 2008).

O tratamento do AP que ocorre em lobo superficial da glandula parotida € a parotidectomia
superficial com preservacdo do nervo facial. Quando o AP acomete glandulas salivares menores,
a excisdo cirtrgica da massa ¢ o tratamento mais escolhido. A enuclea¢do ndo ¢ recomendada,
pois pode levar a uma alta recidiva local. O progndstico deste tumor ¢ bom, com 95% taxa de cura
(ALMESLET, 2020).

Microscopicamente, caracteriza-se como um padrdo bifasico, contendo areas epiteliais e
estromais. Nas regioes epiteliais, ha estruturas tubulares ou so6lidas compostas por células
epiteliais luminais na camada interna e, na externa, células mioepiteliais ndo-luminais. A regido
estromal é composta predominantemente pelas células ndo-luminais. As células mioepiteliais podem
apresentar padrdes morfologicos diferentes como: clara, cuboide ou plasmocitoide. Essas variadas

modificagdes ddo origem a aparéncia histologica mista do tumor (LEE et al., 2000).
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Conforme relatado por Triantafyllou et al. (2015), observa-se no AP uma transigéo epitelial-
mesenquimal variavel. Inicialmente, células cuboidais, coesas e ndo lumiais dispostas em monocamadas
ou palicadas, que remetem a camada basal dos epitélios estratificados. No entanto, ¢ mais comum a
presenca de camadas tinicas ou multiplas de células ndo luminais, fusiformes ou claras que se desintegram
no estroma, adquirindo morfologias angulares, estreladas ou plasmocitoides.

As caracteristicas histologicas descritas no estudo de Hellquist et al. (2019), contribuem
para a distin¢do entre tumores benignos e malignos das glandulas salivares, especialmente no AP,
cuja variabilidade morfologica pode simular neoplasias malignas e, em alguns casos, apresentar
transformacdo maligna em 5% a 15% dos casos.

A diversidade estrutural amplia seu espectro histologico, o que pode dificultar o
diagndstico, com outras neoplasias benignas ou malignas, como carcinoma epitelial-mioepitelial,
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau ou carcinoma adenoide cistico. Dessa forma, o
reconhecimento das variacdes morfologicas, aliado ao uso criterioso de marcadores
imunohistoquimicos sdo cruciais para o planejamento terapéutico e progndstico do paciente
(HELLQUIST et al., 2019).

A recorréncia do AP ¢ um problema complexo, ocorrendo de 2 a 15 anos apos a
parotidectomia inicial. Essa recorréncia ¢, frequentemente, multinodular (50-100%), associada a
um aumento de complicacdes poOs-operatorias, como a paralisia do nervo facial (2-20%), AP

recorrente (2,9%) e malignidade (3,3%) (DULGUEROV et al., 2017).

3.2 Tipos de estromas do Adenoma Pleomorfico

A composi¢do histologica heterogénea do AP, inclui uma interacdo complexa entre
componentes epiteliais, glandulares e um estroma altamente variavel, que pode ser do tipo
mixoide, condroide ou mucoide. As células mioepiteliais, responsaveis por essa diversidade
morfologica, sdo geralmente poligonais e apresentam citoplasma eosinofilico palido
(DULGUEROV et al., 2017; ALMESLET, 2020).

O estroma mixoide ¢ um dos padrdes mais frequentes, tendem a ter capsulas incompletas
e mais delgadas, favorecendo a invasao microscépica do tecido adjacente. Caracteriza-se por um
material extracelular ricamente composto por mucopolissacarideos e glicoproteinas, formando
uma matriz frouxa e gelatinosa (DULGUEROV et al., 2017).

O estroma condroide ¢ caracterizado pela presenga de areas semelhantes a cartilagem,
compostas por condrocitos. Essa diferenciagdo ¢ amplamente compreendida como uma
manifestacdo da plasticidade das ME, que possuem a capacidade de se diferenciar em
condroblastos e formar tecido cartilaginoso. Contudo, ao se diferenciarem para um fenotipo
condrogénico, podem perder caracteristicas mioepiteliais tipicas e adquirem um fenotipo

cartilaginoso (TRIANTAFYLLOU et al., 2015; HELLQUIST., 2019).



14

O estroma hialino ou fibroso ¢ uma variante estromal comum, composto por
mucossubstancias, colagenos e elastina, sendo caracterizado por tecido colagenoso denso e
frequentemente acelular (TRIANTAFYLLOU et al., 2015);

O estroma adipocitico ¢ raro, podendo estar associado a processos de metaplasia
decorrentes da capacidade de diferenciacdo celular caracteristica dessa neoplasia. Conforme
relatado por Triantafyllou et al. (2015), a presenca de areas lipomatosas ¢ descrita como parte de
um espectro de diferenciagao que inclui também células apdcrinas, sebaceas e mucosas, sugerindo
que tais alteracdes podem representar respostas adaptativas ao microambiente tumoral. A
diferenciagdo adiposa, nesse contexto, pode ser interpretada como resultado da transi¢ao epitelial-
mesenquimal ou de fenotipos celulares intermedidrios que expressam potencial de transformagao
lipogénica.

3.3 Proteina Alfa Actina do Miusculo Liso e sua associacao com Adenoma Pleomorfico

Um dos marcadores imuno-histoquimicos comumente utilizados na identificagdo de ME ¢
a alfa-actina do musculo liso (a-SMA). Uma proteina contratil onipresente responsavel pela
motilidade celular. Pode ser extremamente importante para detalhar o papel das células
mioepiteliais na génese de neoplasias de glandulas salivares. A a-SMA também ¢ utilizada para a
identificacdo de miofibroblastos, que sdo fibroblastos especializados contendo actina, que
desempenha papel importante na progressao de tumores malignos (ASWANI et al., 2020; RAVI
et al., 2018).

As células mioepiteliais em tumores de glandulas salivares, tanto benignos, quanto
malignos, podem assumir distintas caracteristicas morfologicas, incluindo as formas epitelioide,
fusiforme, plasmocitoide e clara, e essa variabilidade explica certa dificuldade na identificagdo
histopatologica (ASWANTI et al., 2020).

Existe uma diversidade de estudos sobre os aspectos imuno-histoquimicos das células
mioepiteliais no AP, utilizando uma grande diversidade de anticorpos mono e policlonais. Todos
esses achados indicaram uma imunorreatividade varidvel das células mioepiteliais do AP. Dessa
forma, nao se deve falar de marcador estrito especifico para identifica-las (ENESCU et al., 2014).

No estudo de Raman e Sherlin (2019), observou-se expressao moderada a intensa de o-
SMA em 85,8% das neoplasias benignas de glandulas salivares, com destaque para a periferia das
ilhas tumorais e os componentes estromais, indicando o envolvimento de ME na histogénese
desses tumores. O a-SMA provou ser um marcador confiavel de componentes epiteliais, bem
como de componentes do tecido conjuntivo das neoplasias de glandulas salivares.

A alta expressividade de a-SMA nas células mioepiteliais sugere uma influéncia na
manutengdo da arquitetura do tumor, refor¢cando sua natureza benigna e de crescimento lento

(RAVI et al., 2018).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo e amostras de pacientes

Trata-se de um estudo quantitativo, observacional, retrospectivo. As amostras
biologicas de adenoma pleomorfico foram obtidas por meio do levantamento de dados clinico-
patoldgicos de pacientes submetidos a excisdo cirurgica de tumores de glandulas salivares, no
Hospital Haroldo Juagaba/Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC), no periodo entre 2010 a
2020. Foram excluidos espécimes contendo dados clinico-patoldgicos incompletos, que nao
possuiam quantidades suficientes de material bioldgico, laminas e blocos danificados ou
deficientes para microscopia e tumores oriundos de pacientes que passaram por tratamentos
oncoldgicos.

Apos a selecao dos espécimes coletados com base nos critérios de inclusao e exclusao,
o estudo contabilizou 60 amostras de adenomas pleomorficos fixadas em formalina e embebidas
em parafina, oriundas de tecidos removidos por bidpsia excisional, nos quais foram submetidos
a revisdo histopatolégica por um patologista com mais de 10 anos de experiéncia para

confirmagdo do diagnostico dos tumores.

4.2 Processamento imuno-histoquimico

Os blocos de parafina contendo as amostras do tecido tumoral foram seccionados com
espessura de 4 pm e montados em laminas silanizadas de vidro. Em seguida, as sec¢des foram
desparafinizadas com xilol e reidratadas em concentragdes graduais de alcool. Logo apos, foi
realizada a recuperacao antigénica por meio da incubagdo da ldmina em solucao de tris-EDTA
sob a temperatura de 98°C durante 20 minutos em sistema PTLink® (Dako®), e, em seguida,
as laminas foram resfriadas a temperatura ambiente por 20 minutos e lavadas com solugao
tampao fosfato-salino (PBS).

Posteriormente, foi executado o bloqueio da peroxidase enddogena com perdxido de
hidrogénio a 3% diluido em solugdo tampao por 30 minutos, seguido de novas lavagens com
solucdo tampao, e incubagdo por 1 hora com o anticorpo primario monoclonal de camundongo,
clone 1A4 (Dako®) direcionado contra a proteina alfa actina do musculo liso, pronto para uso.

Ap6s periodo de incubagdo com o anticorpo primdrio, as laminas foram lavadas com
PBS e incubadas com o sistema Envision (Dako®) por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas
novamente com PBS por 10 minutos e incubadas com uma solu¢do preparada com reagente

cromogénico DAB (3,3 - diaminobenzidina-tetracloreto) durante 5 minutos para revelagdo. Por
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fim, foi realizada a contracoloragdo das laminas com hematoxilina de Harris por 10 segundos,

a desidratacdo em etanol, clarificagdo em xilol e montagem para analise.

4.3 Analise histomorfologica

As laminas de adenoma pleomorfico foram avaliadas quanto aos critérios adotados por
Hellquist et al., 2019, Triantafyllou et al., 2015 e Dulguerov et al., 2017:
- Metaplasias oncocitica, dssea, sebacea, lipomatosa ou escamosa (Hellquist et al., 2019)
- Metaplasias escamosas: quando presentes foram categorizadas quanto a extensao em até 50%
do tumor, mais de 50% e com formagao de pérolas de ceratina (Triantafyllou et al., 2015);
- Invasdo capsular e espessura média da capsula: quando presente, foi avaliada a maior
profundidade (Hellquist et al., 2019);
- Padrao celular predominante: nodular/multinodular; células Iuminais/ndo luminais
(Triantafyllou et al., 2015); hipocelular/classico/hipercelular (Dul guerov et al., 2017);
- Padrao estromal predominante: mixoide, condroide, hialino, dsseo ou adipocitico
(Triantafyllou et al., 2015);
- Separagdo entre células e estroma: demarcado ou indistinto (Triantafyllou et al., 2015);
- Outras caracteristicas: presenc¢a de cristaloides, pigmentacao, nervos e vasos (Triantafyllou et
al., 2015); pseudopodia, nodulos satélites, margem cirargica e ruptura intencional ou ndo

intencional da capsula (Dulguerov et al., 2017);

4.4 Analise imuno-histoquimica
Para estudo imuno-histoquimico, as laminas foram analisadas e fotografadas em 5
campos aleatorios em microscopio optico com camera acoplada LEICA®, em um aumento de
400x, e exportadas para o software ImageJ®, aplicando o comando cell conter.
A coloragdo amarronzada nas células tumorais foi considerada positiva estabelecendo
histoescores e contadas para fins de porcentagem e intensidade de marcacao. Posteriormente, a

padronizacao em histoescore foi realizada para fins estatisticos.

4.5 Analise estatistica
Os dados foram tabulados em uma planilha padrao no Microsoft Excel e exportadas para
o software SPSS v20.0 no qual as analises foram realizadas adotando uma confianga de 95%.
Os dados clinicos e as caracteristicas patoldgicas foram expressos em forma de frequéncia

absoluta e percentual, e os dados de morfometria e histoscore de a-SMA, em forma de média e
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desvio-padrao. O Histoscore a-SMA foi categorizado com base na mediana, e as categorias
foram associadas com demais caracteristicas por meio dos testes exato de Fisher ou qui-

quadrado de Pearson e Mann-Whitney.

4.6 Aspectos Eticos
Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do HHJ/ICC e aprovada
sob o numero do Parecer 2.251.564, observando-se as normas que regulamentam a pesquisa em

seres humanos, do Conselho Nacional de Satide de acordo com a Resolucao 466/12.
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5. RESULTADOS

Nossa amostra foi constituida por 60 adenomas pleomorficos, entre os quais a maioria
dos casos (n=37, 61.7%) eram do sexo feminino; a média de idade dos pacientes foi 45.5+16.6,
em que o paciente mais jovem tinha 19 anos e o mais velho, 87 anos, e metade da amostra tinha
até 45 anos. A localizacdo mais frequente foi em glandula paro6tida, acometendo 35 pacientes
(58.3%) (tabela 1). O percentual médio e mediano de imunoexpressdo para a-SMA nos
adenomas pleomorficos foi de 5.22+10.51 e 4, respectivamente, variando de 1-12. Os
parametros clinicos mencionados anteriormente ndo mostraram associagdo significativa com a

imunoexpressao de a-SMA.

Tabela 1: dados de sexo, idade ¢ localizacao de adenomas correlacionados com histoscores de

o-SMA .

Histoscore a-AML

Total Até 6 >6 p-Valor

Total 60 47 (78.3%) 13 (21.7%) -
Sexo

Feminino 38 (63.3%) 29 (61.7%) 9 (69.2%) 0,618

Masculino 22 (36.7%) 18 (38.3%) 4 (30.8%)
Idade 44.90+15.87 43.63+17.23 49.00+£10.02 0,274°
Localizacao

Parétida 35 (58.3%) 28 (59.6%) 7 (53.8%) 0,818

Submandibular 7 (11.7%) 4 (8.5%) 3 (23.1%)

Glandulas salivares menores 18 (30.0%) 15 (31.9%) 3 (23.1%)

*p<0,05, ateste qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %); bTeste-Mann-Whitney (médiaxDP).

Com relagdo aos parametros propostos por Hellquist et al., 2019, tumores multifocais
foram vistos apenas em 3 casos (5.3%), a maioria dos casos eram tumores focais. A metaplasia
mais frequentemente observada foi a metaplasia escamosa presente em 28 pacientes (46.6%),
seguida da metaplasia oncocitica observada em 22 pacientes (36.7%). Metaplasias Osseas e
sebaceas nao foram vistas em nenhum caso. Entre os 28 pacientes que apresentaram metaplasia
escamosa, 23 apresentavam essa metaplasia em até 50% da amostra e 5 apresentavam pérolas
de ceratina. A invasdo capsular ocorreu em 10 casos (16.7%) com uma profundidade média de
694.44+680.28 pum. Esses parametros ndo mostraram associagdo significativa com a

imunoexpressao de a-SMA (tabela 2).
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segundo Hellquist et al., correlacionada com histoscores

de a-SMA
Histoscore a-AML
Total Até 6 >6 p-Valor
0,641*
HELLQUIST et al., 2019

3(52%) 2 (4.4%) 1 (7.7%)
Tumor multifocal 3(52%) 2 (4.4%) 1 (7.7%) 0,641*
Metaplasia oncocitica 21 (35.0%) 15 (31.9%) 6 (46.2%) 0,341*
Metaplasia 6ssea 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000*
Metaplasia sebacea 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000?
Metaplasia lipomatosa 4 (6.7%) 4 (8.5%) 0 (0.0%) 0,276*

Metaplasia escamosa

Nao 30 (50.0%) 23 (48.9%) 7 (53.8%) 0,643

Até 50% 24 (40.0%) 20 (42.6%) 4 (30.8%)

Pérolas de ceratina 6 (10.0%) 4 (8.5%) 2 (15.4%)
Invasio capsular 10 (16.7%) 9 (19.1%) 1 (7.7%) 0,3272
Invasao capsular (min. Invasiva) 2 (20.0%) 2 (22.2%) 0 (0.0%) 0,598

*p<0,05, ateste qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %); bTeste-Mann-Whitney (média=DP).

Nos parametros histologicos propostos por Triantafyllou et al., 2015, a maioria dos

casos eram multinodulares (n= 35, 58.3%), as células predominantes foram as células nao

luminais (n=51, 85.0%), o estroma mixoide foi o mais frequente, observado em 95.0% dos

casos, seguido do estroma hialino/fibroso presente em 50.0%, e condroide presente em 41.7%.

O estroma adipocitico foi visto em apenas em 9 casos (15.0%), € o estroma dsseo ndo foi visto

em nenhum. A separagdo entre células e estroma foi bem demarcada na maioria dos casos

(85.0%). Adicionalmente, cristaloides foram observados apenas em 3 casos (5.0%), microlitos

em nenhum, pigmentacdo em 4 (6.7%), vasos e nervos em 24 (40.0%) e 7 (11.7%)

respectivamente. A espessura média da capsula foi de 95.68+75.03 um (tabela 3).

Os APs com padrao tumoral nodular apresentaram maior imunoexpressao para a-SMA

(p=0,023), e a perda de expressdo para a-SMA foi diretamente associado a separagdo entre

células tumorais e estroma bem demarcados (p=0,037) (tabela 3).
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Tabela 3: Classificagdo dos tumores segundo Triantafyllou et al., correlacionada com

histoscores de a-SMA

Histoscore a-AML

Total Até 6 >6 p-Valor

TRIANTAFYLLOU et al., 2015
Padrao tumoral

Nodular 25 (41.7%) 16 (34.0%) 9 (69.2%) * 0,023¢

Multinodular 35 (58.3%) 31 (66.0%)* 4 (30.8%)
Células predominantes

Nao luminal 51 (85.0%) 39 (83.0%) 12 (92.3%) 0,404*

Luminal 9 (15.0%) 8 (17.0%) 1 (7.7%)
Estroma mixoide 57 (95.0%) 45 (95.7%) 12 (92.3%) 0,615*
Estroma condroide 24 (40.0%) 21 (44.7%) 3(23.1%) 0,159*
Estroma hialino/fibroso 32 (53.3%) 25 (53.2%) 7 (53.8%) 0,967*
Estroma ésseo 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000*
Estroma adipocitico 8 (13.3%) 7 (14.9%) 1 (7.7%) 0,499*
Separacio entre células e estroma
demarcado 52 (86.7%) 43 (91.5%)* 9 (69.2%) 0,037
Cristaloides 3 (5.0%) 3(6.4%) 0 (0.0%) 0,350*
Micrélitos 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000?
Pigmentagio 4 (6.7%) 4 (8.5%) 0 (0.0%) 0,276*
Vasos 22 (36.7%) 16 (34.0%) 6 (46.2%) 0,423
Nervos 7 (11.7%) 5(10.6%) 2 (15.4%) 0,637*
Espessura média da cipsula (um)  100.85+76.34  103.48+84.22 91.54+38.05 0,669°

*p<0,03, *este qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %); "Teste-Mann-Whitney (média+DP).

Com relagdo aos parametros de Dulguerov et al., 2017, nenhum paciente apresentou

envolvimento do nervo facial, o estroma dominante foi o estroma mixoide em 93,3% (n=50),

seguido de condroide com 4 casos (6.7%) e mucoso, fibroso e escassos apresentaram apenas 2

casos cada um (3.3%). O perfil celular predominante foi o perfil classico ou balanceado (30-

50% de estroma) com 22 casos (36.7%), seguido do perfil hipercelular (<30% de estroma) com

20 casos (33.3%) e do hipocelular com 18 casos (30.0%). Pseudoploidia foi observado em

apenas trés casos (5.0%), e nodulos satélites em dois (3.3%). As margens cirurgicas foram livres

na maioria dos casos (n= 52, 88.1%), e a distancia da margem cirurgica foi de 0.914+0.46 cm.

Puncture tumor e spillage ndo foram observados em nenhum dos casos. A integridade capsular

média foi de 95.17£12.28%, sendo menor nos tumores com baixa expressdao de a-SMA. A

espessura capsular minima foi de 39.83+33.81 um, e a espessura capsular maxima foi de
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311.00+£271.73 micrometros. O tamanho maximo do tumor foi de 2.70+£1.19 cm. Esses

parametros ndo evidenciaram relag@o significativa com a imunoexpressdao de a-SMA (tabela

4).

Tabela 4: Classificagdo dos tumores segundo Dulguerov et al., correlacionada com histoscores

de a-SMA
Histoscore a-AML
Total Até 6 >6 p-Valor
DULGUEROV et al., 2017
Estroma dominante

Mucoso 2 (3.3%) 2 (4.3%) 0 (0.0%) 0,612°

Mixoide 49 (81.7%) 37 (78.7%) 12 (92.3%)

Condroide 4 (6.7%) 4 (8.5%) 0 (0.0%)

Fibroso 3 (5.0%) 2 (4.3%) 1 (7.7%)

Escasso 2 (3.3%) 2 (4.3%) 0 (0.0%)

Perfil Celular

Hipocelular ou rico em estroma 16 (26.7%) 13 (27.7%) 3 (23.1%) 03240

(>50% de estroma)

Classico ou balanceado (30-50%

22 (36.7%) 19 (40.4%) 3 (23.1%)

de estroma)

Hipercelular (<30% de estroma) 22 (36.7%) 15 (31.9%) 7 (53.8%)
Pseudoploidia 3 (5.0%) 2 (4.3%) 1 (7.7%) 0,6152
Noédulos satélites 3 (5.0%) 3 (6.4%) 0 (0.0%) 0,3502
Margens cirurgicas livres 49 (87.5%) 37 (84.1%) 12 (100.0%) 0,1402
Puncture tumor 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000*
Spillage 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000?
Envolvimento do nervo facial 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1,000*
Atipia celular 2 (3.3%) 2 (4.3%) 0 (0.0%) 0,449*
Integridade capsular 95.08+12.26 94.79+11.93 96.15+13.87 0,264°
Espessura capsular minima 42.08+34.14 42.45+£36.80 40.77£23.17 0,449°
Espessura capsular maxima 347.17£301.90 335.744+300.66 388.46+315.01 0,642°
Tamanho maximo 2.74+1.19 2.77+1.19 2.63+1.25 0,822°
Distincia da margem cirurgica

0.90+0.48 0.85+0.49 1.20+0.28 0,179°

(cm)

*p<0,05, *este qui-quadrado ou exato de Fisher (n, %); "Teste-Mann-Whitney (média+DP).
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a-SMA

Figura 1: Alfa-actina de musculo liso marcando células mioepitelias circundando ilha tumoral e

estruturas ductiformes.

a-SMA

Figura 2: A, Alfa-actina de musculo liso marcando estruturas ductiformes e células mioepitelias
circundados por um fundo que exibe hialinizacdo. B, Alfa-actina de musculo liso marcando células
mioepiteliais e presenca de estroma mixomatoso associado. C, Material condroide e células
mioepiteliais adjacentes. D, Estroma adipdcito e alfa-actina de musculo liso marcando células

mioepiteliais.
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6. DISCUSSAO

A imunoexpressao de alfa actina do musculo liso desempenha um papel crucial na
histogénese e avaliagdo diagnostica de adenomas pleomorficos. A presenca de a-SMA destaca
o papel das células mioepiteliais, que sdo cruciais na manutengdo da integridade estrutural do
tumor (ASWANI et al., 2022; RAMAN; SHERLIN, 2019).

O estudo de Raman e Sherlin (2019) notou alta expressdao de a-SMA em células
mioepiteliais na periferia de ilhas tumorais em casos benignos e malignos. Isso apoia a hipotese
de que a-SMA pode servir como um marcador-chave confidvel identificacdo das neoplasias das
glandulas salivares, especialmente por sua relevancia diagndstica em tumores de origem
mioepitelial, o que também sugere sua participacdo na histogénese dessas neoplasias.

No presente estudo, a analise histomorfologica de 60 adenomas pleomorficos revelou
que o estroma mixoide foi o mais prevalente, seguido pelos estromas hialino/fibroso e
condroide. Estroma 6sseo ndo foi observado, enquanto estromas adipdcitos foram menos
frequentes. Esses achados corroboram os descritos por Dulguerov et al. (2017), os quais
apontam o subtipo mixoide como o mais frequente entre os AP da glandula parétida. Além
disso, apresentam capsulas mais delgadas e frequentemente incompletas, caracteristica que
propicia a invasao microscopica do tecido adjacente e pode favorecer recidivas. Tal constatacao
reforga a importancia do reconhecimento do padrdo estromal durante a andlise histopatologica,
ndo apenas para o diagnostico, mas também como um possivel indicador prognostico.

A separacgdo entre células tumorais e estroma foi bem demarcada na maioria dos casos
(85%), e a perda de expressdo para a-SMA foi diretamente associada a esse achado.
Triantafyllou et al. (2015) destacam que essa separacdo clara pode representar um estagio inicial
de transicdo epitelial-mesenquimal (TEM), em que as células tumorais comegam a perder
coesdo intercelular nas estruturas luminais epiteliais e a depositar matriz extracelular rica em
glicosaminoglicanos. Essa transicdo estrutural pode estar associada a maior complexidade
morfoldgica e potencial invasivo do AP. Assim, a reducdo na expressio de a-SMA,
frequentemente observada em 4areas com separagdo indistinta entre epitélio e estroma, pode
refletir uma desorganizagdo progressiva do tumor.

Esse achado estd em conformidade com a literatura, que evidencia que a expressao de
a-SMA, varia entre os diferentes padrdes morfologicos. Observou-se uma menor positivade em
neoplasias malignas de glandulas salivares, sugerindo que a perda da atividade mioepitelial esta
associada a um prognoéstico desfavoravel, enquanto a presenca de ME pode estar associada a

um melhor prognoéstico (RAVI et al., 2018).
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O AP pode se assemelhar ao tecido glandular normal ou apresentar caracteristicas
atipicas. Sua arquitetura revela padrdes de diferenciacdo e arranjo celular que refletem a
complexidade funcional do tumor, como a coexisténcia de elementos luminais e nao luminais
e a transicao entre células epiteliais e mesenquimais variavel (TRIANTAFYLLOU etal., 2015).

A presenga de metaplasias escamosas em 46,6% dos casos nado demonstrou associacao
estatisticamente significativa com a imunoexpressdo de a-SMA, indicando que outros fatores
podem estar envolvidos na diferenciacdo celular dentro do microambiente tumoral. Por outro
lado, o presente estudo revelou que tumores com um padrao de crescimento nodular exibiram
maior expressao de a-SMA. Dessa forma, a andlise histomorfoldégica combinada com a
avaliagdo imuno-histoquimica pode auxiliar na determinagdo do comportamento clinico.

Por fim, este estudo ressalta a importancia do a-SMA ndo apenas como um marcador
diagndstico, mas também como uma ferramenta prognostica potencial, ao correlacionar a

expressao da proteina com resultados patologicos dos tumores.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo reforga a importancia da a-SMA como um importante biomarcador
tanto na diferenciagcdo tumoral quanto na previsao de fatores patoldgicos relacionados ao bom
progndstico. A imunoexpressdo de a-SMA varia de forma significativa conforme o padrao
histomorfologico dos adenomas pleomorficos, sendo mais evidente em tumores com padrao
nodular. A menor expressdo foi observada em casos com separacao entre c€lulas tumorais e
estroma bem demarcados. Nao foram identificadas associagdes estisticamente significativas
entre a-SMA e varidveis clinicas como idade, sexo e localizagdo do tumor. Pesquisas futuras
sdo recomendadas para aprofundar o entendimento sobre o papel progndstico da a-SMA e sua

manifestagdo com outras proteinas envolvidas na progressao tumoral.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Termos presentes e ad

Recomendacdes:
Sem recomendagdes

equados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Qg

Projeto aprovado pelo CEP, sem quaisquer pendéncias, acompanhando o parecer relatado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/08/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_973152.pdf 13:20:38
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 04/08/2017 |Paulo Goberlanio de | Aceito
Brochura 13:19:13 | Barros Silva
Investigador
TCLE/Termos de |TFD.pdf 04/08/2017 |Paulo Goberlanio de | Aceito
Assentimento / 13:18:37 |Barros Silva
Justificativa de
Auséncia
Declaragao de Parecer.pdf 04/08/2017 |Paulo Goberlanio de | Aceito
Instituicdo e 13:18:03 |Barros Silva
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 04/08/2017 |Paulo Goberlanio de | Aceito

13:17:08 | Barros Silva

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco: PAPI JUNIOR, 1222

Bairro: RODOLFO TEOFILO
Municipio: FORTALEZA
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UF: CE
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Assinado por:
Marcelo Gurgel Carlos da Silva

(Coordenador)
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