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RESUMO

Tumores de glândula salivar são neoplasias que variam em suas características e
comportamentos clínicos, e o uso de biomarcadores representa um avanço crucial no
diagnóstico e prognóstico dessas lesões. Eles permitem uma avaliação precisa do prognóstico
e a personalização do tratamento, considerando as características moleculares do tumor. Isso
possibilita a identificação da agressividade, a resposta a terapias específicas e a previsão de
recorrência, melhorando a tomada de decisões clínicas e a eficácia do tratamento para
pacientes com esses tumores. Este estudo investigou o carcinoma ex-adenoma pleomórfico
(CEXAP) como uma transformação maligna do adenoma pleomórfico (AP) nas glândulas
salivares e analisou o papel das células dendríticas (CDs) na resposta imunológica a esse
processo. Foram coletadas amostras de tumores das glândulas salivares de três Centros de
Patologia Oral e Maxilofacial em um estudo multicêntrico. O estudo utilizou um microarranjo
de tecido contendo 41 amostras de CEXPA e 22 amostras de AP, que foram submetidas a
reações imuno-histoquímicas para os marcadores CD1a, CD83, CD207 e Ki-67. Os resultados
demonstraram diferenças significativas entre AP e CEXPA em relação à densidade de CDs
CD207+ (p = 0,028) e CDs CD83+ (p < 0,001). Além disso, foi observada uma diferença na
taxa de proliferação celular entre os grupos usando o marcador Ki-67 (p = 0,024). No entanto,
não foram encontradas diferenças significativas na população de CDs com base em
parâmetros clínicos, como sexo, localização anatômica, tamanho e presença de metástases (p
> 0,06). Além disso, a análise microscópica revelou que no AP houve uma maior
concentração de CDs no compartimento intratumoral, enquanto no CEXPA, houve uma clara
diminuição de CDs tanto no compartimento intratumoral quanto no peritumoral. Não foi
encontrada uma correlação significativa entre os marcadores de CDs maduras (CD83) e
imaturas (CD1a e CD207). A densidade média de células CD1a+ também não apresentou
diferença estatisticamente significativa entre os casos de AP e CEXPA (p = 0,402). Essas
observações sugerem que a distribuição e presença das CDs podem variar entre os dois tipos
de tumores de glândulas salivares, o que pode ser relevante para a diferenciação entre eles.
Em resumo, os resultados indicam que a análise das subpopulações de CDs e os marcadores
de proliferação celular podem ser valiosos na distinção entre tumores benignos e malignos,
bem como na detecção de áreas com transformação maligna inicial em tumores de glândulas
salivares.

Palavras-Chave: Glândulas salivares, neoplasia, imuno-histoquímica, células dendríticas,
câncer bucal, câncer de cabeça e pescoço.



ABSTRACT

Salivary gland tumors are neoplasms that vary in their characteristics and clinical behaviors,
and the use of biomarkers represents a crucial advancement. They enable a precise assessment
of prognosis and the customization of treatment, considering the molecular features of the
tumor. This allows for the identification of aggressiveness, response to specific therapies, and
prediction of recurrence, enhancing clinical decision-making and treatment efficacy for
patients with these tumors. This study investigated carcinoma ex-pleomorphic adenoma
(CEXPA) as a malignant transformation from pleomorphic adenoma (PA) in salivary glands
and analyzed the role of dendritic cells (DCs) in the immune response to this process. Tumor
samples from salivary glands were collected from three Oral and Maxillofacial Pathology
Centers in a multicenter study. A tissue microarray containing 41 samples of CEXPA and 22
samples of PA was subjected to immunohistochemical reactions for the markers CD1a, CD83,
CD207, and Ki-67. The results demonstrated significant differences between PA and CEXPA
in terms of the density of CD207+ DCs (p = 0.028) and CD83+ DCs (p < 0.001).
Additionally, a difference in the cell proliferation rate was observed between the groups using
the Ki-67 marker (p = 0.024). However, no significant differences were found in the DC
population based on clinical parameters such as gender, anatomical location, size, and
presence of metastases (p > 0.06). Furthermore, microscopic analysis revealed that in
pleomorphic adenoma (PA), there was a higher concentration of dendritic cells in the
intratumoral compartment, whereas in carcinoma ex-pleomorphic adenoma (CEXPA), there
was a clear decrease in DCs in both the intratumoral and peritumoral compartments. No
significant correlation was found between mature DC markers (CD83) and immature DC
markers (CD1a and CD207). The average density of CD1a+ cells also did not show a
statistically significant difference between PA and CEXPA cases (p = 0.402). These
observations suggest that the distribution and presence of DCs may vary between the two
types of salivary gland tumors, which could be relevant for their differentiation. In summary,
the results indicate that the analysis of DC subpopulations and cell proliferation markers can
be valuable in distinguishing between benign and malignant tumors, as well as in detecting
areas with early malignant transformation in salivary gland tumors.

Key-Words: Salivary glands, neoplasia, immunohistochemistry, dendritic cells, oral cancer,
head and neck cancer.
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1. INTRODUÇÃO

Os tumores de glândulas salivares (TGS) representam uma parcela relativamente

pequena, variando de 2% a 6%, de todos os cânceres diagnosticados na região da cabeça e

pescoço (LIAO et al., 2020). A incidência mais significativa ocorre em indivíduos em torno

da quinta década de vida. Os TGS têm uma tendência a afetar predominantemente as

glândulas salivares maiores, com a glândula parótida sendo a mais comumente afetada, com

uma taxa variando de 39,3% a 66,9%, dependendo das características epidemiológicas

regionais (GOMES et al., 2016).

Neste trabalho, abordaremos especialmente dois tipos de TGS: o carcinoma

ex-adenoma pleomórfico (CEXAP) e o adenoma pleomórfico (AP). O AP é a neoplasia mais

comum das glândulas salivares, com a maioria dos casos ocorrendo na glândula parótida

(85%), seguidos das glândulas salivares menores (10%) e glândulas submandibulares (5%)

(ALMESLET, 2020a). Em alguns casos, o AP pode evoluir para uma forma maligna ao longo

do tempo, com o risco de malignização aumentando proporcionalmente com a duração da

lesão in situ, indo de 1,5% nos primeiros cinco anos a até 9,5% após 15 anos (KALWANIYA

et al., 2023).

O CEXAP é considerado uma transformação maligna do AP pré-existente (KEY et al.,

2022; PARK et al., 2022). Essa lesão apresenta características benignas e malignas na análise

histológica e é uma neoplasia rara das glândulas salivares. De acordo com estudos anteriores,

a prevalência média do CEXAP é de aproximadamente 12% de todas as neoplasias salivares

malignas (UMAR et al., 2022).

O diagnóstico de lesões tumorais como os TGS, quando a análise morfológica não é

conclusiva, é realizado por meio de métodos moleculares. A utilização de marcadores

celulares facilita a diferenciação entre várias anormalidades teciduais com características

semelhantes (KIRAZ et al., 2022; KÖBEL; KANG, 2022). A correlação entre os níveis de

marcadores moleculares e os diferentes fenótipos tumorais ajuda a compreender o papel

dessas moléculas na transformação celular, no diagnóstico diferencial e, eventualmente, no

prognóstico de neoplasias benignas e malignas. Assim, biomarcadores podem ser usados para

avaliar riscos, planejar o tratamento e monitorar a progressão da doença (GAMA-CUELLAR

et al., 2022; HAYATI; ZULKARNAEN, 2007; SEIGO KASHIMURA et al., 2012).
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Marcadores celulares também permitem a identificação de subpopulações de células

dendríticas (CDs) consideradas células apresentadoras de antígenos e responsáveis por

desencadear respostas imunes específicas. Elas capturam, processam e apresentam antígenos

aos linfócitos T (GARDNER; DE MINGO PULIDO; RUFFELL, 2020). As CDs podem

ativar outras células do sistema imunológico, como células natural killer, células B,

macrófagos e eosinófilos, além de induzir tolerância imunológica (LE; SAVERIN; HAND,

2011). As CDs são classificadas como imaturas (CDsi) ou maduras (CDsm) com base em sua

morfologia e expressão fenotípica. No estado imaturo, as CDs patrulham os tecidos e liberam

eficazmente várias vias quando encontram antígenos. A maturação das CDs permite a

apresentação de peptídeos derivados de patógenos às células T CD4+ e CD8+ nos linfonodos

de drenagem.

Os mecanismos imunológicos e o papel das CDs na progressão dos TGS ainda não

estão completamente compreendidos. No entanto, estudos recentes apontam que o

desequilíbrio na regulação das células imunológicas, incluindo as CDs, desempenha um papel

fundamental no desenvolvimento de doenças tumorais.

1.1 Adenoma Pleomórfico

O AP, também conhecido como tumor misto das glândulas salivares, é uma neoplasia

de natureza benigna originada nas glândulas salivares. Sua principal característica reside na

notável heterogeneidade tecidual, composta por uma variedade de elementos celulares e

tecidos, incluindo componentes epiteliais e mesenquimais. Embora benigno, o AP pode

manifestar crescimento gradual e apresentar-se clinicamente como uma massa indolor nas

regiões anatômicas afetadas (ALMESLET, 2020b; CANUTO et al., 2020).

A localização primordial do AP ocorre nas glândulas salivares, com destaque para as

glândulas parótidas e submandibulares. A prevalência desse tumor é notável em indivíduos

adultos, com uma faixa etária preponderante situada entre a quarta e a sexta década de vida. A

análise histopatológica revela uma proliferação celular composta por células epiteliais que

apresentam uma variedade de arranjos celulares, coexistindo com células mesenquimais,

resultando na característica formação glandular mista (KALWANIYA et al., 2023; ZOCCALI

et al., 2023).

Os fatores etiológicos subjacentes ao desenvolvimento do AP ainda carecem de

compreensão definitiva, embora haja suspeita de componentes genéticos. Macroscopicamente,

os tumores se apresentam como massas bem definidas, encapsuladas e de consistência firme,
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frequentemente móveis sob a pele. Vale ressaltar que, apesar de sua benignidade, os APs

podem exibir recorrência após a ressecção cirúrgica e, em raros casos, podem evoluir para

formas malignas. Assim, um acompanhamento clínico adequado é imperativo para o manejo

eficaz dessa condição (HERNANDEZ-PRERA et al., 2021).

1.2 Carcinoma Ex Adenoma Pleomórfico

O CEXAP é uma neoplasia maligna rara que se origina a partir de um adenoma

pleomórfico pré-existente, uma condição benigna das glândulas salivares. Esse carcinoma é

caracterizado por ser uma transformação maligna de células epiteliais que anteriormente

compunham o AP. Notavelmente, esta condição é conhecida por sua agressividade e potencial

de disseminação metastática. Os estudos avaliados, bem como a literatura científica, ressaltam

a importância do diagnóstico precoce desse tipo de tumor, uma vez que a progressão para um

CEXAP pode resultar em um prognóstico desafiador, em comparação com outras neoplasias

malignas das glândulas salivares (GUPTA et al., 2019; KHANNA et al., 2019)

A localização mais comum para o CEXPA é a glândula parótida, embora seja possível

ocorrer em outras glândulas salivares. Quanto à faixa etária, a maioria dos pacientes afetados

encontra-se na faixa entre 40 e 60 anos, sugerindo uma predisposição que acomete indivíduos

de meia-idade (PARK et al., 2022). Do ponto de vista histológico, o CEXPA é caracterizado

por uma combinação de áreas benignas de AP e áreas malignas de carcinoma. Isso pode

incluir padrões celulares invasivos, como células escamosas, células mioepiteliais ou outras

diferenciações epiteliais (SCARINI et al., 2023)

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do CEXPA ainda não estão

completamente elucidados, embora a exposição a radiações ionizantes e a transformação

maligna dentro de um AP pré-existente sejam considerados fatores de risco potenciais.

Clinicamente, as lesões podem variar em sua apresentação, mas frequentemente

manifestam-se como massas salivares palpáveis que podem ser assintomáticas ou causar

desconforto (SYRNIOTI et al., 2023).

Um diagnóstico preciso é fundamental, geralmente requerendo avaliação

histopatológica de biópsias e estudos imuno-histoquímicos para distinguir entre o componente

benigno e maligno da lesão. Devido à sua natureza agressiva, o tratamento inclui geralmente

uma ressecção cirúrgica completa, frequentemente seguida de radioterapia e, em alguns casos,
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quimioterapia. Devido ao risco de recorrência e metástases, um acompanhamento médico

rigoroso é imperativo. Portanto, a detecção precoce e o tratamento adequado são essenciais

para melhorar o prognóstico dos pacientes com CEXAP (TONDI-RESTA et al., 2023).

1.3 Marcadores moleculares

1.3.1 CD1a

As proteínas CD1 são encontradas na superfície de CDs, células do timo, monócitos

ativados e algumas células B. São proteínas transmembrana, glicosiladas, codificadas no

cromossomo 1 e agrupadas em cinco subconjuntos (CD1a-e). Uma de suas principais funções

está relacionada com reações imunológicas frente a infecções virias e afecções tumorais

(HIRAI et al., 2016).

O desencadeamento de um processo inflamatório resulta na liberação de mediadores

químicos específicos que recrutam os precursores das células, provenientes da medula óssea,

ou seja, CDs. Enquanto isso, as células locais iniciam o processo de maturação, no qual a

partir de um estado imaturo cuja superfície expressa elevados níveis de CD1a e langerina

passa a apresentar um fenótipo maduro, aumentando a expressão para o imunomarcador

CD83 (JARDIM et al., 2018).

É possível que as células imaturas sejam responsáveis pela regulação da cascata

imune, uma vez que são encontradas em tecidos contendo processos inflamatórios; da mesma

forma, a presença de células maduras nesses mesmos locais funcionaria como apresentadoras

de antígenos promovendo um fenômeno reativo inflamatório já conhecido. Assim, o aumento

na densidade de CDs, principalmente imaturas, em processos inflamatórios na cavidade oral,

tem sido associado à severidade da resposta imune adaptativa (GUEIROS et al., 2012).

1.3.2 CD83

As células CD83+ são fundamentais para a geração de células CD4+T, além de

potencializar a resposta imune antitumorigênica. Quando em condições de imunossupressão, a

expressão de CD83 em CD é reduzida, como por exemplo, na presença do vírus HIV.

(GIORELLO et al., 2021). As funções das CD83+ ainda não estão bem esclarecidas. Na

condição de CDs maduras, as CD83+ têm sua densidade populacional reduzida nas camadas

epiteliais de Carcinoma de Células Escamosas Labiais, assim como células imaturas CD1a+.

Gomes et al. (2016) sugerem que a depleção de CDs, decorrente da incidência de radiação
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ultravioleta em pacientes com câncer labial, possa estar relacionada às primeiras etapas do

desenvolvimento neoplásico. Estes biomarcadores podem ser empregados em diagnósticos de

doenças inflamatórias como líquen plano e lesões liquenóides orais, bem como em terapias de

doenças autoimunes e lesões malignas (HOVAV, 2014).

1.3.3 CD207

O marcador molecular CD207, também conhecido como langerina, é uma proteína de

superfície celular expressa em células dendríticas conhecidas como células de Langerhans

(CLs) e em algumas células dendríticas intersticiais. Essa proteína tem uma afinidade

particular por ligar-se a glicanos complexos presentes na superfície de patógenos, como

bactérias e vírus, desempenhando um papel importante na captura e apresentação de antígenos

ao sistema imunológico. Em relação aos tumores, estudos prévios como mostram que o

marcador CD207 tem aplicações específicas em tumores das glândulas salivares, como no

auxílio do diagnóstico de carcinoma adenóides císticos (DA SILVA et al., 2020).

1.3.4 Ki-67

Ki-67 é um marcador para mostrar a síntese de DNA das células antes da mitose.

Numerosos estudos demonstraram que as neoplasias geralmente apresentam alta expressão de

ki-67 relacionada à alta proliferação celular (ZHANG et al., 2019). Este anticorpo reconhece

uma proteína nuclear que está envolvida nas fases pré-mitóticas (G1, S, G2 e M) do ciclo

celular. Esta proteína nuclear pode ser usada para estimar o estado de crescimento mostrando

o potencial replicativo e de agressividade tumoral (índice de proliferação Ki-67, ou PI).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto foi avaliar a expressão imuno-histoquímica dos marcadores

CD1a, CD83, CD207 e Ki-67 em tumores benignos e malignos de glândulas salivares.

2.2 Objetivos Específicos

● Realizar uma busca retrospectiva de dados clínicopatológicos de pacientes

diagnosticados com tumores benignos e malignos de glândulas salivares, a partir das

fichas de biópsias ou peças cirúrgicas dos Serviços de Patologia Bucal da UFSC,

Anatomia Patológica da FCM-UNICAMP e da Universidad Autônoma de Baja

California.

● Revisar todas as lâminas histológicas obtidas dos pacientes com a finalidade de

diagnóstico da doença de acordo com os critérios da OMS (Organização Mundial da

Saúde, 2017);

● Identificar e quantificar as CDs imaturas e maduras, imunomarcadas pelos anticorpos

anti-CD1a, anti-CD207 e anti-CD83, nos tumores benignos e malignos de glândulas

salivares;

● Comparar o índice de proliferação celular entre APs e CEXAPs utilizando o marcador

Ki-67;

● Correlacionar os achados clínicos-patológicos dos TGS com a imuno marcação para

CDs.
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3. ARTIGO

Artigo a ser submetido na revista Oral Diseases

IMUNOEXPRESSÃO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS MADURAS E IMATURAS EM
CARCINOMA EX-PLEOMÓRFICO ADENOMA: UM ESTUDOMULTICÊNTRICO

RESUMO

O Carcinoma ex-adenoma pleomórfico (CEXPA) representa uma transformação maligna a

partir de um adenoma pleomórfico (AP) recorrente ou primário, sendo que a resposta

imunológica pode ser essencial nesse processo. Objetivo: Identificar e quantificar

subpopulações de células dendríticas (CDs) em CEXPA e AP. Metodologia: Foi realizado um

estudo multicêntrico coletando amostras de tumores de glândulas salivares (TGS) de três

Centros de Patologia Oral e Maxilofacial. Um microarranjo de tecido contendo 41 amostras

de CEXPA e 22 amostras de AP foi incluído neste estudo e submetido a reações

imunohistoquímicas contra os anticorpos CD1a, CD83, CD207 e Ki67. Resultados: Houve

diferença significativa entre AP e CEXPA em relação à densidade de CDs CD207+ (p =

0,028) e DCs CD83+ (p < 0,001). Também houve diferença ao comparar o índice de

proliferação celular entre os grupos usando o marcador Ki-67 (p = 0,024). No entanto, não

houve diferença na população de CDs em relação a parâmetros clínicos como sexo,

localização anatômica, tamanho e metástases (p > 0,06). Conclusão: O perfil

imunohistoquímico de subpopulações de CDs e biomarcadores de proliferação celular em

TGS pode contribuir como uma ferramenta importante na diferenciação de tumores benignos

e malignos ou detecção de áreas iniciais com transformação maligna.

PALAVRAS-CHAVE: Glândulas salivares, neoplasia, imunohistoquímica, células
dendríticas, câncer oral, câncer de cabeça e pescoço
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3.1 INTRODUÇÃO

Os TGS são lesões heterogêneas com alta diversidade microscópica e clínica. O AP é

o TGS mais comum com possibilidade de recorrência e transformação maligna para CEXPA

em 1,5% nos primeiros cinco anos e até 9,5% após 15 anos (Key et al., 2022; Park et al.,

2022).

CEXPA é responsável por aproximadamente 12% de todos os TGS malignos e pode

ser diagnosticado erroneamente como outros TGS benignos e malignos (Berdugo et al.,

2019). Esta lesão afeta principalmente a glândula parótida se apresentando como uma massa

de rápido crescimento, podendo estar associada à dor, aumento dos gânglios linfáticos,

ulceração e paralisia do nervo facial (Lubamba et al., 2020). Microscopicamente, o CEXPA

foi classificado em 3 categorias: intracapsular (IC), minimamente invasivo (MI) e

amplamente invasivo (AI). A extensão extracapsular demonstra pior prognóstico e aumento

da mortalidade (OMS, 2022).

A associação entre os níveis de marcadores relacionados ao sistema imunológico e os

diferentes fenótipos tumorais permite a compreensão do papel dessas moléculas na

transformação celular (Gama-Cuellar et al., 2022; Kiraz et al., 2022; Köbel & Kang, 2022;

Mosconi et al., 2019). Neste contexto, as subpopulações de CDs estão relacionadas com

respostas imunes antitumorais e exibem efeitos pró e antitumorigênicos (Anderson & Simon,

2020). Em estado imaturo, as CDs que expressam CD1a e CD207 são capazes de capturar e

processar antígenos e, após a ativação, essas células migram para os gânglios linfáticos e baço

onde ativam células T não sensibilizadas. Durante esta migração, as CDs passam pelo

processo de maturação expressando CD83 e potencializando a resposta imune antitumoral

(Gardner et al., 2020; Hubert et al., 2019).

Considerando que o CEXPA é derivada de um AP primária ou recorrente, a

compreensão da infiltração de subpopulações de CDs maduras e imaturas nessas duas

entidades pode favorecer a compreensão da transformação maligna. Assim, o objetivo deste

estudo foi avaliar a densidade de CDs em AP e CEXPA, bem como a interferência dessas

células imunes nas características clinicopatológicas do tumor.
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3.2 MATERIAIS E MÉTODOS

Estudo transversal, observacional e descritivo, realizado de acordo com a Declaração

de Helsinque e aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo nº 09840519.6.0000.0121).

Peças cirúrgicas e amostras de biópsias de CEXAP e AP foram coletados para o

estudo de 2020 a 2023 no Departamento de Patologia da Universidade Federal de Santa

Catarina, Florianópolis, Brasil; no Serviço de Anatomia Patológica da Faculdade de Ciências

Médicas da Universidade de Campinas, São Paulo, Brasil; e do Serviço de Patologia Bucal da

Universidad Autónoma de Baja California, Mexicali, México. Os dados clínicos do paciente,

como sexo, idade, localização anatômica da lesão, metástase e doenças de base, foram

coletados dos prontuários e laudos anatomopatológicos.

3.2.1 Análise histopatológica

Para análise histopatológica, foram realizados cortes de 5 μm de espessura de peças

cirúrgicas incluídas em parafina e as lâminas obtidas foram coradas pelo método de

hematoxilina e eosina (H&E) para confirmação do diagnóstico e grau de invasão celular (IC,

MI e AI) por dois patologistas especialistas (RG, KPD) de acordo com ao diagnóstico de

critérios usando a classificação da OMS (2022).

Figura 1. A, Fotomicrografia do adenoma pleomórfico mostrando aspecto misto com

áreas de diferenciação escamosa. B, Carcinoma ex-adenoma pleomórfico demonstrando

achados de adenocarcinoma em estroma esclerótico. Coloração com hematoxilina e eosina,

200x

.
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3.2.2 Células dendríticas

As amostras de TGS foram fixadas em formalina a 10% por 24 horas. Os anticorpos

monoclonais CD1a (010, 1:200; Dako, Glostrup, Dinamarca) e CD207 (EPR15863, 1:200;

Abcam, Cambridge, Reino Unido) foram utilizados para identificar CDs imaturas. O

anticorpo monoclonal CD83 (1H4b, 1:40; Novocastra, Newcastle, Reino Unido) foi utilizado

para identificar CDs maduras. A proliferação celular foi avaliada através do Ki-67 (MIB-1,

1:150; Dako, Califórnia, EUA).

Lâminas coradas com H&E foram utilizadas para identificar as áreas incluídas,

circulando as regiões mais representativas da lesão. Utilizando a técnica de tissue microrray

(Beecher Instrument, Silver Spring, MD, EUA), as áreas tumorais de interesse nos blocos

doadores foram removidas com coletores de 1mm e transferidas para os blocos receptores

(Figuras 1-2).

Figura 2. Técnica de microarranjo tecidual após determinação das áreas tumorais mais

representativas de adenoma pleomórfico e carcinoma ex-adenoma pleomórfico.

Para IH, foram realizados cortes histológicos de 3 µm de espessura. A recuperação

antigênica foi realizada com tampão citrato (pH 6,0) a 96 °C por 45 minutos. As lâminas

foram incubadas com anticorpo secundário EnVision Dual Link System-HRP (Dako,

Califórnia, EUA) por 60 minutos a 37°C e reveladas com substrato cromogênico (3,3

diaminobenzidina, Sigma, St Louis, MO, EUA). As lâminas foram contrastadas com

hematoxilina de Harris. Controles negativos foram realizados para cada reação omitindo os

anticorpos primários. Tecido cutâneo normal foi utilizado como controle positivo para

anticorpos CD1a e CD207, enquanto amígdala normal como controle positivo para CD83 e

Ki-67, de acordo com as recomendações do fabricante.
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As seções de tecido foram escaneadas no scanner Aperio AT2 (Leica Biosystems,

Tóquio, Japão) e analisadas por dois examinadores calibrados. A quantificação de células

CD1a+, CD83+ e CD207+ por mm2 de tumor foi realizada em cada seção de tecido utilizando

o software Image J 1.53a (National Institutes of Health, EUA) com ampliação de 400x

(Figura 3). Para o marcador Ki-67, foram quantificadas células tumorais positivas e negativas

para obtenção do índice de proliferação celular (%).

Figura 3. Análise imuno-histoquímica de células dendríticas (CDs) em carcinoma ex

adenoma pleomórfico (CEXPA) e adenoma pleomórfico (AP). Células CD1a+ em CEXPA

(A) e AP (B). Menor quantificação intratumoral de células CD207+ e CD83+ em CEXPA (C

e E, respectivamente) quando comparado com amostra de AP (D e F, respectivamente). Maior

taxa de proliferação celular pelo Ki-67 no CEXPA (G) em comparação com o AP (H). Alta a

magnificação, 400x.
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3.2.3 Análise estatística

Os valores foram expressos como medianas e intervalos interquartis. A comparação

das CDs entre os grupos com CEXAP e AP foi realizada utilizando o teste Mann-Whitney

(U). Os achados clínicos e microscópicos foram analisados pelo teste Qui-Quadrado de

Pearson ou exato de Fisher quando apropriado, para variáveis categóricas, e pelos testes de

Mann-Whitney (U) ou teste de Kruskal-Wallis para variáveis contínuas. O teste de Spearman

foi utilizado para avaliar a correlação de anticorpos para CDs. Um valor de p <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo. O software estatístico SPSS versão 28.0 foi

utilizado para as análises.

3.3 RESULTADOS

População de pacientes

Houve 41 casos de CEXPA e 22 casos de AP. A média de idade dos pacientes com

CEXPA foi de 56,8 anos (variação de 27 a 88). Vinte pacientes (48,8%) eram do sexo

masculino e 21 pacientes (51,2%) do sexo feminino. Dos 41 casos, a maioria (58,5%)

apresentava subtipo histológico AI e 2 pacientes apresentavam metástase (4,8%) (Tabela 1).

Em relação à idade, a média dos pacientes acometidos foi de 41,86 anos (variação de 12 a 68

anos). Dos 22 casos, 15 ocorreram na glândula parótida (68,1%) e o sexo masculino foi mais

acometido (54,5%) (Tabela 2).

Tabela 1. Achados clínico-patológicos de carcinoma ex-adenoma pleomórfico.
Cas
o

Sex
o

Idad
e Localização Tipo Histológico Metástase

01 M 59 Glândula Parótida IC M0
02 M 60 Glândula Parótida IC M0
03 F 61 Glândula Parótida IC M0
04 F 59 Glândula Parótida IC M0
05 F 37 Glândula Salivar Menor IC M0
06 M 66 Glândula Salivar Menor IC M0
07 M 69 Glândula

Submandibular
IC M0

08 M 42 Glândula Parótida MI M0
09 F 30 Glândula Parótida MI M0
10 M 73 Glândula Parótida MI M0
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11 F 39 Glândula
Submandibular

MI M0

12 F 57 Glândula Parótida MI M0
13 F 57 Glândula Parótida MI M0
14 F 88 Glândula

Submandibular
MI M0

15 M 64 Glândula Parótida MI M0
16 M 56 Glândula Parótida MI M0
17 M 54 Glândula Parótida MI M0
18 F 42 Glândula Parótida AI M1
19 M 45 Glândula Parótida AI M0
20 F 50 Glândula Parótida AI M0
21 F 74 Glândula Salivar Menor AI M0
22 F 56 Glândula Parótida AI M0
23 M 65 Glândula Parótida AI M0
24 F 82 Glândula Parótida AI M0
25 F 27 Glândula Parótida AI M1
26 F 57 Glândula Parótida AI M0
27 F 86 Glândula

Submandibular
AI M0

28 F 62 Glândula
Submandibular

AI M0

29 F 66 Glândula Parótida AI M0
30 M 64 Glândula Parótida AI M0
31 M 58 Glândula Parótida AI M0
32 F 56 Glândula Salivar Menor AI M0
33 M 72 Glândula Parótida AI M0
34 M 66 Glândula Parótida AI M0
35 M 54 Glândula Parótida AI M0
36 M 48 Glândula Salivar Menor AI M0
37 M 56 Glândula Parótida AI M0
38 M 41 Glândula Parótida AI M0
39 M 51 Glândula Parótida AI M0
40 M 41 Glândula Parótida AI M0
41 F 39 Glândula Parótida AI M0

F, Feminino; M, Masculino; IC, intracapsular; MI, minimamente invasivo; AI, Amplamente
invasivo; M0, sem presença de metástase; M1,metástase à distância.

Tabela 2. Achados clínicos de adenomas pleomórficos.
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Quanto à localização anatômica afetada,

não houve diferença estatística entre

tumores benignos e malignos (p = 0,240).

A localização menos afetada em ambos os

grupos foram as glândulas salivares

menores. Os pacientes com CEXPA eram

mais velhos quando comparados aos

pacientes com AP (p < 0,001). Os tumores

CEXPA apresentaram dimensões

medianas maiores (eixo maior) que os

tumores AP (5 cm versus 3,8 cm, p =

0,011). CEXPA classificados como AI apresentaram maior taxa de proliferação celular por

Ki-67 do que tumores IC ou MI (p = 0,008) (Tabela 3).

Caso Sexo Idade Localização
01 F 18 Glândula Submandibular
02 M 28 Glândula Parótida
03 F 59 Glândula Parótida
04 M 68 Glândula Parótida
05 M 45 Glândula Salivar Menor
06 F 46 Glândula Submandibular
07 F 47 Glândula Parótida
08 F 54 Glândula Parótida
09 F 50 Glândula Submandibular
10 F 50 Glândula Parótida
11 M 35 Glândula Parótida
12 M 42 Glândula Parótida
13 M 59 Glândula Parótida
14 M 26 Glândula Submandibular
15 M 23 Glândula Submandibular
16 F 44 Glândula Parótida
17 M 53 Glândula Parótida
18 M 12 Glândula Parótida
19 M 24 Glândula Parótida
20 M 34 Glândula Submandibular
21 F 41 Glândula Parótida
22 F 63 Glândula Parótida
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Tabela 3. Comparação entre os achados clinicopatológicos e o número de células dendríticas
em pacientes com carcinoma ex-adenoma pleomórfico (mediana e intervalo interquartil)

Achado
clínico-patológ
ico

CD1a+
células/mm2

Valor
de P

CD207+
células/mm2

Valor
de P

CD83+
células/mm2

Valor
de P

Ki-67
(%)

Valor
de P

Idade* ≤ 45 43.00 (47.50) .271 20.00 (25.50) .880 2.00 (2.00) .287 12.08
(13.84)

.833

> 45 25.00 (35.00) 9.00 (32.00) 4.00 (19.00) 16.92
(26.67)

Sexo* Masculin
o

28.00 (37.00) .784 9.00 (63.00) .441 0.00 (15.00) .396 10.62
(18.18)

.829

Feminino 25.50 (47.25) 14.50 (28.00) 3.00 (14.50) 12.08
(9.50)

Localização* GSMa 27.50 (35.25) .954 10.00 (28.75) .923 3.00 (16.50) .823 12.00
(9.48)

.245

GSme 21.00
(119.00)

8.00 (21.00) 2.00 (4.00) 10.60
(17.97)

Tamanho* ≤ 5 cm 37.00 (37.00) .060 11.00 (28.00) .205 3.00 (17.00) .077 10.620
(9.50)

.825

> 5 cm 10.00 (26.00) 13.00 (33.00) 1.00 (3.00) 12.00
(9.40)

Tipo** IC 24.00 (28.50) .577 23.00 (37.00) .619 15.00 (20.00) .530 10.60
(13.33)

.008

MI 27.50 (53.25) 8.00 (70.75) 3.00 (22.25) 10.62
(1.47)

AI 30.00 (50.50) 13.00 (31.00) 0.00 (3.50) 20.10
(4.01)

Metástase* M0 27.00 (37.00) .624 9.00 (29.00) .585 3.00 (15.00) .648 12.00
(9.49)

.627

M1 40.50 (53.00) 25.00 (10.00) 10.00 (16.00) 11.11
(17.90)

GSMa, Glândula Salivar Maior. GSme, Glândula Salivar Menor. IC, Intracapsular. MI, Minimamente invasivo. AI, Amplamente invasivo.
*Mann-Whitney test. **Kruskal-Wallis test.

Microscopicamente, foi observada maior concentração de CDs no compartimento

intratumoral do AP, enquanto no CEXPA foi observada uma evidente diminuição de CDs

tanto no compartimento intratumoral quanto no peritumoral. Não houve correlação entre os

marcadores de CDs maduras (CD83) e imaturas (CD1a e CD207). Além disso, não houve

diferença significativa na densidade média de células CD1a+ entre AP e CEXPA (p = 0,402)

(Figura 3).

O CEXPA apresentou diminuição significativa nos marcadores celulares CD207 (p =

0,028) e CD83 (p < 0,001) quando comparado ao AP. Em contrapartida, CEXPA apresentou

maior imunomarcação para Ki-67 do que AP (p = 0,024). Também não houve impacto dos

parâmetros clínicos pesquisados (sexo, localização anatômica e metástases) na população de

CDs. Além disso, não houve diferença estatística no número de CDs entre os casos de
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CEXPA classificados em CI, MI e AI [CD1a (p = 0,577), CD83 (p = 0,530) e CD207 (p =

0,619)].

3.4 DISCUSSÃO

Na presente pesquisa, observamos um impacto relevante na redução de CDs maduras e

imaturas em tumores malignos de glândulas salivares (CEXPA) quando comparados a

tumores benignos (AP), sugerindo que alterações no mecanismo de regulação da resposta

imune inata e adquirida podem desempenham um papel importante na transformação maligna.

Houve maior número de células intratumorais positivas para os marcadores CD83 e CD207

no grupo AP em comparação ao CEXPA. Por outro lado, o AP apresentou menor índice

proliferativo para o marcador Ki-67 do que o CEXPA.

Um estudo com amostras de carcinoma espinocelular (CEC) de lábio demonstrou que

as células CD83+ estavam significativamente reduzidas no CEC em comparação com o

epitélio oral normal, enquanto as células CD1a+ estavam significativamente diminuídas no

CEC quando comparadas ao epitélio displásico (Gomes et al., 2016). Outro estudo relatou que

a densidade de células CD83+ estava inversamente correlacionada com a progressão da

neoplasia gástrica e impactava diretamente no prognóstico (Kashimura et al., 2012).

Gama-Cuellar et al. (2022) compararam a densidade de células CD83+ em tumores de

orofaringe. Houve menor quantificação de células CD83+ no compartimento peritumoral de

pacientes com carcinoma espinocelular de orofaringe em relação ao grupo de orofaringe

normal. Pacientes com tumores exibindo números mais baixos de células CD83+

demonstraram rápida progressão da doença. Estudos anteriores mostraram que uma baixa

densidade de CDs CD83+ em tecidos tumorais estava associada a um mau prognóstico

(McWhirter et al., 2006; Zheng et al., 2012). A baixa densidade de células CD83+ nos TGS

malignos prejudica a apresentação do tumor aos antígenos que favorecem a progressão da

doença. Estas descobertas indicam que a análise das populações celulares que participam nas

respostas imunitárias pode ser uma ferramenta preditiva útil em tumores.

A maioria dos pacientes diagnosticados com CEXPA estava entre a 5ª e a 6ª décadas

de vida, com um aumento sutil no envolvimento em mulheres, colaborando com os achados

de um estudo anterior (Tokarz et al., 2021). Em geral, a malignidade se desenvolve em 6,2%

todos os APs (Di Palma, 2013). Entre os casos de CEXPA, 2 apresentaram metástases à

distância, em contraste com o estudo de Olsen & Lewis (2001) que relatou que 44% dos

pacientes com CEXPA apresentavam metástases à distância.
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Em relação à AP, nosso estudo mostrou que a média de idade dos pacientes

acometidos foi de 41,86 anos (variando de 12 a 68 anos). De acordo com uma revisão

preliminar da literatura (Canuto et al., 2020) esta neoplasia afeta principalmente indivíduos

entre a 4ª e a 5ª década de vida. Dos 22 casos avaliados em nosso estudo, 15 foram na

glândula parótida (68,1%), corroborando os estudos de (Almeslet, 2020; Khanna et al., 2019).

Nossa amostra apresentou maior envolvimento do sexo masculino (54,5%), em contraste com

outros estudos (Almeslet, 2020; Canuto et al., 2020).

Com base no grau de invasão, o CEXPA pode ser microscopicamente classificado em

IC, MI e AI. Neste último, a invasão se estende, além da glândula, e frequentemente aos

tecidos moles adjacentes. Em nosso estudo, a maioria dos CEXPA (58,3%) apresentou subtipo

histológico AI, mostrando características clínicas de um tumor invasivo e de rápido

crescimento. Além disso, todos os pacientes com metástases tiveram CEXPA categorizado em

AI.

Embora tenha tido diferença significativa na quantificação de células CD207 entre os

grupos AP e CEXPA, esta condição não foi observada com o marcador CD1a. Tal condição

poderia ser explicada pela grande diversidade fenotípica das CDs (Hirai et al., 2016). As

moléculas CD1 são amplamente expressas em células apresentadoras de antígenos

profissionais (APC), como CDs, CL e monócitos ativados. Em contraste, a Langerina

(CD207) é uma proteína dependente de lectina do tipo II, Ca2+, que exibe especificidade de

ligação à manose e está constitutivamente associada aos grânulos de Birbeck, que são

organelas em forma de bastonete específicas para CL (Hunger et al., 2004; Oda et al., 2004;

Oda et al., 2004; Oda et al., 2004; Oda et al., 2004; al., 2022).

Uma alta densidade média de células CD207+ no compartimento intratumoral no

grupo com AP foi observada em comparação com CEXPA. da Silva et al. (2020)

demonstraram diminuição do número de células CD207+ em CEC oral e fibrose submucosa

oral em relação ao epitélio oral normal. Assim, alterações significativas na população de CDs

poderiam ser indicativas de transformação maligna nas lesões orais.

Observou-se maior número de células intratumorais positivas para o marcador Ki-67

no grupo CEXPA quando comparado ao AP. Alguns estudos sugerem que uma expressão

aumentada de Ki-67 está correlacionada com uma extensão tumoral significativa (Faur et al.,

2015; Goyal et al., 2014). Katori et al. (2007) mostraram associação entre Ki-67 e prognóstico

em pacientes que morreram ou que apresentavam doença residual em comparação com

pacientes que estavam vivos sem doença. Nossos resultados foram semelhantes a outros
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estudos em que o CEXPA apresentou maior índice proliferativo de Ki-67 do que o AP ou AP

residual no CEXPA (Mariano et al., 2015; Matsubayashi & Yoshihara, 2007; Zhang et al.,

2019).

Assim, são necessários estudos futuros com uma amostra maior de TGS, com

diferentes subtipos histológicos, além da análise de outras subpopulações de CDs, a fim de

melhor compreender as respostas imunes inatas e adquiridas envolvidas na carcinogênese da

TGS.

3.5 CONCLUSÃO

O conhecimento do perfil imuno-histoquímico dos biomarcadores de CDs em conjunto

com o índice de proliferação celular no TGS pode contribuir como uma importante ferramenta

na distinção entre tumores benignos e malignos, justificando comportamentos clínicos

divergentes que estas lesões apresentam, e auxiliando na detecção de possíveis áreas de

transformação maligna.
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, demonstramos que o conhecimento do

perfil imuno-histoquímico dos biomarcadores de células dendríticas (CDs), juntamente com a

avaliação do índice de proliferação celular, podem desempenhar um papel fundamental na

diferenciação entre tumores benignos e malignos nas glândulas salivares. Esses achados são

de grande relevância, uma vez que os tumores benignos e malignos frequentemente

apresentam comportamentos clínicos distintos, o que influencia diretamente as estratégias de

tratamento e prognóstico.

Além disso, a capacidade de identificar áreas potencialmente em transformação

maligna é de extrema importância, permitindo intervenções precoces e mais eficazes, e

aumentando as chances de sucesso do tratamento. Portanto, a análise dos marcadores de CDs

e da taxa de proliferação celular pode se tornar uma ferramenta valiosa para os patologistas e

clínicos no diagnóstico e na tomada de decisões clínicas em pacientes com tumores de

glândulas salivares.
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