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RESUMO

A podoplanina (PDPN) ¢ uma glicoproteina transmembrana associada a progressdao de
neoplasias epiteliais, com expressdo em células mioepiteliais, epiteliais basais e
miofibroblastos. De forma complementar, a alfa-actina de musculo liso (a-SMA) ¢ um
importante marcador de diferencia¢do mioepitelial e de miofibroblastos, estando relacionada a
processos de remodelagdo tumoral e invasividade. Desse modo, este estudo teve como
objetivo avaliar a expressdo imuno-histoquimica da PDPN e oa-SMA em adenoma
pleomorfico (AP), carcinoma adenoide cistico (CAC), carcinoma ex-adenoma pleomorfico
(CEAP) e carcinoma mucoepidermoide (CME). A avaliagdo dos marcadores foi realizada de
trés maneiras: 1) analise global (corte como um todo), ii) em areas de maior densidade de
marcagdo (hot spots) e iii) regides pareadas, nas quais ambos os marcadores de interesse
foram analisados no mesmo campo microscopico. Morfologicamente, a expressdo de PDPN
foi predominantemente observada em células mioepiteliais nos casos de AP, CAC e CEAP,
confirmada pela coexpressao de a-SMA, enquanto no CME foi principalmente detectada em
células epidermoides e intermediarias. A analise revelou que tumores originados em glandulas
salivares maiores exibiram expressdo mais intensa de PDPN em comparag¢do aqueles de
glandulas menores (p=0,048). Na andlise global, ndo foram observadas diferencas
significativas na expressdo de PDPN e a-SMA entre os grupos diagnosticos, tampouco
associa¢do com variaveis clinicas. De forma semelhante, ainda na analise em areas de /Aot
spot, nao foram reveladas diferencas significativas entre os diagndsticos para ambos os
marcadores. Em contraste, a andlise individual dos marcadores em mesmo campo evidenciou
que CAC e CEAP apresentaram expressao significativamente maior de PDPN e a-SMA em
comparacao ao AP (p<0,05), sem diferenca entre CAC ¢ CEAP. A expressao de PDPN e a-
SMA foi mais evidente em tumores com comportamento mais agressivo, como CAC e CEAP,
sendo essa diferenga detectada principalmente na andlise de regides de mesmo campo. Esses
achados sugerem que a avalia¢do espacial dos marcadores pode ser mais sensivel do que
andlises globais ou por hot spots, evidenciando interagdes epitélio-estroma relevantes na
progressao tumoral. Além disso, a PDPN mostrou-se um marcador util para a identificagdo de
células mioepiteliais em neoplasias de glandulas salivares, reforcando seu papel na
caracterizacdo histopatologica desses tumores e seu potencial auxilio no diagnostico
diferencial.

Palavras-chave: neoplasia de glandulas salivares; imuno-histoquimica; podoplanina; a-SMA.



ABSTRACT

Podoplanin (PDPN) is a transmembrane glycoprotein associated with the progression of
epithelial neoplasms, expressed in myoepithelial cells, basal epithelial cells, and
myofibroblasts. Similarly, alpha-smooth muscle actin (a-SMA) is an important marker of
myoepithelial and myofibroblast differentiation, being related to tumor remodeling and
invasiveness. Therefore, this study aimed to evaluate the immunohistochemical expression of
PDPN and o-SMA in pleomorphic adenoma (AP), adenoid cystic carcinoma (CAC),
carcinoma ex pleomorphic adenoma (CEAP), and mucoepidermoid carcinoma (CME).
Marker evaluation was performed using three approaches: (i) global analysis (entire slide), (ii)
areas of highest staining density (hot spots), and (iii) paired regions, in which both markers
were analyzed within the same microscopic field. Morphologically, PDPN expression was
predominantly observed in myoepithelial cells in AP, CAC, and CEAP, confirmed by a-SMA
co-expression, whereas in CME it was mainly detected in epidermoid and intermediate cells.
The analysis revealed that tumors arising from major salivary glands exhibited higher PDPN
expression compared to those from minor glands (p=0.048). In the global analysis, no
significant differences in PDPN or a-SMA expression were observed among diagnostic
groups, nor were associations found with clinical variables. Similarly, even in the analysis of
hot spot areas, no significant differences were found between the diagnoses for both markers.
In contrast, the individual analysis of the markers within the same field demonstrated that
CAC and CEAP showed significantly higher expression of PDPN and a-SMA compared to
AP (p<0.05), with no differences between CAC and CEAP. PDPN and a-SMA expressions
were more pronounced in tumors with more aggressive behavior, such as CAC and CEAP,
particularly when assessed in paired regions. These findings suggest that spatial evaluation of
markers may be more sensitive than global or hot spot analyses, highlighting relevant
epithelial-stromal interactions in tumor progression. Furthermore, PDPN proved to be a
useful marker for identifying myoepithelial cells in salivary gland neoplasms, reinforcing its
role in histopathological characterization and its potential utility in differential diagnosis.

Keywords: salivary gland neoplasms; immunohistochemistry; podoplanin; a-SMA 4.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias das glandulas salivares (NGS) podem ser classificadas como benignas
ou malignas. Sendo as neoplasias benignas geralmente caracterizadas com um crescimento
lento e indolor, enquanto as malignas podem ter comportamento clinico varidvel, desde
indolente até agressivo, com prognostico geralmente desfavoravel (Locati et al., 2023; Van
Herpen et al., 2022). As NGS representam um grupo heterogéneo de lesdes que se
caracterizam por sua diversidade clinica, radiogréfica e histopatologica, além de apresentarem
distintos comportamentos biologicos (Alsanie et al., 2022). Dessa forma, destaca-se a
dificuldade em diferenciar esses tumores entre si e de outras condigdes, a fim de obter um
diagndstico correto (Speight; Barrett, 2020).

Embora representem uma pequena porcentagem, correspondendo a aproximadamente
3% a 10% de todos os tumores de cabega e pescogo, essas neoplasias apresentam importancia
devido a sua localizacdo anatomica e a intima relagdo com estruturas vitais (Faur et al., 2024).
Além disso, as NGS possuem um impacto significativo na qualidade de vida, sobretudo em
casos de tumores malignos, que frequentemente exigem terapias mais agressivas (Tang et al.,
2024). Entre os tumores benignos, o adenoma pleomorfico (AP) ¢ o tipo histologico mais
prevalente, enquanto, entre os malignos, destacam-se o carcinoma mucoepidermoide (CME) e
o carcinoma adenoide cistico (CAC) (Alsanie et al., 2022).

Devido a baixa incidéncia, a ampla diversidade histopatolégica e a variabilidade no
comportamento bioldgico, o conhecimento sobre essas lesdes permanece limitado e em
constante evolucdo (Van Herpen et al., 2022). Nesse contexto, estudos que utilizam
biomarcadores imuno-histoquimicos t€ém se mostrado promissores para o aprimoramento do
diagnostico e do progndstico, bem como para a compreensao da fisiopatologia tumoral (Swid
et al., 2023). A avalia¢dao histomorfologica destaca-se por seu papel importante no exame
patolégico de tumores de glandulas salivares, no entanto, frequentemente ha dificuldades
diagnosticas. Dessa forma, biomarcadores podem ser usados para aumentar a precisdo do
diagndstico e obter dados para um correto prognoéstico e tratamento (Swid et al., 2023).

A podoplanina (PDPN) ¢ uma proteina multifuncional expressa no endotélio linfatico,
em células epiteliais, mioepiteliais e miofibroblastos (Suzuki; Kaneko; Kato, 2022). Sua
expressao tem sido associada a capacidade de migracdo e invasdao de células epiteliais
neoplasicas por meio da linfangiogénese, promovendo a formacdo de metastases por via

linfatica. Nesse contexto, a expressdo da PDPN em neoplasias epiteliais levanta questdes
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relevantes quanto a sua regulacdo e potencial aplicagdo como marcador imuno-histoquimico
de prognostico em tumores de glandulas salivares (Soliman et al., 2023). Por outro lado, a
alfa-actina de musculo liso (a-SMA) ¢ amplamente utilizada como marcador de células
mioepiteliais e miofibroblatos, estando associada a contracao celular, a remodelacao da matriz
extracelular, principalmente no estroma tumoral, e consequentemente, a transicdo epitélio
mesénquima (Aswani et al., 2020; Ravi et al., 2018).

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo analisar a expressdo imuno-
histoquimica da PDPN e a-SMA em NGS e correlacionar seus padroes de expressdao com
parametros clinico-patologicos. Essa abordagem visa contribuir para uma melhor
compreensao da fisiopatologia dessas neoplasias e para o desenvolvimento de estratégias mais

precisas de diagnostico e prognostico na pratica odontoldgica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As glandulas salivares (GS) sdo glandulas exdcrinas responsaveis pela producgdo e
secre¢do da saliva na cavidade oral, desempenhando fun¢des essenciais como lubrificagao,
protecdo da mucosa bucal, e auxilio na mastigacdo, degluti¢do, fonagdo e na digestdo inicial
dos alimentos (Alhajj; Babos, 2023). Elas podem ser classificadas em glandulas salivares
maiores, que incluem a parétida, submandibular e sublingual, e glandulas salivares menores.
(Chibly et al., 2022).

A glandula paroétida (GP) ¢ a maior dentre as GS e localiza-se superficialmente ao
ramo da mandibula, sobre o musculo masseter, sendo responsavel por grande parte da
produgdo de saliva serosa. A glandula submandibular, por sua vez, estd situada no trigono
submandibular do pescoco, apresenta por¢ao superficial e profunda e ¢ classificada como
mista, com predominio seroso. J4 a glandula sublingual ¢ a menor entre as GS maiores e
localiza-se no assoalho da boca, sob a mucosa sublingual, apresentando secrecao
predominantemente mucosa (Ghannam; Singh, 2023). As GS menores, apesar de possuirem
estrutura semelhante as maiores, sdo microscopicas e encontradas em grande numero,
aproximadamente 700 unidades, distribuidas por toda a submucosa oral, exceto na gengiva e
na porcao anterior do palato duro (Alhajj; Babos, 2023).

Cada glandula ¢ composta por acinos, que podem ser serosos, mucosos ou mistos, e
por um sistema de ductos que incluem ductos intercalados, estriados e excretores. A estrutura
histologica das GS ¢ essencial para compreender suas fungdes e o desenvolvimento de
patologias associadas (Chibly et al., 2022). Aproximadamente 59% das neoplasias de
glandulas salivares (NGS) originam-se na parodtida, a qual apresenta predominancia de
neoplasias benignas. Em contraste, nas glandulas submandibulares, sublinguais e nas GS
menores, a propor¢do de tumores malignos ¢ mais elevada, evidenciando variagdo no
comportamento das neoplasias conforme o sitio anatdomico de origem (Alsanie et al., 2022a).

As neoplasias que acometem as GS sdo caracterizadas por grande heterogeneidade
clinica e histopatolégica. Embora representem menos de 5% das neoplasias de regido de
cabeca e pescogo, com incidéncia estimada de 1,2 e 1,3 casos a cada 100 mil habitantes
(Castro et al., 2025), apresentam elevada relevancia clinica em razdo da sua complexidade
diagnostica e do impacto funcional e estético associado ao tratamento, especialmente nos
tumores malignos, que frequentemente exigem abordagens mais agressivas (Van Herpen et

al., 2022).
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Do ponto de vista histopatologico, o adenoma pleomorfico (AP) é o tumor benigno
mais prevalente, seguido pelo tumor de Warthin (Alsanie et al., 2022). Entre os tumores
malignos, destacam-se o carcinoma mucoepiderméide (CME) e o carcinoma adenoide cistico
(CAC), ambos clinicamente relevantes devido ao risco de recorréncia e, no caso do CAC, pela
propensao a invasao perineural e a evolugao clinica agressiva em longo prazo (Nishida et al.,
2023). Estudos retrospectivos reforcam esses achados (Suzuki et al., 2022), ao analisarem 140
pacientes com tumores de GP, observaram predominancia de neoplasias benignas (84,3%),
sendo o AP o mais frequente, seguido pelo tumor de Warthin. Resultados semelhantes foram
relatados por Gidea-Paraschivescu et al. (2025), que, em 186 casos de glandula pardtida com
analise histopatologica entre 2016 e 2023, constataram que 67,7% dos tumores eram
benignos, dos quais o tumor de Warthin representou 46,8% e o AP 50,8%.

O diagnoéstico dessas neoplasias envolve a correlagdo clinica, exames de imagem e
avaliagdo histopatologica (Van Herpen et al., 2022). Dito isso, o exame histopatologico
convencional, aliado a estudos imuno-histoquimicos, ¢ considerado padrdo-ouro para o
diagndstico definitivo e para o planejamento terapéutico (Swid et al., 2023). O tratamento
geralmente € cirurgico, variando desde resseccdes conservadoras em tumores benignos até
procedimentos mais amplos, muitas vezes associados a radioterapia em casos malignos. O
prognostico depende de fatores como o tipo histolégico, o grau de diferenciagdo, o
comprometimento de margens, a presenga de invasdo perineural e a ocorréncia de metastases
linfonodais. Em geral, tumores benignos apresentam bom progndstico apds resseccao
adequada, enquanto os malignos de alto grau apresentam taxas de recorréncia e mortalidade

mais elevadas (Locati et al., 2023; Van Herpen et al., 2022).

2.1 ADENOMA PLEOMORFICO

O AP ¢ considerado a neoplasia benigna mais comum das GS. Corresponde a cerca de
53-77% dos tumores da pardtida, 44-68% da submandibular e 38-43% das glandulas
menores, com discreta predominancia no sexo feminino e pico entre a 3* e a 5* décadas
(Hosur et al., 2024; Sheereen et al., 2024). Em andlise retrospectiva, composta por 5.739
casos de 15 centros em oito paises (2006-2019), 65% dos tumores de GS eram benignos;
entre estes, o AP foi o subtipo mais comum (70%), seguido pelo tumor de Warthin (17%)
(Alsanie et al., 2022). Nas GS menores, a jun¢do do palato duro com o mole ¢ o sitio intraoral

mais comum, também ocorrendo em labios, mucosa jugal e lingua (AlWatban et al., 2023).
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Clinicamente o AP apresenta-se como um nddulo bem delimitado, de crescimento
lento, indolor e firme a palpacao, geralmente moével - exceto no palato, onde a inser¢ao no
peridsteo favorece a fixagdo. Ulceragdo ¢ incomum e, em geral, traumatica. Sinais de
crescimento acelerado, dor, paresia do nervo facial ou hemorragia intratumoral geralmente
estdo associados a transformagdo maligna. O diagndstico baseia-se na historia clinica, exame
fisico e na investigagdo por imagem, e deve ser confirmado por biopsia, seguida de avaliagdo
histopatologica (Bokhari; Greene, 2023).

Microscopicamente, o AP apresenta grande variabilidade histologica. Caracteriza-se
pela proliferacdo mista de células epiteliais e células mioepiteliais, em uma matriz de estroma
variavel, de origem mixoide, condroide ou hialina, ocasionalmente ostedide. As células
epiteliais e mioepiteliais exibem morfologias poligonal, fusiforme, plasmocitoide ou
estrelada, organizando-se em ductos, laminas, ninhos e corddes. Areas de metaplasia
escamosa e pérolas epiteliais podem ser observadas (Bokhari; Greene, 2023; Leena Sankari et
al., 2022). Trata-se de uma lesdao encapsulada ou pseudocapsulada, com capsula de espessura
irregular e, por vezes, incompleta, exibindo pseudopodes que se estendem ao parénquima
adjacente- caracteristicas que justificam um maior risco de recidiva apds enucleagdo ou
ressec¢do com margem insuficiente (AlSahman et al., 2024).

O tratamento de escolha ¢ a ressecgdo cirurgica completa, evitando-se enucleagdo
simples pelo maior risco de recidiva. Na parotida, indica-se parotidectomia superficial ou total
conforme tamanho/localizagdo e relacdo com o nervo facial; em tumores superficiais, méveis
e < 3 cm, a dissec¢dao extracapsular ¢ uma opgdo com controle oncoldgico semelhante e
menor morbidade (Salzano et al., 2025). Na submandibular, realiza-se submandibulectomia;
nas glandulas menores, recomenda-se excisao local com margem =5 mm até o peridsteo, sem
resseccdo Ossea na auséncia de sinais de invasdao (AlSahman et al., 2024). A excisdo ¢
justificada na maioria dos casos porque, embora benigno, o AP pode sofrer de transformacao
maligna para CEAP, sobretudo em tumores de longa dura¢do e apds multiplas recidivas
(Kalwaniya et al., 2023; Key et al., 2022). Dentre as complicac¢des cirurgicas, destacam-se a
paralisia transitoria ou permanente do nervo facial, sindrome de Frey, formacdo de fistula
salivar e desenvolvimento de colegdes pos-operatorias, como seromas € hematomas (Salzano

et al., 2025).

A recidiva do AP, clinicamente denominado “adenoma pleomorfico recidivado”

(APR) decorre, em geral, de resseccdo incompleta, ruptura capsular e presenca de
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pseudopodes/satélites microscopicos (Bokhari; Greene, 2023). Pacientes mais jovens parecem
ter risco aumentado e, a medida que ocorrem novas recidivas, os intervalos tendem a encurtar,
com comportamento mais agressivo (Abdallah et al., 2025). O manejo ¢ individualizado,
tendo uma nova resseccao como base, € em cenarios de alto risco, considera-se radioterapia

adjuvante para reduzir novas recorréncias (Mc Loughlin et al., 2019).

2.2 CARCINOMA EX ADENOMA PLEOMORFICO

O carcinoma ex adenoma pleomorfico (CEAP) ¢ uma neoplasia maligna que se
desenvolve a partir de um AP pré-existente (primario ou recidivado), com predominio na
pardtida e acometendo principalmente pacientes de meia-idade a idosos. Corresponde a
aproximadamente 3-5% de todas as NGS e 5-15% das malignas (Yagcr et al.,, 2022).
Apresenta evolugdo desfavordvel, com taxas de sobrevida global em 5 e 10 anos de 61,9% e
45%, respectivamente. O risco de transformacdo maligna do AP aumenta com o tempo de
evolugdo, recidivas multiplas, maior tamanho tumoral e idade avancada, a literatura indica
taxa de malignizagdo em torno de 1% a 3% (Key et al., 2022; Yu et al., 2024).

Por tratar-se de uma neoplasia resultante da transformag¢ao maligna de uma lesao pré-
existente, apresenta quadro clinico semelhante ao observado em pacientes com AP. Pode
cursar com aumento de volume, por vezes de crescimento rapido, dor, fixacdo e possivel
disfuncdo do nervo facial; casos mais avancados associam-se a piores prognosticos em
decorréncia da invasao tumoral de estruturas adjacentes (Tondi-Resta et al., 2023).

Histologicamente, o CEAP combina remanescentes de AP - que podem constituir a
maior parte ou somente uma pequena por¢ao da lesdo - com um componente carcinomatoso,
mais frequentemente carcinoma ductal salivar, adenocarcinoma ndo especificado ou
carcinoma mioepitelial (Yu et al., 2024). A graduagdo em baixo ou alto grau decorre das
caracteristicas desse componente maligno (Haltiner et al., 2021). Além disso, classifica-se,
conforme a extensao invasiva além da capsula do AP, em: (1) ndo invasivo/intracapsular; (2)
minimamente invasivo, quando a invasdo extracapsular ¢ < 1,5 mm; e (3) amplamente
invasivo, quando > 1,5 mm (Haltiner et al., 2021). Em estudo com 151 casos, observaram-se
135 tumores invasivos, 10 ndo invasivos e 6 minimamente invasivos, evidenciando a
predominancia da forma invasiva (Yu et al., 2024). Diante da agressividade e a
heterogeneidade morfologica, a categorizagdo dessas lesdes ¢ importante para auxiliar no
diagndstico, estimar o progndstico e orientar a conduta terapéutica (Tondi-Resta et al., 2023).

Outro fator relevante para o prognostico ¢ a integridade do componente mioepitelial
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periférico: quando preservado, tende a inibir a invasdo e metastase; quando rompido ou
desorganizado, favorece a ultrapassagem da capsula e maior agressividade (Yu et al., 2024).
No CEAP, a base terapéutica ¢ cirargica, com resseccdo oncologica com margens
adequadas; na parotida, realiza-se parotidectomia adaptada ao envolvimento do nervo facial; e
esvaziamento cervical quando héd doenca linfonodal ou alto risco. Em cenarios de alto risco
patologico a radioterapia adjuvante ¢ comumente recomendada (Park et al., 2022). De acordo
com Yu et al. (2024), a taxa de recorréncia do CEAP foi de 46,7% apos tratamento cirirgico
isolado, enquanto diminuiu para 27,5% apods terapia combinada com cirurgia e radioterapia,
indicando que a radioterapia pos-operatoria pode reduzir efetivamente a taxa de recorréncia,
sugerindo beneficio no controle locorregional. O prognostico depende de fatores prognosticos
consolidados: estagio clinico, comprometimento linfonodal, grau histologico e profundidade
da invasdo para além da capsula; de modo que formas intracapsulares/minimamente invasivas
evoluem melhor do que as amplamente invasivas, e variantes ductais de alto grau apresentam
maior risco de recidiva e metastase. Por fim, pela semelhanga clinica entre CEAP e¢ AP, o
diagnostico e a escolha terapéutica exigem avaliacdo histopatologica minuciosa (Chang et al.,

2023; Key et al., 2022).

2.3 CARCINOMA ADENOIDE CISTICO

O CAC ¢ um tumor epitelial maligno das GS, de curso indolente, porém com
tendéncia a recorréncias tardias e metdstases a distdncia. Acomete sobretudo GS menores
(palato - sitio oral mais frequente) e maiores, principalmente em parétida e submandibular
(Saleh; Ukwas, 2023). Manifesta-se mais comumente entre a 6* ¢ a 7* décadas de vida e ha
discreta predomindncia no sexo feminino. Segundo estudos, a incidéncia estimada ¢ de
aproximadamente 3—4,5 por milhdo/ano (Rahouma et al., 2024).

Clinicamente, o CAC costuma manifestar-se como uma massa de crescimento lento,
apresentando dor e/ou parestesia apenas em estagios mais avangados. O tumor apresenta
acentuada invasdo perineural, o que favorece a extensao locorregional. A disseminagdo ocorre
predominantemente por via hematogénica, com predilecdo por metastases pulmonares,
tornando frequentes ocorréncias tardias a distancia. Por esse motivo, recomenda-se
acompanhamento prolongado (Zupancic et al., 2024).

Histologicamente, o tumor ¢ composto por células ductais e mioepiteliais,
apresentando trés padrdes principais: tubular, cribriforme e so6lido; sendo este ultimo

associado a pior prognoéstico. A classificacao considera o padrao e a disposi¢do predominantes
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das células epiteliais e mioepiteliais e as caracteristicas da matriz. Morfologicamente, o
padrao cribriforme apresenta ilhas com pseudocistos; o tubular exibe pseudoductos/tubulos
revestidos por camadas de células mioepiteliais, frequentemente associados a estroma hialino;
e o solido forma ilhas de pequenas cé€lulas hipercromaticas (Zupancic et al., 2024). Em um
estudo retrospectivo com 87 casos de CAC, o padrio cribriforme foi o mais frequente,
observado em 36 casos, enquanto o padrao s6lido foi o menos frequente, presente em 20 casos
(De Morais et al., 2020).

A conduta no CAC depende do tamanho da lesdo primadria, da presen¢a de metastases,
do grau tumoral e das condi¢des clinicas do paciente. A confirmacdo diagnostica ¢é
histopatolégica, realizada por biopsia tecidual. Como tratamento padrdo, considera-se a
resseccdo com margens oncologicas seguida de radioterapia adjuvante; em casos de doenga
avancada, as terapias sistémicas tém, em geral, papel paliativo. Recomenda-se, também,
acompanhamento prolongado, devido ao risco de recidivas tardias (Van Herpen et al., 2022).
Do ponto de vista progndstico, estagio clinico, padrdo histopatologico, margens cirurgicas e
invasdo perineural estdo entre os principais preditores de desfecho. Embora a sobrevida em 5
anos possa ser relativamente favoravel, observa-se declinio progressivo em 10 a 20 anos (Pan

et al., 2024).
2.4 CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

O CME ¢ o tipo mais comum de tumor maligno das GS, representando
aproximadamente 30% de todas as malignidades salivares. Embora possa ocorrer em qualquer
faixa etdria, sua maior incidéncia ¢ observada em adultos jovens, com pico de prevaléncia
entre a 3% e 4° décadas de vida, e uma discreta predominincia no sexo feminino. E
considerado o tumor maligno mais comum das GS em jovens (Peraza et al., 2020). Em
relagdo a localizacdo, ocorre predominantemente na GP, seguida pelas GS menores, glandulas
submandibulares e, raramente, nas glandulas sublinguais (Sama; Komiya; Guddati, 2021;
Ullah et al., 2023). Pode ser classificado em trés subtipos: baixo, intermediario e alto grau. O
subtipo de baixo grau tem um prognoéstico significativamente melhor e ocorre com mais
frequéncia nas GS menores, sendo geralmente detectado em estagios iniciais. J4 o CME de
alto grau ¢ mais comum nas GS maiores, especialmente na pardtida, e costuma estar
associado a um estadiamento mais avangado, com maiores comprometimentos nos estagios T

e N (Peraza et al., 2020).
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Clinicamente, o CME apresenta-se como um nddulo indolor e bem delimitado, com
variacao de acordo com o grau histoldgico. Os tumores de baixo e intermediario grau tendem
a apresentar crescimento lento, enquanto os de alto grau podem ter crescimento mais rapido,
associados a sintomas como dor, paralisia facial (quando o nervo facial estiver envolvido) e,
ocasionalmente, ulceragdo da superficie tumoral. O comprometimento linfonodal cervical
relacionado a metdstase também ¢ relatado, ocorrendo em cerca de 30% dos pacientes. (Ajiya;
Shuaibu; Yahuza, 2022). De acordo com estudo, a apresentacdo clinica mais frequente foi a
de massa (65,2%), seguida por tulcera (29,4%), sendo a compressdo o principal sintoma
relatado (64,4%) (Peraza et al., 2020).

Microscopicamente, o CME ¢ composto por células mucosas, epidermoides e
intermedidrias, dispostas em arranjos varidveis, que podem apresentar um padrdo de
crescimento cistico ou solido. As células mucosas exibem citoplasma claro, enquanto as
epidermoides sdo mais densas e eosinofilicas (Chalmers et al., 2025). O CME ¢ classificado
em baixo, intermediario ou alto grau, e essa variabilidade histologica se reflete na
agressividade tumoral. Nos subtipos de alto grau, predomina o componente epidermoide; as
lesdes tendem a ser sdlidas e podem apresentar invasdo perineural e linfovascular, o que
contribui para um pior prognostico, ¢ margens bem definidas ou difusas, dependendo da
extensdo da invasdo local. Ja nos tumores de baixo grau, predominam estruturas cisticas com
abundante contetido mucoide e limites mais nitidos (Ajiya; Shuaibu; Yahuza, 2022; Costa et
al., 2024). A variacdo citologica e histologica dificulta, por vezes, o diagnostico, o que
fundamenta a utilidade prética da graduacdo e exige diferenciacdo cuidadosa entre lesoes
semelhantes, como cistos, tumores benignos e carcinomas de alto grau. (Sakamoto; Kikuchi,
2024).

O tratamento do CME, independentemente do grau, requer resseccdo cirurgica
completa. O planejamento cirtirgico deve ser cuidadosamente planejado para garantir margens
negativas e evitar recidivas, especialmente nos casos de alto grau (Peraza et al., 2020). A
radioterapia adjuvante ¢ recomendada em casos de alto grau, quando hd envolvimento de
estruturas adjacentes ou linfonodos. (Sama; Komiya; Guddati, 2021). Para tumores de baixo
grau, o prognostico costuma ser bom, com taxas de recidiva em torno de 15-20% e sobrevida
em 5 anos de aproximadamente 90%. No entanto, em CME de alto grau, as taxas de recidiva e
metastases podem ser significativamente mais altas, variando entre 30% a 40%, dependendo

do estagio e da agressividade do tumor, e taxa de sobrevida em 5 anos de aproximadamente
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40% (Ajiya; Shuaibu; Yahuza, 2022). Em casos metastaticos ou irressecaveis, a quimioterapia

pode ser considerada, mas tem um papel limitado (Sama; Komiya; Guddati, 2021).

2.5 MARCADORES BIOLOGICOS NAS NEOPLASIAS DE GLANDULAS SALIVARES

As NGS, tanto benignas quanto malignas, constituem um grupo raro e altamente heterogéneo,
com grande diversidade histoldgica e citoarquitetural. A compreensao dos aspectos celulares e
moleculares das lesdes impacta diretamente o diagnostico, tratamento e prognostico, por isso,
nos ultimos anos, a investigacdo de biomarcadores vem ganhando relevancia (Costa et al.,
2024; Soliman et al., 2023). A avaliagdo por imuno-histoquimica auxilia na previsao do
comportamento clinico, no entendimento dos padrdes de invasdo e progressdo tumoral e,
sobretudo, no diagnostico e na diferenciagdo entre os diversos tipos de neoplasias. Os

marcadores descritos a seguir podem auxiliar nesse entendimento.
2.5.1 Proteina Podoplanina

A podoplanina (PDPN) ¢ uma glicoproteina transmembrana tipo I, semelhante a
mucina. Foi inicialmente descrita no endotélio linfatico, mas também € expressa em outros
tecidos, como poddcitos renais, mesotélio e células com diferenciagdo mioepitelial (Hwang et
al., 2021; Srinivasan et al., 2023). Funcionalmente, interage com proteinas ERM (ezrina-
radixina-miosina) e ativa a via RhoA—-ROCK, promovendo remodelagdo do citoesqueleto de
actina, formacdo de protrusdes celulares e aumento da migracdo e invasdo celular, além de
participar de processos de transi¢do epitélio-mesénquima (TEM) (Suzuki; Kaneko; Kato,
2022). Como marcador do endotélio linfatico, a PDPN também participa da linfangiogénese,
favorecendo a disseminagdo tumoral por via linfatica. Por esse conjunto de fungdes e padroes
de expressao, a PDPN (detectada principalmente pelo anticorpo D2-40) tornou-se um
marcador amplamente empregado na histopatologia e um biomarcador oncologico com
potencial valor prognoéstico, inclusive em tumores de GS. (Alarcén-Sanchez et al., 2024;
Miguel et al., 2023).

Em NGS, a expressio de PDPN por células tumorais ¢ no endotélio dos vasos
linfaticos tem sido correlacionada a parametros de maior risco, como grau histolégico mais
alto, metastase linfonodal e pior sobrevida. Esses achados sugerem que a PDPN pode auxiliar
na defini¢do do prognostico e utilidade na estratificagdo de pacientes (Srinivasan et al., 2023).

Estudos imuno-histoquimicos recentes utilizando o anticorpo D2-40 também demonstram
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associagcdo entre maior expressdo e pior desfecho, sustentando o papel de PDPN como
potencial biomarcador de comportamento bioldgico nesses tumores (Soliman et al., 2023).
Além disso, a PDPN tem relevancia diagnostica por marcar componentes mioepiteliais
em NGS com diferenciagdo mioepitelial. Em estudo realizado com casos de AP, a
positividade para D2-40 nas células mioepiteliais auxiliou a confirmar o fendtipo e a
distinguir os tumores de outras lesdes com caracteristicas morfoldgicas semelhantes,

reforcando seu valor como marcador mioepitelial na pratica diagnostica (Adwani et al., 2021).

2.5.2 Proteina Alfa-sma

A alfa-actina de musculo liso (a-SMA), ¢ uma isoforma de actina tipica de células
musculares lisas, estando também presente em pericitos, miofibroblastos e vasos sanguineos.
Exerce papel em processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo cicatrizacao tecidual, fibrose,
inflamacdo e carcinogénese, participando do remodelamento do estroma tumoral e da
contratilidade celular (Alsalman; Alsudani; Al-Janabi, 2025). Além disso, células epiteliais
tumorais que adquirem caracteristicas mesenquimais podem expressar a-SMA, e, em conjunto
com as proteinas vimentina, N-caderina e fibronectina, integra o painel de marcadores imuno-
histoquimicos utilizados para identificar processos de transi¢do epitélio-mesénquima,
processo celular relevante na progressao tumoral e invasao metastatica (Alsalman; Alsudani;
Al-Janabi, 2025; Aswani et al., 2020; Osayande; Omoregie, 2020).

Nas GS, a a-SMA ¢ amplamente utilizada em estudos imuno-histoquimicos para
evidenciar a diferenciacdo mioepitelial e para identificar miofibroblastos no estroma tumoral,
sendo util no diagnostico diferencial de diversas neoplasias salivares (Alsalman; Alsudani;
Al-Janabi, 2025). Em GS, tanto em tecidos ndo neoplasicos quanto neoplésicos, a positividade
para a-SMA confirma o componente mioepitelial. Essas células localizam-se entre a
membrana basal e as células epiteliais, sendo mais abundantes nos acinos e ductos
intercalados. Como camada periférica contratil, contribuem para a delimitagdo estrutural e a
homeostase da matriz extracelular e, quando preservadas, ajudam a conter a invasdo. Devido a
isso, sdo descritas como moduladoras do potencial de crescimento invasivo e maligno nas
neoplasias salivares (Aswani et al., 2020; Scarini et al., 2021). No estroma reacional, a
marcacdo de miofibroblastos associados ao cancer (CAFs) indica ativagdo estromal e
remodelamento de matriz ¢ quando interpretada em conjunto com os subtipos de CAFs, grau
histolégico do tumor, padrao estromal e outros marcadores, pode ser usada como marcador

prognostico para malignidade (Gupta, 2022; Yang et al., 2023).
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No estudo de Scarini et al. (2023) ¢ descrito que, na transi¢do do AP para CEAP, o AP
mantém limites mais nitidos pela agdo conjunta das células mioepiteliais ¢ da membrana
basal, ja no CEAP ha perda/disfuncio das células mioepiteliais, ruptura da membrana basal e
estroma ativado com CAFs, favorecendo a invasdo. Nesse contexto, a o-SMA, marcador
estabelecido de mioepitélio e indicador de estroma ativado, contribui para a caracterizagdo
diagnostica e progndstica e, quando interpretada em conjunto com outros fatores, auxilia no
mapeamento do componente mioepitelial remanescente, na distingdo entre tumores e na
estratificacdo de risco (Aswani et al., 2022; Scarini et al., 2023).

Baseado na revisdo de literatura acima, justifica-se realizar um estudo envolvendo
essas neoplasias (AP, CEAP, CAC e CME) e proteinas PDPN e a-SMA, tendo em vista que,
as NGS apresentam ampla diversidade histopatologica e, frequentemente, representam um
desafio diagndstico. Além disso, essas neoplasias estdo associadas a condutas terapéuticas
controversas e, na maioria dos casos, prognostico desfavoravel. Nesse contexto, estudos
adicionais podem contribuir para um melhor entendimento do comportamento biologico e

clinico dessas lesdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao imuno-histoquimica das proteinas PDPN e a-SMA, em casos de
AP, CEAP, CAC ¢ CME, a fim de verificar a associagdo com caracteristicas clinicas e

histoldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se a expressdao de PDPN pode auxiliar no diagnostico histologico diferencial
entre as neoplasias AP, CEAP, CAC e CME;

e Avaliar a expressdo imuno-histoquimica de PDPN e a-SMA de acordo com a
localizagao das lesoes;

e Correlacionar a expressdo imuno-histoquimica de PDPN de acordo com as varidveis
clinicas dos pacientes;

e Determinar se a PDPN pode ser considerada um marcador de célula mioepitelial

através da analise e correlacao da expressao de a-SMA nas amostras estudadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E SELECAO DAS AMOSTRAS

Este trabalho caracteriza-se em um estudo observacional retrospectivo e descritivo,
realizado no Laboratorio de Patologia Bucal (LPB) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Apos a realizagdo de um levantamento de
dados, foram incluidos casos diagnosticados como adenoma pleomérfico (AP), carcinoma ex-
adenoma pleomodrfico (CEAP), carcinoma adendide cistico (CAC) e carcioma
mucoepidermoide (CME), confirmados por exame histopatologico e registrados no LPB e no
Servico de Anatomia Patologica do Hospital Universitario (SAP-HU). Como critérios de
inclusdo, as fichas de bidpsia deveriam estar adequadamente preenchidas, assim como os
laudos correspondentes. Além disso, foram utilizadas amostras onde o material bioldgico
estava devidamente fixado e apresentando material suficiente para andlise. Desta forma,
foram excluidos todos os casos que ndo atenderam a esses critérios. Apds a sele¢do dos casos,
a amostra do estudo foi constituida por: dezenove casos de AP, cinco casos de CEAP, seis

casos de CAC e oito casos de CME.

4.2 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, pela Plataforma
Brasil, recebendo parecer favoravel a execucdo da pesquisa. Numero do parecer: 1657413,

CAAE: 57274016200000121 (Anexo B).

4.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Cortes teciduais seriados, de 4um de espessura foram realizados nas amostras
selecionadas (fixados em formol e emblocadas em parafina) e montados em lamina preparada
com solugdo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene). Os cortes foram desparafinados em
xilol overnight e hidratados por passagens sucessivas em etanol de concentragdes
decrescentes (100%, 95%, 70%). O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado por meio
de dois banhos em solu¢do composta por 16 ml de peroxido de hidrogénio (H202) e 64 ml de

metanol durante 20 minutos cada, no escuro.
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Para recuperacdo antigénica as laminas foram imersas durante 40 min em solucdo
tampao de citrato 0,00IM (pH 6,0) a uma temperatura de 96°C em banho maria.
Posteriormente, o bloqueio das reacdes inespecificas foi realizado através da imersdo das
laminas, durante 40 min, em uma solugcdo a 5% de leite desnatado com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS).

Em uma cdmara umida a temperatura ambiente os cortes permaneceram incubados
por uma hora com o anticorpo primario anti-podoplanina (clone D2-40, pronto para uso,
Dako) e anticorpo primario anti-alfa-actina de musculo liso (clone 1A4, pronto para uso,
Dako). A amplificacdo da reagdo foi feita com o sistema EnVision+, com incubacdo em
temperatura ambiente durante 60 minutos.

Como cromogeno foi utilizada a diaminobenzidina (DAB) e as segdes foram
contracoradas com hematoxilina de Harris. Casos de carcinoma de células escamosas (CEC)
foram utilizados como controles positivos, enquanto os controles negativos foram tratados

utilizando os mesmos procedimentos, porém omitindo o anticorpo primario.

4.4 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram realizadas analises morfoldgicas da imunoexpressdo de PDPN no componente
epitelial, seguido da categorizagdo qualitativa em imagens digitalizadas em: I) Leve:
expressao ausente ou muito focal, mesmo que forte; II) Moderada: expressao focal, mas bem-
marcada ou marcagdo fraca; III) Intensa: expressdao de moderada a forte em pelo nome 40%
da amostra. Os cortes histoldégicos foram avaliados por dois pesquisadores, previamente
calibrados, que avaliaram individualmente as imagens digitalizadas dos cortes. Em caso de
discordancia ou duvida, um terceiro pesquisador era acionado para dar seu parecer. A
calibracao dos pesquisadores foi realizada através da analise das laminas, realizadas em
conjunto por todos os pesquisadores envolvidos.

A avaliagdo quantitativa da rea¢do imuno-histoquimica da PDPN e da a-SMA foi
realizada nos cortes como um todo e, quando possivel, em campos pareados nos casos de AP,
CEAP e CAC. Os casos de CME nao foram incluidos nessa andlise devido a auséncia de
diferenciacdo mioepitelial caracteristica, relacionada a sua histogénese, o que limita a
expressao da a-SMA nesses tumores. Nas areas de interesse, foram obtidas imagens
digitalizadas por meio de camera fotografica (Bel Engineering, Eurekam 3.0, Milan, Italy)

acoplada a microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), com
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aumento de 200%. As imagens foram capturadas em areas de maior intensidade de marcagdo
(hot spots). A expressao de PDPN e a-SMA foi avaliada quantitativamente com base na area
marcada, utilizando o software ImageJ, por meio da ferramenta Colour Deconvolution, para

mensuragao da coloragcao marrom produzida pelo DAB segundo o protocolo pré-estabelecido

(Quantificagao [...], 2024).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o software SPSS Statistics versdo 25 (IBM
Corp., Armonk, NY, EUA), adotando-se nivel de significincia de 5% (P < 0,05). As
associagoes entre a expressao de PDPN e a-SMA e as variaveis clinicas e patologicas foram
avaliadas por meio dos testes ndo paramétricos do qui-quadrado de Pearson (?) ou teste exato
de Fisher, conforme apropriado. As comparacdes entre medianas dos grupos independentes
foram realizadas utilizando os testes de Mann—Whitney (para dois grupos) e Kruskal-Wallis
(para trés ou mais grupos), seguido do pds-teste de Dunn quando aplicavel. A analise pareada
entre os marcadores foi conduzida por meio do teste de Wilcoxon. A correlagdo entre as

variaveis 0-SMA e PDPN foi avaliada utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman.
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5 RESULTADOS
5.1 AVALIACAO QUALITATIVA DA PDPN

O estudo foi realizado com 38 casos de diferentes tumores das glandulas salivares, dos
quais 24 ocorreram em pacientes do sexo feminino e 14 em pacientes do sexo masculino.
Observou-se predominancia da faixa etdria entre 31 e 60 anos (n=21). Em relacdo ao padrao
de expressao da podoplanina (PDPN), o padrao forte foi o mais prevalente (n=17), enquanto o
padrdo ausente/leve apresentou menor prevaléncia de casos (n=8). A Tabela 1 apresenta as
caracteristicas da amostra e a distribuicdo das varidveis de acordo com o padrdo de expressao
de PDPN.

Em relagdo a amostra total (Tabela 1), foram observadas diferengas estatisticamente
significativas na andlise categorizada, evidenciando variagdo na expressio de PDPN em
neoplasias com origem em glandulas maiores, as quais exibiram predominancia do padrdo
intenso de marcagdo, quando comparadas a expressdo de lesdes em glandulas menores
(p=0,048). O teste de correlagdo de Pearson indicou uma correlacdo positiva de 32,6%

(p=0,046) entre a localizacdo da neoplasia e o padrdo de expressdo da PDPN.

Tabela 1 — Distribui¢do dos casos segundo expressdao da podoplanina (PDPN).

VARIAVEL  CLASSIFICACAO EXPRESSAO DE PDPN
Ausente/leve Moderado Forte
Masculino 3 4 7
Sexo o
Feminino 5 9 10
0-30 0 3 5
Idade 31-60 6 7 8
>60 2 2 3
AP 4 6 9
. . CAC 2 1 3
Diagnostico
CEAP 0 2 3
CME 2 5 1
Glandul Menor 5 9 5
ancuia Maior 3 4 12
Palato 4 3 2
. Parétida 2 4 9
Localizacdo .
Submandibular 0 0 4
Outras 2 5 3

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Na andlise morfologica da imunoexpressdo de PDPN no componente epitelial nos
casos de adenoma pleomorfico (AP), carcinoma ex adenoma pleomorfico (CEAP) e
carcinoma adenoide cistico (CAC), houve predomindncia da marcacdo em células

mioepiteliais (Figura 1), o que foi comprovado pela expressao de a-SMA (Figura 2).

Figura 1 — Células mioepiteliais positivas para PDPN, na por¢ao periférica das estruturas
ductlformes A) Adenoma Pleomorﬁco (200x) B) Carcmoma Adenoide Clstlco (200x)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026). -

Figura 2 — Padriao de marcagdo das células mioepiteliais positivas em Adenoma Pleomorfico:
A) Marcador para PDPN (400x); B) Marcador para a-SMA (400x).

Fone: Elabrad pelo autor (2026)

Em relacdo aos casos de carcinoma mucoepidermoide (CME), a expressao da PDPN

ocorreu principalmente no componente de células epidermoides e intermediarias (Figura 3).
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Figura 3 — Carcinoma Mucoepidermoide, marcacdo imuno-histoquimica para PDPN: A)
Componente de c€lulas epidermoides e intermediarias positivas (400x); B) Componente de
celulas mucosas negativas (200x). -

A

Fonte: Elaborado pelo autor (2'026).

Para as demais variaveis analisadas, como idade e sexo, nao foi constatada correlacao

estatisticamente significativa com a expressao de PDPN.

5.2 AVALIACAO QUANTITATIVA DA PDPN E a-SMA EM REGIOES DE HOT-SPOT

A comparagdo entre os grupos diagnoésticos considerando regides de hot-spot foi
realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis. Para a PDPN, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as categorias de diagndstico (Tabela 2), indicando
distribuicdo semelhante entre os grupos (P=0,162). De forma semelhante, a andlise da
expressao de o-SMA também ndao demonstrou diferenga significativa entre os grupos
diagndsticos (P=0,133).

Esses achados indicam que, ao considerar a 1amina de forma global, as expressdes de

PDPN e a-SMA ndo diferem significativamente entre AP, CAC e CEAP.

Tabela 2 — Andlise global das medianas de 0-SMA e PDPN em AP, CAC e CEAP.

. EXPRESSAO DE a-SMA EXPRESSAO DE PDPN
Diagnostico , . . L. - . (o
Minimo Mediana Maximo Minimo Mediana Maximo
AP 490 2633 13667 701 4352 17870
CAC 785 11943 21353 139 9441 20978
CEAP 545 9596 21479 1082 11603 20161

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Para as demais variaveis analisadas, como sexo, glandula e localizagdo, ndo foram
constatadas correlagdes estatisticamente significativas entre a expressao de a-SMA e a de

PDPN (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo de a-SMA e PDPN na andlise global de acordo com variaveis
clinicas e patoldgicas.

, - MEDIANA (PORCENTAGEM)
VARIAVEL CLASSIFICACAO
o-SMA PDPN
Masculino 1529 4327
Sexo o
Feminino 2638 7630
AP 2469 4790
Diagnostico CAC 11942,50 9440,40
CEAP 7175 11603
Menor 2551 4303
Glandula )
Maior 2265 7804
Palato 4 2
Localizacao Parétida 2 9
Submandibular 0 4

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

5.3 ANALISE DAS AMOSTRAS COM MESMO CAMPO PARA PDPN E a-SMA

A comparagdo entre os grupos por meio do teste de Kruskal-Wallis demonstrou que os
niveis de a-SMA foram significativamente maiores nos casos de CAC (P=0.0001) e CEAP
(P=0,022) quando comparados ao AP. Nao foi observada diferenca significativa entre CAC e
CEAP (P=1,000).

De forma semelhante, a analise para PDPN evidenciou niveis significativamente mais
elevados nos casos de CAC (P=0.004) e CEAP (P=0,004) em compara¢do ao AP. Entretanto,
nao houve diferencga significativa entre CAC e CEAP (P=0,0926).

A andlise pareada pelo teste de Wilcoxon, considerando a expressdo de PDPN e o-
SMA no mesmo campo, ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa em nenhum
dos grupos diagnoésticos (AP, CEAP, CAC), indicando que as medianas entre os dois
marcadores nao diferiram (P>0,110). De maneira semelhante, a andlise global,
independentemente do diagnostico, também nao revelou diferenga entre as medianas de
PDPN e a-SMA (P=0,649). As medianas (min—max) por diagnoéstico clinico e marcador estao

apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Analise parecada das medianas de a-SMA e PDPN em AP, CAC e CEAP.

. EXPRESSAO DE a-SMA EXPRESSAO DE PDPN
Diagnostico .. . .. L . (.
Minimo Mediana Miaximo Minimo Mediana Miaximo
AP 237 3391 17281 202 3583 16979
CAC 5143 16834 25699 2636 12306 24924
CEAP 3538 19149 26139 12593 18107 24271

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

A correlacdo entre PDPN e a-SMA foi positiva quando avaliada globalmente,
independentemente do diagnostico, conforme o teste de Spearman (rho=0,553, P=0,00001).
No entanto, quando a andlise foi estratificada por diagndstico (AP, CAC e CEAP), nao foram

observadas correlacdes significativas (P>0,200).
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6 DISCUSSAO

Este estudo analisou, através da imunoexpressdo, as diferencas entre algumas NGS.
Dentre as neoplasias estudadas, o AP foi a com maior nimero de casos (n= 19) o que estad em
concordancia com a literatura, visto que ¢ considerada a neoplasia benigna mais comum,
representando aproximadamente 60%-73% das NGS (Hosur et al., 2024; Sheereen et al.,
2024).

Em relacdo aos sexos, foi observado uma predomindncia do sexo feminino,
correspondendo a 63% dos casos. Esse achado estd de acordo com estudos prévios, que
indicam uma ligeira prevaléncia de NGS em mulheres, correspondendo a aproximadamente
54% dos casos (Alsanie et al., 2022; Reinheimer et al., 2019). Quanto a faixa etaria, os
resultados também se mantiveram de acordo com a literatura, acometendo majoritariamente
entre terceira e sétima década de vida (Speight; Barrett, 2020).

Quanto a localizagdo, as glandulas salivares maiores foram predominantemente
afetadas, especialmente a glandula parétida (39%), seguida pelas glandulas palatinas menores
(23%) e glandula submandibular (10%). Embora seja conhecido que a maioria dos tumores de
glandulas salivares se origine na glandula parotida, as glandulas submandibular e sublingual,
apesar da menor incidéncia, apresentam uma maior proporc¢ao de lesdes malignas (Alsanie et
al., 2022).

A andlise da imunoexpressao de PDPN demonstrou que neoplasias localizadas em
glandulas salivares maiores, especialmente na glandula pardtida (GP), apresentam
predominancia de marcacdo intensa quando comparadas as de glandulas menores. Esse
achado pode estar relacionado a maior complexidade estrutural e funcional das glandulas
salivares maiores, que apresentam organizacdo mais definida e sistema ductal mais
desenvolvido, em contraste com a arquitetura mais simples das glandulas menores, o que pode
influenciar o microambiente tumoral e, consequentemente, os padroes de expressdo dos
marcadores (Kessler; Bhatt, 2018).

Adicionalmente, a andlise da imunoexpressao de PDPN no componente epitelial dos
casos de AP, CEAP e CAC evidenciou predominancia de marcagdo em células mioepiteliais,
reforgando seu papel como marcador Util na identificagdo desse fenotipo em neoplasias de
glandulas salivares (Adwani et al., 2021). Esse achado foi corroborado pela coexpressao de a-
SMA, um marcador amplamente utilizado para a identificacdo de diferenciagdo

miofibroblastica e de células com fendtipo contratil, sendo também frequentemente
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empregado na caracterizagao da diferenciacdo mioepitelial, especialmente quando associado a
outros marcadores.

Na anélise conjunta dos marcadores, observou-se que tanto a a-SMA quanto a PDPN
apresentaram niveis significativamente mais elevados nos tumores malignos, especificamente
no CAC e CEAP, em comparacdo ao AP. Esses achados sugerem maior ativagdo do
microambiente tumoral em neoplasias malignas, o que pode estar relacionado ao
comportamento bioldgico mais agressivo dessas lesdes. Estudam indicam que a a-SMA esta
associada a presenca de miofibroblastos no estroma tumoral, células que desempenham papel
fundamental na remodelacdo tecidual e na progressdo tumoral, estando frequentemente
relacionadas a tumores mais invasivos (Alsalman; Alsudani; Al-Janabi, 2025; Ravi et al.,
2018). De forma semelhante, a PDPN tem sido associada com neoplasias de fenotipos mais
agressivos, a processos de invasao tumoral, linfangiogénese e pior progndstico, sendo
considerada um importante marcador de progressao neoplésica (Quintanilla et al., 2019).

Na andlise pareada entre os marcadores, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre a-SMA e PDPN em um mesmo campo, indicando
expressao semelhante localmente e sugerindo atuagdo conjunta no microambiente tumoral. A
correlacdo positiva na andlise global reforga a hipotese de coexpressdao desses marcadores. No
entanto, a auséncia dessa correlacdo significativa quando os grupos sdo analisados
separadamente sugere que essa relacdo pode variar. Essa diferenga pode estar relacionada ao
fato de que marcadores do microambiente tumoral tendem a apresentar padroes distintos de
expressao dependendo do contexto histologico e molecular, o que reforca a complexidade
dessas interagdes (Qian et al., 2020).

Além disso, deve-se considerar que a analise global de areas de hot spot nao
corresponde necessariamente as mesmas regides avaliadas na andlise pareada. Dessa forma, a
marcacdo de PDPN pode estar presente em areas com diferentes caracteristicas do
microambiente, ndo se restringindo a areas com maior presenga de miofibroblastos, podendo
também, estar associada a regides com infiltrado inflamatorio ou outros componentes
estromais. Estudos demonstram que a PDPN ¢ amplamente expressa em diferentes tipos
celulares, incluindo células epiteliais e células do sistema imune, especialmente em contextos
inflamatérios e tumorais (Quintanilla et al., 2019; Zhang et al., 2022). Outra possivel
explicacdo para a diferencga entre as analises global e pareada ¢ o efeito de diluicdo, ja que a

avaliacdo global retine 4reas com diferentes niveis de expressdo. Assim, regides com baixa
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marcag¢do podem reduzir o efeito daquelas com maior expressao, dificultando a identificagdo
de associagdes que aparecem nas analises localizadas (Failmezger et al., 2022).

De forma geral, os achados deste estudo corroboram a literatura ao demonstrar que
alteragdes no microambiente tumoral desempenham papel fundamental na progressao das
neoplasias de glandulas salivares. A maior expressao de a-SMA e PDPN em tumores
malignos, associada a sua distribuicdo heterogénea, reforca a importancia desses marcadores
como potenciais indicadores de agressividade tumoral. Além disso, a predominancia da
expressao de PDPN em células mioepiteliais evidencia seu potencial como marcador para a
identificacdo dessas células, contribuindo para a caracterizagdo histopatologica das
neoplasias. Por fim, os resultados evidenciam que a escolha da metodologia de anélise pode
influenciar significativamente a interpretacdo dos dados, sendo a avaliacdo pareada por
campos uma abordagem mais sensivel para a deteccdo de alteragdes localizadas.

Dentre as limitagdes deste estudo, ressalta-se o tamanho limitado da amostra, que pode
ndo ser suficiente para identificar associacdes de relevancia estatistica e a variabilidade na
distribuicdo dos marcadores entre os campos analisados. Assim, a realizacdo de estudos com
amostras maiores, com padronizagdo metodoldgica e um acompanhamento dos pacientes a
longo prazo podera contribuir com avaliagdo do valor prognostico do uso da PDPN e a-SMA

e sua relacdo com as varidveis clinico-patologica.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam que a podoplanina (PDPN) pode
ser utilizada na identificacdo de células mioepiteliais em tumores de glandulas salivares,
destacando sua relevancia como marcador diagnostico. Também, observou-se uma correlagao
significativa entre a expressdo da proteina e o local de origem, sugerindo uma maior
expressao de PDPN em neoplasias associadas as glandulas salivares maiores. Na andlise
conjunta, 0-SMA e PDPN apresentaram niveis significativamente mais elevados nos tumores
malignos, especialmente no CAC e CEAP, em comparacdo ao AP, indicando maior ativagdo
do microambiente tumoral e possivel relacdo com maior agressividade dessas lesdes. Além
disso, na analise pareada, ndo houve diferenga significativa entre a-SMA e PDPN em um
mesmo campo, sugerindo coexpressdo localmente e atuagdo conjunta no microambiente

tumoral.
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ANEXO A - ATA DE APRESENTACAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DO

CURSO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE ODONTOLOGIA
DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAOQ DE CURSO DE ODONTOLOGIA

ATA DE APRESENTAGCAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos 07 dias do més de maior de 2026, as 08 horas, em sesséo publica no (a) auditério
da graduagdo do CCS desta Universidade, na presenca da Banca Examinadora
presidida pelo Professor Elena Riet Correa Rivero

e pelos examinadores:

| UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

1 - Karin Berria Tomazelli,

2 - Helena Miguel Cotter,

0 aluno Lais da Silva Knoblauch

apresentou o Trabalho de Conclusao de Curso de Graduagao intitulado:

Expressdo imuno-histoquimica da podoplanina e alfa actina de musculo liso em
neoplasias de glandulas salivares.

como requisito curricular indispensavel a aprovagéo na Disciplina de Defesa do TCC e
a integralizagao do Curso de Graduagao em Odontologia. A Banca Examinadora, apos
reuniao em sesséo reservada, deliberou e decidiu pela _A3ov A ¢ AT do
referido Trabalho de Conclusdo do Curso, divulgando o resultado formalmente ao

aluno e aos demais presentes, e eu, na qualidade de presidente da Banca, lavrei a
presente ata que serd assinada por mim, pelos demais componentes da Banca
Examinadora e pelo aluno orientando.

i v

Presidente da Banca Examinadora
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Examinador 1 (|
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Examinador2 ./
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do comportamento biologico de tumores benignos e malignos de glandulas

salivares
Pesquisador: Elena Riet Correa Rivero
Area Temitica:
Versdo: 1

CAAE: 57274016.2.0000.0121
Instituicado Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.657.413

Apresentacio do Projeto:

“Estudo do comportamento biologico de tumores benignos e malignos de glandulas salivares”. As alteragoes

do estroma e sua influéncia no desenvolvimento e progressao dos tumores de glandulas ainda sao pouco
abordadas na literatura da area. Desta forma, este estudo pretende

contribuir para um melhor entendimento sobre o crescimento infiltrativo de tumores de glandulas salivares,

por meio da avaliacao de proteinas envolvidas no processo de proliferacao das células neoplasicas e

associacao com a interacao parénquimalestroma, no mecanismo de crescimento e invasao dessas lesoes.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primério:

Contribuir para um melhor entendimento do comportamento biologico das neoplasias de glandulas salivares,

especialmente o AP, CEAP, CME e CAC, por meio do estudo das interacoes parénquimalestroma nos
mecanismos de crescimento e invasao tumoral.

Objetivos Secundarios:
1- Promover um levantamento dos laudos histopatologicos de todos os casos de umores de glandulas
salivares diagnosticados pelo Laboratdrio de Patologia Bucal da UFSC (LPB-UFSC) e pelo

Endere¢o: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Restoria Il, R: Desembargadar Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: @B.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep propesq@comato.ufsc.br
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Servigo de Anatomia Patolagica do Hospital Universitario (SAPMHU-UF SC);

2- Proceder a avaliacao histologica dos casos selecionados e classificar os tumores de acordo com os
critérios estabelecidos pela Organizacao Mundial da Saude;

3- Investigar a presenca de fibroblastos senescentes, por meio de marcadores de senescéncia celular (p16
e beta galactosidase), assim como por melo de marcadores de FAC (podoplanina). no estroma de AP,
CEAP, CAC e CME;

4- Investigar a expressao de caveolina-1 e,o0steopontina nos tumares;

5- Investigar o balango entre as MMPs e seus reguladores (TIMP) no mecanismo de invasao tumoral;

6- Estabelecer o indice de proliferacao epitelial, por meio da marcacao do antigeno Ki-67;7- Analisar o
padrao de expressao imuno-histoquimico das proteinas p53 e Wip-1 nos lumores;

8- Comparar a expressao das proteinas entre os tumores;

9- Fazer a correlagao das proteinas em estudo;

10- Correlacionar os achados deste estudo com os ja existentes na literatura.

Comrnuacao do Parecer. 1657413

Avaliacao dos Riscos e Beneflicios:

Riscos:

Uma vez que sera utilizado material de arquivo, o Unico risco desta pesquisa seria a perda do anonimato,
porém, @ compromisso veemente dos pesquisadores envolvidos manter o sigilo sobre a identidade dos

participantes.

Beneficios:

As interacoes parénquimalestroma no mecanismo de invasao dos tumores de glandulas salivares ainda sao
pouco abordadas na lteratura da area. Como resultado, ainda existem lacunas importantes na compreensao
do comportamento biologico dessas neoplasias, especiaimente no que diz respeito aos mecanismos de
crescimento e invasao. O conhecimento detalhado dos mecanismos de invasao dessas lesoes podera
possibilitar o estabelecimento de alter ativas terapéuticas menos invasivas, melhorando dessa forma a vida
dos pacientes que apresentam essas lesoes.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata o presente de um projeto de pesquisa da Profa. Dra. Elena Riet Correa Rivero vinculado a linha de
pesquisa "Estudos dos eventos celulares e moleculares envolvidos nos processos fisiolégicos e patologicos
de interesse para a Odontologia”, do Programa de Pos-graduacao em Odontologia da UFSC. Este estudo
envolvera dois Servicos de diagnostico relacionados ao SUS:

Enderego: Universidade Federal de Samna Catarina, Prédio Restoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro:  Trindade CEP: 8B.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721.6094 E-mail: cep propesq@oontalo. ufsc br
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2

Ambulatorio de Estomatologia da HU e Laboratdrio de Patologia Bucal da UFSC. O desenvolvimento deste
projeto visa contribuir para um melhor entendimento do comportamento biolégico de tumores de glandulas
salivares, especiaimente o AP, CEAP, CME e CAC, por meio do estudo das interagdes paréngquimalestroma
nos mecanismos de crescimento e invasao tumoral. Espera-se, por meio do estudo minucioso dos
mecanismos de invasao dessas lesoes, conlribuir com os conhecimentos da area, possibilitando, em um
futuro proximo, modalidades terapéuticas menos agressivas para os pacientes que apresentam essas
lesoes. O estudo tem relevancia cientifica, a documentacao esta completa e TCLE apresentado atende na
integra a Resolugao CNS n°466/12 e normas complementares. Assim, recomendamos a sua aprovacgao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Documentagao comple

Recomendacoes:
Nao se aplica.

ta.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Nao foram detectadas pendéncias ou inadequacoes neste projeto.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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[ Tipo Documento Arquivo Postagem Aultor Situagao
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 22/06/2016 Aceito
1do Projeto ROJETO 742508 pdf 16:05:10
Declaracao de DeclaracaoDalnstituicao.pdf 22/06/2016 |Elena Riet Correa Aceito
Instituicao e 16:04:51 |Rivero
lniraestouurg : I _
Projeto Detalhado / | ProjetoDePesquisa.pdf 20/06/2016 |Elena Riet Correa Aceito
Brochura 15:49:15 |Rivero
TCLE FTam\os de |TCLE.pdf 20/06/2016 | Elena Riet Correa Acelto
Assentimento / 15:48:57 |Rivero
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRostoAssinada.pal 20/06/2016 | Elena Riet Correa Acelto
15:46:36 | Rivero
Situacgao do Parecer:
Aprovado
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(Coordenador)
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