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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AP= Adenoma Pleomorfico

APBG= Adenocarcinoma Polimorfo de Baixo Grau de Malignidade
BM= Banho Maria

BSA= Soroalbumina Bovina

CAC= Carcinoma Adendide Cistico

CME= Carcinoma Mucoepiderméide

DAB= Tetrahidrocloreto de Diaminobenzidina
HE= Hematoxilina e Eosina

IMQ= Imuno-Histoquimica

MB= Membrana Basal

MEC= Matriz Extracelular

MIO= Mioepitelioma

MMPs= Metaloproteinases de Matriz

MMP-9= Metaloproteinase de Matriz 9

TIMPs= Inibidores teciduais de metaloproteinases
TIMP-1= Inibidor Tecidual de Metaloproteinase 1

MM = Micrémetro



Guterres, MB. Expressao imuno-histoquimica de metaloproteinase de
matriz-9 (MMP-9) e de inibidor tecidual de metaloproteinase-1 (TIMP-1)
em neoplasias de glandulas salivares [dissertacdo]. Sado José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP-
Univ Estadual Paulista; 2012.

RESUMO

Os tumores de glandulas salivares apresentam uma grande diversidade
celular, morfolégica e de comportamento, tornando muitas vezes dificil
seu diagndstico, tratamento e prognostico. Um componente importante
desses tumores é a matriz extracelular, cuja remodelacao é regulada por
enzimas como as metaloproteinases da matriz (MMPSs) e seus inibidores
teciduais (TIMPs). O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca e
expressdo de MMP-9 e TIMP-1 em neoplasias de glandulas salivares.
Foram estudados 20 casos de adenoma pleomdérfico (AP), 05 de
mioepitelioma (MIO), 17 de carcinoma mucoepiderméide (CME), 10 de
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade (APBG) e 08 de
carcinoma adendide cistico (CAC), que foram selecionados dos arquivos
do laboratério de Patologia Cirdrgica da FOSJC/UNESP. O material foi
submetido a reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de MMP-9 e TIMP-
1, pelo método da estreptavidina-biotina peroxidase. Foi feita avaliacdo
semiquantitativa da marcacdo e os dados foram submetidos a analise
estatistica descritiva e inferencial utilizando o programa Minitab (versao
16.0). Foram aplicados os testes Mann-Whitney e de sinais de postos de
Wilcoxon, com nivel de significancia de 5%. Verificou-se que existe
variagao da expressao dos marcadores entre as diversas estruturas de
cada lesdo, com predominio de TIMP-1 sobre MMP-9. Entre as
neoplasias, observou-se maior expressao de TIMP-1 no AP, no CME e no
CAC e de MMP-9 no MIO e no APBG, porém, sem diferenca
estatisticamente significante. Na comparagdo da marcagdo para cada
anticorpo, entre lesdes benignas e malignas, ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa. Concluiu-se que a maioria das neoplasias
de glandula salivar apresenta MMP-9 e TIMP-1 e que o grau de
expressdo dessas proteinas € variavel entre as estruturas de uma mesma
les@o e entre as diferentes neoplasias, independente da natureza benigna
ou maligna das mesmas. A capacidade invasiva e disseminativa das
neoplasias de glandula salivar independe do grau de expressao imuno-
histoquimica de MMP-9 e TIMP-1.

Palavras Chaves: Neoplasias. Glandulas salivares. Metaloproteinases da
matriz  (MMPs).  Imuno-histoquimica.  Mioepitelioma.  Carcinoma
mucoepidermdide. Carcinoma adendide cistico.



Guterres, MB. Immunohistochemical expression of  matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9) and tissue inhibitor of metalloproteinase-1
(TIMP-1) in salivary gland neoplasms [dissertation]. Sao Jose dos
Campos, School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP- Univ
Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

The salivary gland tumors present very diverse cellular morphology and
behavior, often making their diagnosis, treatment and prognosis difficult.
An important component of tumors is the extracellular matrix, which is
regulated by remodeling enzymes such as matrix metalloproteinases
(MMPs) and their inhibitors (TIMPs). The objective of this study was to
evaluate the role of MMP-9 and TIMP-1 in salivary gland neoplasms. We
studied 20 pleomorphic adenomas (PA), 05 myoepitheliomas (MIO), 17
mucoepidermoid carcinomas (MEC), 10 polymorphous low-grade
adenocarcinomas (PLGA) and 08 adenoid cystic carcinomas (ACC), which
were selected from the files of the Laboratory of Surgical Pathology from
FOSJC / UNESP. The material was subjected to immunohistochemical
staining for detection of MMP-9 and TIMP-1 by the method of the
streptavidin-biotin peroxidase. A staining semiquantitative assessment
was made and the data were submitted to descriptive and inferential
statistical analysis using Minitab (version 16.0). We applied the Mann-
Whitney and Wilcoxon signs of posts tests, with a significance level of 5%.
It was found that there is variation in the expression of markers among the
various structures of each lesion, with a predominance of TIMP-1 over
MMP-9. Among the tumors, we observed greater expression of TIMP-1 in
PA, MEC and ACC and of MMP-9 in MIO and PLGA, however, any
statistically significant difference has not been observed. Comparing the
labeling for each antibody among benign and malignant lesions, there was
no statistically significant difference. It was concluded that most of the
salivary gland neoplasms express MMP-9 and TIMP-1 and that the degree
of expression of these proteins is variable among the structures of the
same lesion and among the various salivary neoplasms, regardless of
their benign or malignant nature. The invasive properties and
dissemination capacity of salivary gland tumors is independent of the
degree of immunohistochemical expression of MMP-9 and TIMP-1.

Keywords: Neoplasms. Gland salivary. Matrix metalloproteinases (MMPS).
Immunohistochemistry. Myoepithelioma. Mucoepidermoid carcinoma.
Adenoid cystic carcinoma.



1 INTRODUCAO

As neoplasias de glandulas salivares perfazem cerca de
6% dos tumores da regiao de cabeca e pescoco e 0,3% de todas as
malignidades. A origem e o desenvolvimento das neoplasias de glandulas
salivares ainda sdo pouco esclarecidos devido a grande variedade de
comportamento e de padrdes histoldégicos que estas lesdes apresentam,
tornando assim seu diagndstico e tratamento dificeis, como observado na
recente classificacdo de tumores de glandulas salivares da Organizacao
Mundial da Saude, em que mais de trinta tipos diferentes de tumores
estdo incluidos (Barnes et al., 2005).

O microambiente onde se encontra uma célula neoplasica
(cancerosa) pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento
do cancer. O componente principal deste ambiente é a matriz extracelular
(MEC), que consiste de uma rede complexa de macromoléculas que
apresenta propriedades fisicas, bioquimicas e biomecéanicas bem
organizadas. A remodelacdo da matriz extracelular é regulada por uma
série de enzimas, como as metaloproteinases da matriz (MMPSs), que
podem estar desreguladas com a idade ou em condi¢bes patoldgicas (Lu
et al., 2012).

Nos tumores, as MMPs s&o consideradas moléculas
fundamentais em varias etapas da progressdo, como crescimento,
invasdo e metastase, sendo o aumento de sua expressdo geralmente
associado a um pior prognostico (Nakopoulou et al., 2002). Em especial,
MMP-2 e MMP-9 desempenham papel critico na invasdo da membrana
basal por meio da degradacdo do colageno tipo IV, levando aos
processos de vascularizacdo e progressdo de diversos tumores (Rao et
al., 2007).
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Por outro lado, a expressédo dos inibidores teciduais das
MMPs (TIMPs) é observada durante a remodelacéo tecidual fisiologica,
contribuindo para a manutengé@o do equilibrio metabdlico e estrutural da
MEC. Alteragcdes na homeostasia entre as MMPs e os TIMPs tém sido
identificadas em doencas associadas a renovacdo nao controlada da
MEC, como artrite, cancer, doencas cardiovasculares (DCVs), nefrites,
desordens neuroldgicas e fibroses (Woessner, Nagase, 2000).

A fim de analisar a expressdo de MMP-9 e de TIMP-1lem
neoplasias de glandulas salivares, a proposicédo deste estudo foi avaliar a
presenca de ambos em neoplasias benignas e malignas, comparando sua

expressdo em cada lesdo e entre as lesdes benignas e malignas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares

As glandulas salivares consistem de trés pares de
glandulas maiores denominadas parotida, submandibular e sublingual, e
de numerosas glandulas menores que se distribuem pela mucosa da
cavidade bucal, sendo a porgéo posterior do palato duro e o palato mole
as areas mais ricas em glandulas salivares menores (Neville et al., 2009).

A grande maioria das neoplasias de glandulas salivares é
de origem epitelial e a classificacdo histologica destas lesdes pode
apresentar dificuldades devido a grande variabilidade morfolégica (Barnes
et al., 2005).

As neoplasias de glandulas salivares apresentam trés
tipos de células epiteliais, que variam em presenca, proporcdo e
organizacdo arquitetural conforme o tipo de tumor. S&o elas as células
acinares, ductais e mioepiteliais (Leivo, 2006).

As alteracbes neoplasicas de glandulas salivares
constituem um grupo controverso e polémico quanto ao diagndstico,
principalmente para os patologistas. E considerado que nenhum outro
tecido do corpo seja capaz de produzir tamanha diversidade de
expressdes histopatolégicas como o tecido das glandulas salivares
(Chinellato et al.,1994).

Recentes avancos na classificacdo histopatolégica deste
complexo grupo de neoplasias de glandulas salivares tém sido

combinados com novas ferramentas para seu diagndstico e progndstico.
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A imuno-histoquimica, com utilizacdo de marcadores para proliferacao
celular, células mioepiteliais, metaloproteinases de matriz, fatores de
crescimento e seus receptores, tem aumentado as possibilidades de
escolhas mais especificas no tratamento do cancer de glandulas salivares
(Leivo, 2006).

As neoplasias de glandulas salivares sdo mais comuns
em parétida, enquanto as glandulas menores sdo o segundo sitio mais
comum para essas neoplasias, com 9% a 23% dos casos. A proporgao de
neoplasias malignas em glandulas menores é de aproximadamente 50%.
Excluindo os raros tumores da glandula sublingual, pode-se dizer que
guanto menor a glandula, maior a probabilidade de malignidade para um
tumor de glandula salivar (Neville et al., 2009).

Estudo realizado em um grupo da populagéo brasileira
comparando neoplasias de glandulas salivares maiores e menores
demonstrou que os tumores malignos foram significativamente mais
frequentes nas menores, sendo o carcinoma mucoepidermoide (CME) e o
carcinoma adendide cistico (CAC) os de maior prevaléncia. Entre os
benignos, o adenoma pleomarfico foi 0 mais comum (Oliveira et al., 2009).

Em um estudo retrospectivo realizado no leste da China,
em que 6982 casos de neoplasias de glandulas salivares foram
analisados, o adenoma pleomorfico (AP) foi o tumor benigno mais comum
e 20% estavam localizados nas glandulas salivares menores. Os tumores
malignos mais comuns foram CAC e o CME e 28% desses tumores
originados em glandulas salivares menores (Tian et al.,2010).

Luksic et al. (2011) através de uma andlise retrospectiva
de 779 pacientes tratados entre 1985 e 2009 com tumores de glandulas
salivares, observaram que 500 casos representavam tumores benignos e
279 eram malignos. Os autores observaram que a maioria dos tumores
ocorreu na glandula parotida, seguida pelas glandulas salivares menores
e submandibulares. O AP e o CAC foram os tumores benigno e maligno

mais frequentes, respectivamente. Quanto a localizacdo, os tumores
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malignos foram mais frequentes nas glandulas salivares menores e na
submandibular.

O AP é um tumor benigno caracterizado por crescimento
lento e indolor. E constituido por células mioepiteliais e epiteliais
glandulares, permeadas por quantidades variaveis de um componente
estromal de aparéncia mixéide, ou condroide. Pode-se observar a
formacdo de ductos, estruturas cisticas, ilhas ou corddes celulares. As
células mioepiteliais geralmente compdem uma grande porcentagem das
células tumorais e exibem uma morfologia variavel, podendo apresentar-
se como células anguladas ou fusiformes. Algumas células mioepiteliais
sdo arredondadas e possuem nucleo excéntrico e citoplasma eosinofilico
hialinizado, lembrando plasmocito. Estas células  mioepiteliais
plasmocitdides s&o mais proeminentes nos tumores oriundos de
glandulas salivares menores. Acredita-se que as alteragdes
caracteristicas observadas no parénquima sejam produzidas pelas células
mioepiteliais. Geralmente o AP é encapsulado e bem circunscrito,
entretanto, a capsula pode ser incompleta nos tumores de glandulas
salivares menores (Barnes et al., 2005; Neville et al., 2009).

Apesar das células mioepiteliais comporem uma grande
variedade de neoplasias de glandulas salivares, os tumores que exibem
guase inteiramente células de fendtipo mioepitelial sdo chamados de
mioepitelioma. As células podem exibir 0s seguintes aspectos:
plasmocitoides, poligonais, basaldides, claras e fusiformes com diferentes
arranjos e combinacdes (Gnepp, 2009). O mioepitelioma € um tumor
benigno, composto quase exclusivamente por folhetos, ilhotas ou corddes
de células com diferenciacdo mioepitelial (Barnes et al.,2005).

O estroma envolvente pode ser mucdide ou colagenoso.
Alguns mioepiteliomas estdo compostos, predominantemente, por células
claras poligonais, com citoplasma abundante e opticamente claro,
contendo grandes quantidades de glicogénio, porém sem mucina ou

gordura (Barnes et al.,2005).
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O critério para distinguir AP com predominio de células
mioepiteliais do mioepitelioma € subjetivo. Quando de 1% a 2% dos
tumores é composto por estruturas ductiformes, € diagnosticado como
mioepitelioma (Gnepp, 2009).

O CME € um tumor maligno de origem epitelial composto
por variada proporcao de células mucosas, epiderméides, intermediarias,
colunares e claras. Pode também demonstrar um proeminente
crescimento cistico, particularmente nos tumores de baixo grau de
malignidade (Barnes et al.,2005; Neville et al., 2009). As glandulas
salivares menores constituem a segunda localizacdo preferencial desta
neoplasia, sendo sede de 15% a 23% dos tumores, especialmente
localizados no palato. O CME é composto principalmente de uma mistura
de células produtoras de muco, células escamosas (epidermdides) e
células intermediarias. As células mucosas apresentam formato variado,
mas contém abundante citoplasma espumoso. As células epidermaoides
assemelham-se as escamosas, demonstrando formato poligonal e pontes
intercelulares. Acredita-se que as células intermedidrias sejam
progenitoras tanto das células mucosas quanto das epidermoéides (Neville
et al., 2009).

Os carcinomas mucoepidermoides podem eventualmente
apresentar calcificagbes (Prado et al., 2007). Em um estudo clinico-
patoldgico, realizado por Arriagada et al. (2011), os autores concluiram
gue a presenca de calcificagbes em CME pode ser um achado frequente,
e que esta presenca foi independente do grau histologico de malignidade
dos tumores, da variante histopatolégica, ndo estando associado a
progndsticos ruins, visto que essas calcificacbes foram encontradas em
CME de baixo-grau (em sua maioria), grau-intermediério e de alto-grau.

Células claras modificadas podem ser encontradas entre
as células epiderméides e intermediarias, podendo entdo o CME tomar a
forma de um carcinoma de células claras. Metaplasia oncocitica é

também frequente. Queratinizacdo é extremamente rara. O CME pode ser
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cistico e tende entdo a apresentar numerosas células mucosas. Assim, o
CME tem muitas possibilidades de padrdes histopatolégicos, enfatizando
a necessidade de marcadores imuno-histoquimicos para sua identificacédo
microscopica (Leivo, 2006).

Prado et al. (2011) analisaram neoplasias benignas e
malignas de glandulas salivares e encontraram uma predominéancia de Ki-
67 nas malignas. Este marcador de proliferacdo celular frequentemente é
utilizado para estimar a fracdo de crescimento de tumores. Entre as
lesbes analisadas, o CME apresentou a maior taxa de proliferagao.

CAC é um tumor maligno de origem epitelial, consiste de
células epiteliais e mioepiteliais, em configuracdo morfolégica variavel,
incluindo padréo tubular, cribriforme e sdlido (Barnes et al., 2005). O pior
prognostico é encontrado no subtipo sélido independente da localizagéo
do tumor (Sequeiros et al., 2009). E responsavel por cerca de 1% de
todas as neoplasias de cabeca e pescoco. Apresenta tendéncia para uma
evolucdo clinica prolongada, com recorréncias locais e metastases a
distancia que ocorrem anos ap0s a apresentacdo inicial (Dodd, Slevin,
2006).

Compreende aproximadamente 10% de todas as
neoplasias epiteliais de glandulas salivares, e 35% das neoplasias
malignhas de glandulas salivares menores. O padréo cribriforme € o mais
frequente e o sélido o mais raro, no entanto, pode ocorrer uma mistura de
padrbes em uma mesma lesdo. O padrdo cribriforme apresenta-se
semelhante a queijo suico, com células neoplasicas formando ilhotas
contendo estruturas pseudocisticas pequenas e circulares de tamanhos
variados. Geralmente os pseudocistos contém material amorfo, basofilico
ou eosinofilico. As células tumorais sdo pequenas e cuboidais, exibindo
nucleos basofilicos com forma variada e citoplasma escasso (Ellis,
Auclair, 1996; Barnes et al., 2005) .

O tipo sdlido é formado por folhetos de células basalbides

uniformes, ndo se formando tUbulos nem microcistos. Nas variantes
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cribriforme e sélida, pequenos ductos verdadeiros estdo presentes
(Barnes et al., 2005).

O CAC apresenta tendéncia de invasao perineural, o que
pode levar a sintomatologia dolorosa. A propriedade de se infiltrar no
nervo além das margens tumorais também pode explicar as altas taxas de
recorréncia (Ellis, Auclair, 1996; Barnes et al., 2005).

O adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade (APBG) é uma neoplasia maligna quase que exclusiva das
glandulas salivares menores que ocorre particularmente no palato (Leivo,
2006). Sessenta e cinco por cento dos casos ocorrem no palato duro e/ou
no palato mole, sendo o labio superior e a mucosa jugal as outras
localizacBes mais frequentes. A ocorréncia de metastase é rara neste
tumor e quando ocorre € encontrada em linfonodos regionais (Gnepp,
2009).

A primeira descricdo do APBG é relativamente recente,
porém a frequéncia com que esta lesdo tem se mostrado torna claro que
as recidivas e metastases tardias, apesar de pouco frequentes, podem
nao ser tao raras como se pensava anteriormente. Apesar de o APBG ser
certamente muito menos agressivo do que, por exemplo, o CAC, nao
deixa de ser um tumor maligno com o potencial de se tornar fatal em
alguns pacientes (Simpson et., al 2002).

Histologicamente, as células apresentam um formato que
varia de arredondado a poligonal, citoplasma palido ou eosinofilico e
nucleo arredondado, ovoide ou fusiforme. As células podem exibir
diferentes padrbes de crescimento, de onde vem o termo “polimorfo”. As
células podem crescer em um padréo solido ou formar corddes, ductos ou
ainda grandes espacos cisticos. Figuras de mitoses sdo incomuns. As
células periféricas usualmente infiltram e invade o tecido conjuntivo
adjacente em um padrdo de fileira Unica, podendo ser observada a

extensdo para o0 0sso subjacente ou para o musculo estriado esquelético.



19

O estroma € de natureza mucoide e a invasdo perineural € um achado

comum (Neville et al., 2009).

2.2 Metaloproteinases x Invasao tumoral

A MEC consiste de wuma rede complexa de
macromoléculas que preenchem o0s espacos intercelulares. As
macromoléculas sdo constituidas por proteinas fibrosas e néo fibrosas
imersas em uma  substancia  fundamental @ formada  por
glicosaminoglicanas e proteoglicanas. As proteinas fibrosas da MEC,
como o colageno e a elastina, tém funcdo principalmente estrutural,
enquanto as proteinas nao fibrosas, como laminina, fibronectina,
tenascina, entactina, entre outras, sdo importantes na adesividade celular
(Brasileiro Filho, 2004).

A regulacéo célula-célula e célula-matriz é rigorosamente
controlada em tecidos normais, no entanto defeitos nos processos de
adesao celular s&o comuns na maioria dos canceres humanos. As células
tumorais adquirem a capacidade de mudar de forma, separar-se e mover-
se, facilmente desorganizando a arquitetura do tecido normal. Esta
propriedade deve-se a alteragbes nos niveis de expressdo de moléculas
de adesdo e também a elevacdo dos niveis de enzimas proteoliticas
secretadas, incluindo MMPs (Bourboulia, Stetler-Stevenson, 2010).

Embora a MEC apresente-se com uma COmMpOSICao
mantida e regulada durante o desenvolvimento embrionario, a MEC pode
tornar-se frequentemente desorganizada em doencas como O cancer.
Alteracdes na MEC, isoladas ou em conjunto, podem levar a progressao

do cancer através de transformacdes celulares e metastase. E importante
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também observar que anomalias presentes na MEC podem influenciar o
comportamento das células estromais facilitando a angiogénese e
inflamag&o, criando assim um  microambiente favoravel ao
desenvolvimento de neoplasias (Lu et al., 2012).

As células tumorais devem interagir com a MEC em varios
estagios da cascata metastatica. Um carcinoma deve, inicialmente, romper
a membrana basal subjacente, em seguida atravessar o tecido conjuntivo
intersticial e, por fim, conseguir acesso a circulacdo por penetracdo da
membrana basal vascular. Portanto, para metastatizar, as células tumorais
devem atravessar varias membranas basais diferentes, bem como
transpor diretamente, pelo menos, duas matrizes intersticiais. A invasao da
MEC é um processo ativo, que passa por varias etapas. Dentre as etapas
de invasdo estd a degradacdo local da membrana basal e do tecido
conjuntivo intersticial. As proprias células tumorais podem secretar
enzimas proteoliticas ou induzir as células estromais (por exemplo,
fibroblastos e células inflamatorias) a elaborar proteases. Entre estas
proteases estdo as MMPs, as quais regulam a invasdo tumoral ndo
somente por remodelar componentes insoliveis da membrana basal e
matriz intersticial, mas também por liberar fatores de crescimento
sequestrados MEC (Robbins, Cotran, 2010).

As MMPs sdo importantes na invasao neoplasica e de um
modo geral hd uma relacdo direta entre o grau histopatolégico, o
comportamento clinico metastatico e a producdo de MMPs (Hong et al.,
2000).
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2.3 Metaloproteinases de matriz (MMPs) e inibidores teciduais de

metaloproteinases (TIMPS)

As MMPs constituem uma familia de enzimas com
atividade proteolitica e cuja atividade é dependente de zinco. Elas
degradam as macromoléculas da matriz, incluindo colageno intersticial,
fibronectina, e proteoglicanas, entre outras (Birkedal-Hansen et al., 1993;
Souza, Line, 2002). Coletivamente, as MMPs sédo capazes de degradar
todas as proteinas componentes da MEC e das membranas basais
(Souza, Line 2002).

As principais células que produzem MMPs séo leucécitos
polimorfonucleares, queratindcitos, mondcitos, macrofagos, fibroblastos e
células mesenquimais. Estas células sdo capazes de responder a fatores
de crescimento e citocinas, incluindo Interleucina 1 (IL-1), TNF-a e TGF-a.
Na presenca destes fatores de crescimento e citocinas, essas células
liberam as MMPs de granulos especificos de armazenamento para o meio
extracelular (Birkedal-Hansen et al., 1993).

As MMPs séo classificadas em cinco grupos principais:
colagenases (MMP-1, 8 e 13); gelatinases (MMP-2 e 9), também
conhecidas como colagenases do tipo IV; estromelisinas (MMP-3, 7, 10,
11 e 12), enamelisina (MMP-20), MMPs ligadas a membrana plasmatica
(MT-MMPs) e outras ainda ndo tdo bem classificadas (Polette et al., 2004,
Vicente et al., 2005).

A MMP-1 é expressa por Vvarios tipos de células. Por outro
lado, a MMP-8 é produzida por neutrofilos e condrdcitos e tem maior
afinidade para o substrato colageno tipo | ( Woessner & Nagase, 2000). A
MMP-13 tem a habilidade de degradar uma grande variedade de
componentes extracelulares e € mais especifica para o colageno tipo Il
(Kahari, Saarialho-Kere, 1999).
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A producéo da gelatinase MMP-9 € mais restrita quando
comparada a MMP-2. Essa enzima € produzida geralmente por ceélulas
epiteliais e eosindfilos, sendo armazenada em granulos de neutrdfilos e
eosinodfilos (Salo et al., 1991). Dessa forma, elevadas concentragbes de
MMP-9 podem ser encontradas em processos de inflamacéo, artrite
reumatoide, periodontite, pulpite, feridas crénicas e cicatrizacdo de
feridas. A MMP-2 e a MMP-9 apresentam papel importante no final da
degradacdo do colageno fibrilar depois de terem sido clivados por
colagenases e desnaturados. A MMP-9 degrada os colagenos tipo |, Il e V
e a MMP-2 pode também clivar colageno tipo-l. Assim, é possivel que a
MMP-2 e a MMP-9 também participem dos processos de remodelagcdo do
colageno da MEC (Kahari, Saarialho-Kere, 1999).

As gelatinases MMP-2 e MMP-9 degradam também o
coldgeno IV que compde a lamina basal, sendo por isso provavelmente
relevante na aquisicdo do fenoétipo invasivo das neoplasias malignas
(Kerkela, Saarialho-Kere, 2003).

A atividade proteolitica de degradacao da MEC resulta do
balanco entre a concentragdo local das enzimas ativas e de seus
inibidores endbégenos (Steller-Stevenson et al.,, 1993). Os maiores
inibidores fisioldégicos das MMPs s&o a a 2 macroglobulina e a familia dos
TIMPs. Estas se ligam ndo covalentemente as MMPs ativas, inibindo sua
atividade enzimatica (Pardo, Selman,1996). Os TIMPs dos tipos 1 (TIMP-
1) e 2 (TIMP-2) apresentam atividade contra as formas ativas da familia
de MMPs (Howard et al.,1991; Folgueras, 2004).

As TIMPs possuem 12 residuos pareados de cisteina que
se ligam através de seis pontes dissulfidicas, resultando numa estrutura
terciaria altamente compacta. H4 quatro tipos de TIMPs: a TIMP-1, a
TIMP-2, a TIMP-3, e a TIMP-4 (Steller-Stevenson et al.,1993).

As TIMPs sdo produzidas por uma variedade de tipos
celulares tais como fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e

osteoblastos. A expressao de TIMP-1 é regulada por varios fatores de
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crescimento, hormonios e citocinas, a TIMP-2 é largamente expressa
constitutivamente (Kahari, Saarialho-Kere, 1999).

Todas as TIMPs sédo capazes de inibir todas as MMPs.
Seu dominio N-terminal é o responsavel pela atividade inibitéria e o
dominio C-terminal parece ser importante para a localizacdo e/ou
associacdo as proenzimas no caso das gelatinases. Entretanto, a
interacéo depende tanto das MMPs quanto das TIMPs (Woessner,1999).

Além de controlar a atividade das MMPs, TIMP-1 e TIMP-
2 sdo capazes de se ligar diretamente ao dominio hemopexina de MMP-9
e MMP-2, respectivamente, exercendo um controle adicional sobre o
processo de ativacdo (Woessner, Nagase 2000).

Os TIMPs desempenham um importante papel na
homeostase da MEC através da regulacdo da atividade das MMPs e,
portanto, minimizam a degradagdo da matriz. Desta forma, MMPs e
TIMPs estdo envolvidos nos processos de remodelacdo dos tecidos
(Bourboulia, Stetler-Stevenson, 2010). A degradacdo da MEC, em
decorréncia do desequilibrio entre MMPs e seus TIMPs, no
microambiente das neoplasias malignas, tem sido implicado no seu
potencial de invasibilidade e agressividade (Stamenkovic, 2000).

As MMPs estédo envolvidas em processos fisiolégicos do
organismo. No trabalho realizado por Wigner et al. (2011), os autores
sugerem que niveis urinarios de MMP- 9 e MMP-13, em camundongos
gue foram submetidos a um processo de fratura 6ssea, podem ser usados
como marcadores metabdlicos para monitorar a progressao e
consolidacéo das fraturas. Eles também observaram que a MMP-9 estava
associada tanto com o processo de formacgao vascular quanto com a
remodelacdo do estroma tecidual nos calos 6sseos dessas lesdes.

As MMPs parecem estar relacionadas também com varios
processos patolégicos, como o crescimento dos cistos odontogénicos. No
estudo de Silveira et al. (2007), foi observada uma expressao mais

exuberante das MMPs na capsula dos queratocistos quando comparados
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com outras lesbes cisticas, o que confirma sua participacdo ativa no
crescimento da lesdo, uma possivel justificativa para sua maior
agressividade em relacdo as outras lesdes cisticas.

Patel et al. (2005) analisaram formas latentes e ativas de
MMP-2 e MMP-9 no carcinoma de células escamosas oral, por meio de
zimografia. Os resultados mostraram que ambas as formas de MMP-2 e
MMP-9 foram significativamente maiores no tumor do que nos tecidos
normais adjacentes. Ainda com relacdo a forma ativa de MMP-2, a mesma
apresentou-se mais elevada em pacientes com metastase do que em
pacientes sem metastase.

Kondratiev et al. (2008) observaram marcacdo imuno-
histoquimica para MMP-2, MMP-9, MMP-13 e MMP-14 nas células
neoplasicas de melanomas sinonasais e orais e relacionaram a expressao
destes marcadores a agressividade dos tumores. Segundo os autores, a
marcacdo de MMP-2, MMP-9, MMP-14 e o maximo diametro nucleolar,
obtido pela coloracdo pelo nitrato de prata coloidal para regides
organizadoras nucleolares (AgNOR), poderiam ser usados como fatores
progndsticos em pacientes com esse tipo de lesao.

Barros et al. (2011) avaliaram a expressao imuno-
histoquimica das MMPs-1, 2, 7, 9 e 26 em carcinomas epiderméides, em
relacdo a localizacdo da lesdo e seu grau histologico. Todos 0s casos
expressaram pelo menos duas das metaloproteinases analisadas, que
foram mais evidentes no citoplasma das células tumorais localizadas no
front de invasdo. O estudo concluiu que a maior expressao das MMPs
pelas células tumorais, especialmente MMP-9, pode estar relacionada
com o maior potencial invasivo dos carcinomas de lingua quando
comparados aos de labio. As altas taxas de positividade encontradas para
as MMPs nos espécimes avaliados demonstraram a marcante
participacdo destas enzimas no desenvolvimento dos carcinomas

epidermdéides de labio inferior e lingua.
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Luukkaa et al. (2008) ao realizar um estudo imuno-
histoquimico correlacionando as MMPs-1, 9 e 13 como fator de
prognéstico em cancer de glandulas salivares, comprovou que estas
MMPs contribuem para a progresséo e invasao desses tumores malignos
por meio da clivagem de membrana basal. A alta intensidade de
marcacgdo para MMP-13 em todo o material estudado foi relacionada com
0 pior progndstico, sendo também associados com pior sobrevida em
pacientes com carcinoma de células acinares (CCA). Elevados indices de
positividade para MMP-9 em CAC e carcinoma do ducto salivar também
estava associado com uma taxa de sobrevida pobre. No entanto, a alta
intensidade e porcentagem de coloracédo para MMP-1 foi relacionada com
melhor taxa de sobrevida em todo o material estudado.

Meneses et al. (2009), apés uma revisdo de literatura,
concluiram que a destruicdo dos tecidos periodontais e perimplantares, de
etiologia multifatorial, tem como um dos fatores o desequilibrio das MMPs
e seus TIMPs.

Baker et al. (2006) ao compararem as concentracdes dos
componentes do sistema de MMPs, entre tecido tumoral e normal em
pacientes com carcinoma de células escamosas orais concluiram que as
concentracoes totais de MMP-2 e MMP-9 foram significativamente maiores
no tecido tumoral do que no tecido oral normal. Os autores concluiram que
€ o equilibrio entre proteinases e seus inibidores que controla a
degradacdo em cada estagio de invasdo e metastase do carcinoma de
células escamosas. Segundo os autores houve correlacdo entre as
concentracdes nos tecidos das TIMPs -1 e -2 e a histologia do tumor. Eles
encontraram niveis de TIMP-1 mais elevados em tumores que nao
apresentaram metastases linfonodais em comparacdo com aqueles que
tinham. Os mesmos autores sugerem de acordo com a literatura, que altas
concentracdes de TIMP sio protetoras contra agressdo dos tumores. E
provavel que tumores com altas concentracbes de MMPs e baixas de

TIMPs tenham um maior potencial para metastases.
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Zhang et al. (2009) verificaram, em AP de glandulas
salivares, que a expressdo do RNAm de MMP-2 e MMP-9 e de TIMP-1 e
TIMP-2 foi significativamente maior nas células mioepiteliais envoltas por
estroma do que no epitélio, na maioria dos casos. Estes resultados
forneceram evidéncias preliminares de que o estroma mioepitelial pode
ser a fonte primaria de MMPs e que o mesmo apresenta um papel mais
importante que o epitélio ductal no comportamento biolégico dos
adenomas pleomorficos. Por outro lado, observaram que a marcacdo
imuno-histoquimica de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 teve um padrao
de distribuicdo similar no epitélio e no estroma. A expressao
citoplasmatica destes marcadores foi especialmente proeminente em
estruturas ductiformes, lencois soélidos, pequenos ninhos e areas de
metaplasia escamosa. Nas estruturas ductiformes, a MMP-9 foi
fracamente expressa na membrana das células luminais e fortemente
expressa na membrana basal. A imunopositividade das células
mioepiteliais localizadas em meio ao estroma foi menor do que nhas
estruturas citadas anteriormente.

A expressdo de MMP-2 e MMP-9 e de seus inibidores
teciduais TIMP-1, -2 e -3 em tumores benignos e malignos de glandulas
salivares mostrou que a relacdo MMP/TIMP foi significativamente maior
nos carcinomas que em adenomas, devido ao aumento da expresséo de
MMPs. Os escores imuno-histoquimicos da expressdo de MMP-2 foram
significativamente maiores em carcinomas do que em adenomas. Nos
CME a expresséo de MMP-2 e MMP-9 foi preferencialmente observada
em células intermediarias e epidermdides. Em células produtoras de muco
a expressao de MMPs e TIMPs mostrou-se fraca ou negativa. Nos CCA,
foi observada a expressao de MMP-2 e MMP-9 nas células acinares, em
contraste com as células acinares normais, que ndo expressam essas
MMPs. Em particular, a expressdao de MMP-2 parece estar relacionada
com as propriedades invasivas e o potencial maligno em tumores de

glandulas salivares (Nagel et al., 2004).



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar, pela imuno-
histoquimica, a presenca de MMP-9 e TIMP-1 em neoplasias benignas e
malignas de glandulas salivares, comparando sua expressdo em cada

les&o e entre lesGes benignas e malignas.



4 MATERIAL E METODO

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP, sob protocolo n°058/2011-PH/CEP.

4.1 Amostra e Selecdo dos Casos

Para este estudo foram utilizados 60 casos de neoplasias
benignas e malignas de glandulas salivares pertencentes aos arquivos da
Disciplina de Patologia do Departamento de Biociéncias e Diagnostico
Bucal da FOSJC. Os casos foram selecionados tendo como critério de
inclusdo no estudo a presenca de quantidade suficiente de tecido tumoral
no bloco de parafina. Uma vez selecionados os blocos, foram obtidas
novas laminas que foram coradas por hematoxilina e eosina (H/E) para
avaliacdo histopatologica e confirmacéo do diagnostico.

Os dados clinicos como idade, raca, género e localizacao
anatbmica, foram coletados a partir das fichas de requisicdo de exames, e

a seguir foram tabulados e submetidos a analise estatistica descritiva.

4.2 Reacgao Imuno-histoquimica

A reacdo imuno-histoquimica foi utilizada com a finalidade

de visualizar diretamente na amostra a distribuicdo das proteinas MMP-9
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e TIMP-1. A expressao imuno-histoquimica dos respectivos antigenos
pelas estruturas tumorais foi avaliada por método semiquantitativo de
escores. Este se baseou na soma dos escores correspondentes a
proporcao de células tumorais com marcacao positiva e a intensidade da
marcacao.

Para a reacdo imuno-histoquimica, os blocos de parafina
foram cortados de forma seriada, com cerca de 3 Ym de espessura, e
estendidos em laminas de vidro previamente limpas, desengorduradas e
tratadas com organosilano. Os cortes histolégicos, apds desparafinizacéo
em xilol e desidratacdo em série decrescente de etanol, foram submetidos
a recuperacao antigénica, bloqueio da peroxidase endogena e incubacéo
com o anticorpo primario. Foram utilizados os métodos de visualizacdo da
estreptavidina-biotina (LSAB, Dako) e sistema de polimero (Novocastra™
Novolink™ Polymer Detection System), revelando com o cromégeno
DAB.

Os anticorpos priméarios, bem como suas diluicles,
sistema de visualizagédo, tampéo de lavagem e detalhes da recuperacéo
antigénica estéao listados no quadro 1.



30

Quadro 1 - Detalhe dos anticorpos primarios utilizados

anticorpos MMP-9 TIMP-1
clone Policlonal* 6F6a**
diluigao / tempo de 1:75 - 1h 1.75 - 1h
incubacao
sistema de LSAB* Novolink *
visualizacao
tampéo lavagem Tris Tris

recuperacao
antigénica
(temperatura,
tempo)

BM (95°C) 30min
Ac. Citrico

BM (95°C) 30min
Ac. Citrico

* Diagnostic BioSystems.

**Novocastra'" Lyophilized,Leica Microsystems
**DAKO CORPORATION, Glostrub, DENMARK,

=% Novocastra' " Novolink™ Polymer Detection System

BM= banho maria

Posteriormente, foi realizada a

contra-coloracdo dos

cortes pela Hematoxilina de Mayer, reidratacdo em etanol crescente,

clareamento em xilol e montagem com Permount®.

Controles positivos

indicados pelo fabricante foram

utilizados para cada anticorpo empregado. Para a MMP-9 foi utilizado

figado, para a TIMP-1 foi utilizado intestino grosso. Para o controle

negativo das reacfes imuno-histoquimicas, os cortes histolégicos foram

incubados com solucdo tampao (BSA 1% em Tris pH 7,4) no lugar do

anticorpo primario.
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4.3 Método de analise dos resultados

4.3.1 Avaliacdo da Marcacao para MMP-9 e TIMP-1

Os cortes submetidos a reagdo imuno-histoquimica foram
analisados em microscopia de luz (Microscépio Zeiss Axiophot-2, Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha), inicialmente em aumento de 200x, para
identificar as diversas estruturas do tumor e posteriormente de 400x, para
fazer a avaliagdo semi-quantitativa da marcacgao. As laminas das reagdes
para MMP-9 e TIMP-1 foram analisadas por um Unico observador, com a
atribuicdo de escores de 0 a 6, baseados na soma dos escores da
porcentagem de células tumorais positivas (0-3) e da intensidade de
marcacao (0-3), segundo o método proposto por Nagel et al. (2004)
(Tabela 1). Somente as células coradas em marrom foram consideradas

positivas.

Tabela 1 — Escore da marcacdo pela técnica imuno-histoquimica da
MMP-9 e da TIMP-1

Escore % Células positivas Intensidade de coloracéo
0 0 negativo
1 <10% fraco
2 10-50% moderado

3 > 50% forte
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Para cada neoplasia, foi construido um quadro com as
estruturas caracteristicas daquela lesdo, baseado no trabalho de Prado et
al. (2011), a fim de facilitar a analise da marcacao por estrutura. O escore
final de cada tumor consistiu na média dos escores das estruturas

individuais presentes em uma determinada leséo.

4.3.2 Andlise Estatistica

Todos os registros das informacdes dos dados clinicos,
microscépicos e referentes as reacdes imuno-histoquimicas foram
armazenados em um banco de dados elaborado em planilha eletronica do
Microsoft Excel.

Os resultados obtidos dos escores foram submetidos a
analise estatistica descritiva e inferencial utilizando o programa estatistico
Minitab 2010 versdo 16.0 e Graph Pad Prism 2009 versdo 5.0. Foi
aplicado o teste Mann-Whitney para comparar a marcagdo imuno-
histoquimica de cada anticorpo (MMP-9 e TIMP-1) entre as amostras de
neoplasias benignas e malignas, considerando as variaveis duas a duas.
O teste de Mann-Whitney também foi utilizado para comparar as lesdes
malignas com as benignas. Para a comparagéo entre os dois marcadores
em uma mesma neoplasia, foi usado o teste de sinais de postos de

Wilcoxon. Adotou-se o nivel de significancia de 5% para todos os testes.



5 RESULTADOS

5.1 Anélises dos dados clinicos

Foram selecionados os 20 casos de adenoma
pleomérfico que apresentavam maior volume de tecido no bloco de
parafina e, dos demais tumores, foram selecionados todos os casos de
cada. Os casos estudados foram compostos por 20 adenomas
pleomorficos, 05 mioepiteliomas, 17 carcinomas mucoepiderméides, 10
adenocarcinomas polimorfos de baixo grau de malignidade e 08
carcinomas adenoides cisticos. A analise dos 20 casos de adenoma
pleomorfico, revelou um predominio do género feminino, correspondente
a 55% dos casos. Foi notada também uma predominancia da raca
leucoderma, correspondente a 70% dos casos. A média de idade foi de
45 anos. A maioria dos pacientes ndo apresentava sintomatologia
dolorosa e a localizacdo mais comum foi o palato duro (47,62%). Nos 05
casos de mioepitelioma predominou o género feminino com 60% dos
casos. Houve predominancia da raca leucoderma (70%), e a média de
idade foi de 40,6 anos. A maioria dos pacientes ndo apresentava
sintomatologia dolorosa e a localizagdo mais comum foi no palato duro e
palato (ndo especificado).

A andlise dos 35 casos de neoplasias malignas revelou
um predominio do género feminino, correspondente a 58,14% dos
pacientes. Foi notada também uma predominancia da raca leucoderma,
correspondente a 68,57% dos casos, a localizagdo mais comum foi o
palato duro (17,14%) e a média geral de idade foi de 52 anos. Do total de

casos de neoplasias malignas analisadas, foi relatada sintomatologia
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dolorosa em 37,14%, enquanto 22,85% eram assintomaticos. Nao havia

informacéo referente a sintomatologia em 40,01%dos casos.

5.2 Analise descritiva da Marcacao para MMP-9 e TIMP-1

A marcacgdo imuno-histoquimica de MMP-9 e TIMP-1 foi
observada no citoplasma das células neoplasicas, caracterizada por uma
coloracdo acastanhada, geralmente homogénea, eventualmente com

presenca de granulos.

5.2.1 Adenoma Pleomorfico

A imuno-expressdo dos marcadores utilizados foi
especialmente proeminente nas células luminais das estruturas ductais. A
marcacdo de TIMP-1 foi maior nestas células do que a de MMP-9. Nas
estruturas ndo luminais, a maioria dos casos apresentou marcacgao para
ambos os anticorpos, sendo que a marcacao de MMP-9 foi maior do que
a de TIMP-1. A maioria dos casos ndo apresentou marcacao para ambos
0s anticorpos nas células mioepiteliais em lencol e a expresséo de TIMP-
1 apresentou-se maior quando comparada a MMP-9. Nas células
mioepiteliais plasmocitoides a maioria dos casos apresentou marcacgao, e
a expressdo de TIMP-1foi maior. No estroma, com areas mixoides,
condrdides e hialinas, a maioria dos casos ndo apresentou marcagao para
MMP-9, no entanto, para TIMP-lapenas um caso nao teve marcacdo. A
expressdo de TIMP-1 foi maior nesta estrutura do que a de MMP-9
(Figura 1A — D).
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Os escores individuais de marcacéo para cada estrutura

do AP encontram-se no apéndice A e a média dos escores na tabela 2.

Tabela 2 — Média dos escores de marcagdo imuno-histoquimica para
MMP-9 e TIMP-1 em cada estrutura do AP

Estrutura MMP-9 TIMP-1
Células luminais 2,10 3,20
Células néo luminais 2,00 1,80
Células mioepiteliais lencol (fusiformes/poligonais) 1,00 2,00
Células mioepiteliais plasmocitéides 1,80 2,30
Estroma (mixéide/condréide/hialino) 0,90 2,40

5.2.2 Mioepitelioma

As células mioepiteliais poligonais, fusiformes e
plasmocitoides apresentaram marcacao para MMP-9 na grande maioria
dos casos e esta expresséao foi maior quando comparada com TIMP-1. No
caso do estroma, tanto MMP-9 quanto TIMP-1 tiveram a mesma
proporcao de casos marcados (Figura 1E — H).

Os escores individuais de marcacdo para cada estrutura

do MIO encontram-se no apéndice B e a média dos escores na tabela 3.
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Tabela 3 — Média dos escores de marcacdo imuno-histoquimica para
MMP-9 e TIMP-1 em cada estrutura do MIO

Estrutura MMP-9 TIMP-1

Cel_ulas_mloe_pltellals o 4,00 1.75
(poligonais, fusiformes e plasmocitoides)

Estroma 1,00 1,00

5.2.3 Carcinoma mucoepidermoéide

Nos casos de CME, observou-se células mucosas em
lengol com pouca expressado de MMP-9 e de TIMP-1. Na grande maioria
das lesGes ndo foram observadas células intermediarias em lencol e nos
poucos casos visualizados, houve pouca expressdo para MMP-9 e nao
houve marcacédo para TIMP-1. Dos casos com células epidermoéides em
lencol, mais da metade apresentou marcagéo tanto para MMP-9 quanto
para TIMP-1, porém, a expressao de TIMP-1 foi maior. No revestimento
dos espacos cisticos, observou-se marcacdo semelhante nas células
mucosas e epidermoides para MMP-9 e para TIMP-1, na maioria dos
casos. Nas células intermediarias do revestimento dos cistos, poucos
casos apresentaram marcacao para MMP-9 e TIMP-1 e em algumas
lesbes essas células ndo foram visualizadas (Figura 2 A — D).

Os escores individuais de marcacéo para cada estrutura
do carcinoma mucoepidermdide encontram-se no apéndice C e na tabela
4.
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Tabela 4 — Média dos escores de marcagdo imuno-histoquimica para
MMP-9 e TIMP-1 em cada estrutura do CME

Estrutura MMP-9 TIMP-1
Células mucosas 1,10 1,80
Lencois Células intermediarias 0,50 0
Células epidermoides 1,66 2,30
Células mucosas 2,14 2,33
Revestimento
dos espacos Células intermediarias 1,00 0,50
cisticos
Células epidermoides 2,38 2,07

5.2.4 Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade

A maioria dos casos do APBG mostrou células luminais
e nao luminais das estruturas tubulares com marcacgéo tanto para MMP-9
guanto para TIMP-1, sendo a imuno-expressdo maior para TIMP-1do que
para MMP-9. Nas células luminais das estruturas cribriformes foram
observados poucos casos com marcacao tanto de MMP-9 quanto de
TIMP-1, no entanto esta marcag¢ao foi um pouco maior para TIMP-1. Na
maioria dos casos ndo foram visualizadas células ndo luminais nas
estruturas cribriformes, estas células, quando presentes, ndo marcaram
para MMP-9 e foram positivas para TIMP-1 em apenas dois casos. Nas
estruturas sélidas, a maioria dos casos apresentou marcacdo semelhante
para MMP-9 e TIMP-1(Figura 2E — H).
Os escores individuais de marcacao para cada estrutura

do APBG encontram-se no apéndice D e na tabela 5.
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Tabela 5 — Média dos escores de marcacdo imuno-histoquimica para
MMP-9 e TIMP-1 em cada estrutura do APBG

Estrutura MMP-9  TIMP-1
Estrutura Células luminais 1,50 2,60
Tubular Células ndo luminais 1,10 2,50
Estrutura Células luminais 1,50 2,00
Cribriforme Células ndo luminais 0 1.30
Area Sélida 2,70 2,60

5.2.5 Carcinoma adendide cistico

Nas estruturas tubulares do CAC, observou-se células
luminais com marcagao para TIMP-1 na maioria dos casos e com
marcacao para MMP-9 na metade. Nas células ndo luminais, observou-se
gue a metade das lesGes apresentou marcacéao tanto para MMP-9 quanto
para TIMP-1. Nas estruturas cribriformes, observou-se marcacdo para
MMP-9 nas células luminais em apenas um caso e marcacéo para TIMP-1
em todos os casos. Nas células ndo luminais, a maioria dos casos nao
apresentou marcacgao para MMP-9 e marcou para TIMP-1. Nas estruturas
sélidas, a maioria das lesdes apresentou marcacéao para TIMP-1 e nao
marcou para MMP-9 (Figura 2 1 —L).

Os escores individuais de marcacdo para cada estrutura

do CAC encontram-se no apéndice E na tabela 6.
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Tabela 6 — Média dos escores de marcacdo imuno-histoquimica para
MMP-9 e TIMP-1 em cada estrutura do CAC

Estrutura MMP-9 TIMP-1
Estrutura Células luminais 1,00 2,00
Tubular Células nao luminais 1,00 1,00
Estrutura Células luminais 0,60 2,30
Cribriforme Células nao luminais 0,60 2,00

Area Solida 0,50 1,75
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Figura 1 — Marcacdo imuno-histoquimica para MMP-9 e TIMP-1 em casos de adenoma
pleomorfico (a, b, c e d) e mioepitelioma (e, f, g e h).
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Figura 2 - Marcacao imuno-histoquimica para MMP-9 e TIMP-1 em casos de carcinoma
mucoepidermdéide (a, b, c e d), carcinoma adendide cistico (e, f, g e h) e adenocarcinoma
polimorfo (i, j, k e I).
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5.3 Anédlise estatistica comparativa dos marcadores MMP-9 e TIMP-1
em cada lesao

Os escores globais de marcacdo imuno-hitoquimica para
MMP-9 e TIMP-1 em neoplasias benignas e malignas de glandulas

salivares encontram-se nos quadros 2 e 3, respectivamente.

Quadro 2 - Escore global de marcacéo imuno-histoquimica para MMP-9 e
TIMP-1 em neoplasias benignas de glandulas salivares.

CASO MMP-9 TIMP-1

1 4105 2,40 4,60
1 5738 2,00 -

1 5244 0,00 0,00
1 7361 0,00 0,60
1 7472 0,00 -

1 7613 0,00 0,66
1 7846 1,00 0,66
1 8077 1,50 -

1 8084 4,40 3,00
1 8166 2,50 2,20
1 9336 3,75 1,75
1 9973 0,40 1,75
1 9803 4,00 6,00
1 8454 1,50 2,00
1 8437 0,00 2,25
1 10167 1,00 3,50
1 10137 2,40 4,25
1 10818 3,50 2,25
1 10679 0,00 2,00
1 11152 4,00 2,80
2 1089 3,00 1,50
2 5688 2,50 0,00
2 8939 0,00 2,00
2 8266 2,50 s

2 11573 4,50 2,00

1:Adenoma pleomérfico (n=20)
2 : Mioepitelioma (n=05)
—indica que areacao néo estava disponivel para anélise
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Quadro 3 - Escore global de marcacao imuno-histoquimica para MMP-9 e

TIMP-1 em neoplasias malignas de glandulas salivares

CASO MMP-9 TIMP-1

1 10087 - 0,00
1 9128 1,10 1,50
1 7973 1,40 1,40
1 7970 0,00 4,30
1 7749 1,00 -

1 7622 0,00 1,80
1 7617 2,30 2,40
1 7036 0,80 3,00
1 6067 1,10 -

1 5334 0,00 0,50
1 4046 - 1,30
1 3608 - 1,80
1 3635 0,00 0,50
1 3176 2,00 1,30
1 2807 3,00 -

1 1582 4,60 3,20
1 534 2,00 -

2 11466 = 3,00
2 11276 - 3,80
2 9628 0,40 2,00
2 8056 3,20 1,60
2 7281 0,00 0,00
2 7237 0,60 =

2 6397 2,50 0,00
2 6210 1,50 =

2 3782 = 3,00
2 67 3,60 6,00
3 10704 0,00 1,20
3 9787 - 0,60
3 9260 1,30 2,00
3 7235 - 2,00
3 6689 0,00 1,60
3 5627 - 2,00
3 4320 - 2,00
3 3537 2,00 2,20

1: Carcinoma Mucoepidermoide (n=17)
2: Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (n=10)
3: Carcinoma adendide cistico (n=8)

—indica que areacdo nao estava disponivel para analise
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A analise de cada tipo de lesdo encontra-se descrita a seguir. Os

escores foram comparados pelo teste de sinais de postos de Wilcoxon.

5.3.1 Adenoma pleomérfico

Na tabela 7 a seguir observa-se a estatistica descritiva
dos valores de mediana, minimo e maximo encontrados para cada
anticorpo no adenoma pleomoérfico e na figura 3 a distribuicdo dos

escores atribuidos para cada anticorpo.

Tabela 7 - Estatistica descritiva da mediana, valor minimo e valor maximo
dos escores atribuidos para MMP-9 e TIMP-1 nos casos de adenoma
pleomorfico

Leséo Anticorpos N Minimo Mediana  Maximo
MMP9 17 0,0 1,8 4,2
AP
TIMP1 17 0,0 2,0 6,0
AP
8_
< 61 °
2 -
[ )
S Y 5 -
[
2 ol °° et
o (X}
o0
000
O——Q—O—Q—Q—Q.—Q—
MMP9 TIMP1
Anticorpos

Figura 3 - Gréfico de pontos (dot-plot) representativo da dispersdo dos escores ao redor
do valor mediano de cada anticorpo para os casos de adenoma pleomorfico.
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A distribuicdo dos valores é a mesma em cada anticorpo,

segundo o teste de sinais de postos de Wilcoxon (p-valor = 0,102 > 0,05).

5.3.2 Mioepitelioma

Na tabela 8 a seguir observa-se a estatistica descritiva
dos valores de mediana, minimo e maximo encontrados para cada
anticorpo no mioepitelioma e na figura 4 a distribuicdo dos escores

atribuidos para cada anticorpo

Tabela 8 - Estatistica descritiva da mediana, valor minimo e valor
maximo dos escores atribuidos para MMP-9 e TIMP-1 nos casos de
mioepitelioma

Leséo Anticorpos N Minimo Mediana  Maximo
MMP9 4 0,0 2,8 4,5
MIO
TIMP1 4 0,0 1.8 2,0
MIO
5_
[ ]
4_
g8
2 3] o
o °
8 24 (X}
(2] [}
)]
1_
0 L4 L4
MMP9 TIMP1
Anticorpos

Figura 4 - Gréafico de pontos (dot-plot) representativo da dispersdo dos escores ao redor
do valor mediano de cada anticorpo para os casos de mioepitelioma.
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A distribuicdo dos valores é a mesma em cada anticorpo,

segundo o teste de sinais de postos de Wilcoxon (p-valor = 0,357 > 0,05).

5.3.3 Carcinoma mucoepidermoéide

Na tabela 9 a seguir observa-se a estatistica descritiva
dos valores de mediana, minimo e maximo encontrados para cada
anticorpo no carcinoma mucoepidermoide e na figura 5 a distribuicdo dos

escores atribuidos para cada anticorpo.

Tabela 9 - Estatistica descritiva da mediana, valor minimo e valor maximo
dos escores atribuidos para MMP-9 e TIMP-1 nos casos de carcinoma
mucoepiderméide

Leséo Anticorpos N Minimo Mediana  Maximo
MMP9 10 0,0 1,2 4,6
CME
TIMP1 10 0,0 2,1 4,3
CME
5_
[ J
-
[
S 3 ®ee
[¢D]
8 27 e °
% 1 2 °,°
[ ]
[ J
0 - .
MMP9 TIMP1
Anticorpos

Figura 5 - Gréafico de pontos (dot-plot) representativo da dispersdo dos escores ao redor
do valor mediano de cada anticorpo para os casos de carcinoma mucoepidermoéide.
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A distribuicdo dos valores é a mesma em cada anticorpo,

segundo o teste sinais de postos de Wilcoxon (p-valor = 0,461 >0,05).

5.3.4 Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade:

Na tabela 10 a seguir observa-se a estatistica descritiva
dos valores de mediana, minimo e maximo encontrados para cada
anticorpo no adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade e

na figura 6 a distribuicdo dos escores atribuidos para cada anticorpo.

Tabela 10 - Estatistica descritiva da mediana, valor minimo e valor
méaximo dos escores atribuidos para MMP-9 e TIMP-1 nos casos de
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade

Leséo Anticorpos N Minimo Mediana  Maximo
MMP9 5 0,0 2,2 3,8
APBG
TIMP1 5 0,0 1,8 6,2
APBG
8_

escore total
N
1

2 )
®

® L
MMP9 TIMP1
Anticorpos
Figura 6 - Gréfico de pontos (dot-plot) representativo da dispersdo dos escores ao redor

do valor mediano de cada anticorpo para os casos de adenocarcinoma polimorfo de
baixo grau de malignidade.
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A distribuicdo dos valores € a mesma em cada anticorpo, segundo

o teste sinais de postos de Wilcoxon (p-valor = 0,875 >0,05).

5.3.5 Carcinoma adendide cistico:

Na tabela 11 a seguir observa-se a estatistica descritiva

dos valores de mediana, minimo e maximo encontrados para cada

anticorpo no carcinoma adendide cistico e na figura 7 a distribuicdo dos

escores atribuidos para cada anticorpo.

Tabela 11 - Estatistica descritiva da mediana, valor minimo e valor
méximo dos escores atribuidos para MMP-9 e TIMP-1 nos casos de
carcinoma adendide cistico

Leséo Anticorpos N Minimo Mediana  Maximo
MMP9 4 0,0 0,6 2,0
CAC
TIMP1 4 1,2 1,7 2,3
CAC
2.5+
[ ]
_ 2.0+ ® °
[
2 15 °
et ¢ °
S 101
(%]
[¢D)
0.5-
0.0 e .
MMP9 TIMP1
Anticorpos

Figura 7 - Gréfico de pontos (dot-plot) representativo da dispersdo dos escores ao redor
do valor mediano de cada anticorpo para os casos de carcinoma adendide cistico.
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A distribuicdo dos valores é a mesma em cada anticorpo,
segundo o teste de sinais de postos de Wilcoxon (p-valor = 0,125 > 0,05).

5.4 Comparacdo da marcacao para MMP-9 e TIMP-1 entre lesdes

benignas e malignas

A estatistica descritiva dos dados obtidos para as lesdes

benignas e malignas encontra-se nas tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Lesbes Benignas. Estatistica descritiva dos escores obtidos
para marcacéo de TIMP-1 e MMP-9

Anticorpo Estatistica AP MIO
N 17 4
Minimo 0 0
TIMP1
Mediana 2,20 1,75
Maximo 6,00 2,00
N 20 5
Minimo 0 0
MMP9
Mediana 1,50 2,50

Maximo 4,40 4,50
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Tabela 13 - Lesbes Malignas. Estatistica descritiva dos escores obtidos
para marcacéo de TIMP-1 e MMP-9

Anticorpo Estatistica CME APBG CAC
N 12 8 8
Minimo 0 0 0,66
TIMP1
Mediana 1,81 2,50 2,00
Méaximo 4,33 6,00 2,20
N 14 7 4
Minimo 0 0 0
MMP9
Mediana 1,28 1,50 0,66
Méaximo 4,66 3,66 2,00

Foi realizada andlise estatistica para comparacdo da
marcacdo para cada anticorpo entre as lesbes benignas e malignas,

consideradas individualmente, pelo teste de Mann-Witney (tabela 14).

Tabela 14 - Comparagdo entre as lesdes benignas e malignas
individualmente. Resultado do teste de Mann-Whitney (p-valor)

Lesdes Lesbes Malignas
Benignas CME APBG  CAC
AP 0,594 1,000 0,278
TIMP1
MIO 0,626 0,342 0,427
AP 0,986 0911 0,304
MMPO
MIO 0,244 0,566 0,104
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O teste estatistico demonstrou que nao houve diferenca
estatisticamente significativa na imuno-expressdo dos marcadores
quando se comparou individualmente cada les&o benigna com cada lesao
maligna.

A comparacao da marcacdo para cada anticorpo entre o
conjunto de lesdes benignas e o conjunto de lesdes malignas foi realizada
pelo teste de Mann-Whitney. Notou-se que as lesbes benignas nao
diferem estatisticamente das malignas, com relagdo a expressao de MMP-
9 (MW; p-valor =0,4868; P>0,05) e de TIMP-1 (MW, p-valor = 0,7457; P>
0,05) (Figura 8).

Lesdes:
Benignas x Malignas J benignas

4- 1 malignas

escore total
"

TIMP-1 MMP-9

Figura 8 - Gréfico de colunas (mediana + faixa inter-quartil) dos valores de escore
obtidos entre as lesbes benignas e malignas.



6 DISCUSSAO

Os tumores das glandulas salivares mostram uma
diversidade morfolégica entre os diferentes tipos e, por vezes, até mesmo
dentro de uma Unica massa tumoral. Além disso, a propenséo para alguns
tumores benignos progredirem para a malignidade pode confundir a
interpretacdo histopatoldgica (Barnes et al., 2005).

O comportamento clinico do cancer de glandula salivar e
as respostas ao tratamento variam em funcdo dos diferentes tipos
histologicos de tumor, bem como dentro de uma mesma entidade
histoloégica, o que é muitas vezes associado com a heterogeneidade
biol6gica destas neoplasias. Estas caracteristicas, portanto, complicam o
uso de ferramentas para o0 diagndstico e prognéstico quando da
determinacao da agressividade de uma neoplasia maligna (Luukkaa et al.,
2008).

Os tumores de glandulas salivares sao incomuns e
constituem 2 - 6,5% de todas as neoplasias de cabeca e pescoco (Ellis,
Auclair, 1996). A incidéncia média dos varios tumores de glandulas
salivares é baixa e estudos epidemiolégicos muitas vezes baseiam-se em
nameros limitados de casos. Estudos de varias partes do mundo tém
mostrado diferencas na incidéncia de tumores de glandulas salivares e
variacdes na frequéncia de cada tipo histologico (Luksic et al. 2011). Na
maioria dos estudos a neoplasia benigna mais comum é o adenoma
pleomdérfico e o maligno, o carcinoma mucoepidermdide (Williams et al
2001; Nagel et al.,2004; Oliveira et al., 2009; Luksic et al., 2011). A
casuistica analisada neste trabalho apresentou caracteristicas

semelhantes.
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Na andlise dos 25 casos de neoplasias benignas de
glandulas salivares menores, observamos o predominio do género
feminino, correspondente a 56%. Entre os 35 casos de neoplasias
malignas 58,14% dos pacientes eram do género feminino. Estes
resultados de ligeira predominancia do género feminino estdo de acordo
com os de Williams et al. (2001), que encontraram 59,4% dos tumores de
glandulas salivares acometendo o género feminino. Por outro lado, Luksic
et al. (2011), em seu estudo com 779 pacientes com tumores de
glandulas salivares, observaram que 392 casos (50,3%) eram do género
masculino e 387 (49,7%) pertenciam ao género feminino.

A média de idade dos pacientes com neoplasias benignas
foi de 42,6 anos. Nos casos de neoplasias malignas, a média geral de
idade foi de 52 anos. A maioria dos trabalhos mostra que a média de
idade dos pacientes com neoplasia maligna é superior a dos pacientes
com neoplasia benigna. Luksic et al. (2011) encontraram uma média de
idade para pacientes com tumores benignos de 50 anos e para pacientes
com tumores malignos a média de idade foi de 56 anos.

Neste estudo, a localizagdo mais comum tanto para as
lesGes benignas quanto para as malignas foi o palato. Tal localizacao
também foi mais comum nos estudos de Luksic et al. (2011). Segundo
Neville et al. (2009) a porcéo posterior do palato duro e palato mole sao
as regibes mais ricas em glandulas salivares menores o que justificaria
tais achados.

Como as neoplasias glandulares apresentam grande
variacdo morfoldgica, tanto em diferentes casos quanto na mesma leséao,
optou-se por analisar as principais estruturas componentes de cada
neoplasia, atribuindo a elas escores parciais. O escore global consistiu na
média dos escores parciais de cada lesdo, de acordo com o trabalho de
Prado et al. (2011).

Neste estudo, a marcacdo imuno-histoquimica de MMP-9

e TIMP-1 foi avalida por meio de escores semiquantitativos de 0 a 6
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baseados na soma dos escores da porcentagem de células tumorais
positivas (0-3 pontos) e na intensidade de marcacao (0-3 pontos). Este
tipo de avaliagéo foi realizado devido a impossibilidade de se efetuar uma
analise quantitativa objetiva da marcacdo imuno-histoquimica para as
duas proteinas estudadas. O mesmo tipo de andlise semi-quantitativa foi
utilizado nos estudos realizados por Nagel et al. (2004).

As MMPs sdo uma familia de enzimas secretadas por
varios tipos de células e desempenham um importante papel nos
processos de remodelacgéao fisiolégica da matriz extracelular (MEC). Além
do mais, sdo responsaveis por uma série de eventos proteoliticos,
controlados por seus inibidores enddgenos, os TIMPs (Nagel et al., 2004).

O equilibrio entre MMPs e TIMPs é um importante fator
para a manutencao da homeostase da MEC (Can et al., 2008). Alteracdes
neste equilibrio podem levar a degradacdo da MEC e, portanto, preparar
0 caminho para que as células tumorais possam migrar, invadir e se
espalhar para areas distantes, onde formam metastases (Bourboulia et
al., 2010).

Particularmente, entre o0os varios grupos de
metaloproteinases, neste estudo, analisamos a participacédo da gelatinase
B (MMP-9) em neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares. A
MMP-9 é capaz de degradar o colageno IV, um importante componente
da MEC e da membrana basal, entre outros substratos, o que parece ser
muito importante para 0s processos de invasao e metastase de células
tumorais (Nagase, Woessner, 1999).

Também analisamos a participacdo do inibidor tecidual de
metaloproteinase, TIMP-1. Este parece ser o mais importante inibidor
endogeno, entre suas funcbes estd a de se ligar ndo covalentemente a
colagenase intersticial ativada e gelatinases (Can et al.,2008).

A imuno-histoquimica compreende o processo de
identificacdo de antigenos em sec¢bes de tecidos com auxilio de

anticorpos especificos, e tem sido utilizada como uma ferramenta auxiliar
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no diagnéstico e prognostico de varias lesdes. Luukkaa et al. (2008)
utilizaram tal técnica em seu trabalho para analisar a participacdo das
metaloproteinases de matriz como fator de prognéstico no cancer de
glandulas salivares. Barros et al. (2011) elegeram a imuno-histoquimica
como metodo de investigacao, principalmente porque permite que se faca
uma correlacdo direta com a morfologia do espécime e por ser um
método que pode ser utilizado em tecidos incluidos em parafina, o que
facilita a obtencédo da amostra. Em nosso estudo investigamos a presenca
de MMP-9 e TIMP-1 em neoplasias benignas e malignas de glandulas
salivares, comparando sua expressdo em cada lesdo e entre lesdes
benignas e malignas, utilizando para isso a reacédo imuno-histoquimica.

A andlise estatistica comparativa dos marcadores MMP-9
e TIMP-1 em cada lesdo mostrou que a distribuicdo dos valores é
semelhante para cada anticorpo, porém, em alguns casos observamos
uma maior participacdo de MMP-9 ou de TIMP-1.

Nos casos de adenoma pleomorfico, verificamos que a
marcagao imuno-histoquimica para TIMP-1 foi maior que para MMP-9 nas
células luminais ductais, células mioepiteliais poligonais e fusiformes em
lencol, células mioepiteliais plasmocitoides e estroma, sendo a marcacéo
para MMP-9 maior que para TIMP-1 apenas nas células ductais nao
luminais. Obteve-se assim uma maior marcacgao para TIMP-1 na maioria
dos componentes do AP, quando comparada com MMP-9. Este achado é
coerente com a natureza benigna do tumor. No entanto, Nagel et
al.(2004), sem entrar em detalhes sobre as estruturas do adenoma
pleomdérfico analisadas, observaram que a marcacdo para MMP-9 foi
maior que a observada para TIMP.

Zhang et al. (2009) também observaram que nas
estruturas ductiformes do AP, a MMP-9 foi fracamente expressa na
membrana das células luminais e fortemente expressa na membrana
basal, quando comparada com outros marcadores como TIMP-1. Os

autores ndo detectaram a expressao de RNAm de MMP-9 em dois dos
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seis casos de AP, sugerindo que a expressao desta metaloproteinase, por
vezes, € instavel e mantida a niveis quase imperceptiveis nos AP. Os
autores também notaram que os dois casos que ndo tiveram nenhuma
expressdao do RNAm de MMP-9 eram tumores visivelmente maiores com
maior tempo de evolucdo. Entretanto, devido ao pequeno tamanho da
amostra e seguimento limitado, ndo concluiram se havia relagdo entre
MMP-9 e tamanho do AP e se a quantidade de RNAmM de MMP-9 esta
relacionada com o potencial de progressao do tumor.

Nos casos de mioepitelioma, as células mioepiteliais
poligonais, fusiformes e plasmocitbides apresentaram marcacdo para
MMP-9 na grande maioria dos casos e, esta expressao foi maior quando
comparada com TIMP-1. No estroma, tanto MMP-9 quanto TIMP-1
tiveram a mesma proporgao de casos marcados. Resultados semelhantes
foram observados por Nagel et al.(2004) que encontraram escores de
marcacdo maior para MMP-9 que para TIMP-1 em casos de
mioepitelioma. A maior marcacdo para MMP-9 nas células mioepiteliais
em lencgol e plasmocitoides do mioepitelioma diferiu da observada em
areas correlatas do adenoma pleomorfico. A maior expressdo imuno-
histoquimica de MMP-9 no mioepitelioma poderia indicar uma diferenca
no potencial de agressividade desta lesdo em relagdo ao adenoma
pleomdérfico. Entretanto, seria necessario um estudo com maior nimero
de casos e seguimento clinico a fim de verificar se existe essa relacéo.

Nos casos de carcinoma mucoepidermoéide, comparando
as ceélulas mucosas, intermediarias e epidermoéides organizadas em
lencol, observamos que a marcacao para MMP-9 e TIMP-1 apresentou-se
um pouco maior nas células epidermodides. Observamos também maior
marcagdo para MMP-9 e TIMP-1 nas células mucosas e epiderméides
dos revestimentos dos espacos cisticos, quando comparadas com as
células intermediarias. Nagel et al.(2004) também encontraram um padrao
de expressdo de MMPs e TIMPs em carcinoma mucoepidermoides que

variou entre os diferentes tipos de células tumorais. Estes autores
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observaram maior expressao imuno-histoquimica de MMP-2 e MMP-9 em
células intermediarias e epidermoides, o que foi confirmado por analise
zimografica. Em células mucosas a expressao imuno-histoquimica
mostrou-se fraca ou negativa.

Foi verificado, nos casos de APBG, que células luminais e
nao luminais das estruturas tubulares mostraram marcacao tanto para
MMP-9 quanto para TIMP-1, porém, maior para TIMP-1. Observagado
semelhante foi encontrada para as células luminais das estruturas
cribriformes. Entretanto, nas células ndo luminais destas estruturas néo
foi visualizada marcagcdo para MMP-9 e poucos casos marcaram para
TIMP-1. As areas solidas apresentaram marcacao expressiva ha maioria
dos casos para ambos os marcadores.

Do total de casos de APBG analisados neste trabalho, em
apenas cinco foi possivel realizar as rea¢des imuno-histoquimicas para os
dois marcadores. Comparando estes cinco casos, verifica-se que a
expressdo de MMP-9 foi maior que a de TIMP-1. A maior expressdo de
MMP-9 pode estar relacionada ao padréo de crescimento infiltrativo do
APBG (Barnes et al. 2005). Por outro lado, o APBG apresenta baixo
potencial metastatico (Barnes et al. 2005) e Azuma et al.(1993)
relacionam a capacidade metastatica de neoplasias de glandula salivar
com diminuicdo da expressdo de TIMP-1, além do aumento de varias
metaloproteinases. Talvez a MMP-9 ndo seja tdo importante para
determinar a capacidade metastatica de neoplasias de glandulas
salivares.

No presente estudo, verificou-se nos casos de carcinoma
adendide cistico que as células luminais e ndo luminais das estruturas
tubulares e cribriformes tiveram um padrao semelhante de marcagao para
MMP-9. A marcagédo de TIMP-1 variou entre as estruturas e foi maior que
a de MMP-9, exceto nas células ndo luminais ductais. A despeito do

possivel papel supressor tumoral de TIMPs, Nagel et al. (2004) também
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encontraram escores de marcacdo aumentados para TIMPs em
carcinomas, quando comparados com adenomas.

Na amostra estudada, realizou-se também a comparacao
da marcagéao para MMP-9 e TIMP-1 entre lesbes benignas e malignas. O
teste estatistico demonstrou que ndo houve diferenca significativa na
imuno-expressdo dos marcadores. No estudo de Nagel et al.(2004) a
expressdo de MMPs e TIMPs foi comparada em diferentes tumores
benignos e malignos de glandulas salivares. Os escores imuno-
histoquimicos de MMP-2 detectados em células tumorais foram
significativamente aumentados em tumores malignos quando comparados
com benignos, enquanto que os escores imuno-histoquimicos de MMP-9
nao tiveram diferenca significativa entre benignos e malignos.

No presente trabalho, observou-se que a marcacéo para
TIMP-1 foi ligeiramente maior nos casos de neoplasias malignas,
indicando que as TIMPs nao teriam papel importante na funcao
supressora tumoral em carcinomas de glandulas salivares, conforme
sugerido por Nagel et al.(2004).

Zhang et al. (2009) compararam, em adenomas
pleomdrficos, a expressao de MMP-2, MMP-9, TIMP1 e TIMP2 em epitélio
ductal e células mioepiteliais envoltas por estroma. Notaram que o
aumento da expressédo de MMPs foi seguido pelo aumento da expressao
de TIMPs, sugerindo uma correlagdo positiva entre MMPs e seus
inibidores teciduais. Segundo os autores, o aumento de TIMPs representa
uma tentativa fisiologica para controlar a atividade aumentada de MMPs e
manter uma relacao equilibrada entre as duas proteinas.

Em tumores malignos de glandula salivar, Nagel et
al.(2004) sugerem um desequilibrio no balango entre MMPs e TIMPs.

Barros et al. (2011) observaram menor expressao imuno-
histoquimica de gelatinases em carcinomas epidermdides do que de
MMP-1, com relacéo a outras metaloproteinases. Segundo os autores, em

uma fase mais precoce haveria maior expressao de gelatinases, que
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atuam na clivagem de proteinas como o colageno 1V, importante para a
ruptura da membrana basal. Com a evolucdo da neoplasia, haveria uma
variagdo, com maior expressdo de outras metaloproteinases. E possivel
gue nas neoplasias glandulares malignas haja também uma variacdo na
expressdo imuno-histoquimica das metaloproteinases e de seus
inibidores, conforme a fase de evolucéo da leséo.

Uma das hipo6teses para a discrepancia entre resultados
de diferentes trabalhos seria o0 uso de metodologias diferentes,
especialmente no que diz respeito aos critérios utilizados para avaliar o
grau de positividade (Barros et al., 2011). Segundo estes autores, 0
processamento dos espécimes teciduais e 0s anticorpos utilizados sao
outros fatores com potencial de gerar divergéncias de resultados, o que
poderia ter ocorrido em nosso trabalho.

Outro fator que poderia interferir nos resultados seria a
forma de realizacdo das reacdes imuno-histoquimicas, manual ou
automatica. Luukkaa et al. (2008) observaram, em estudos sobre a
expressdo de MMPs em céancer de glandula salivar, que o uso de um
dispositivo de imuno-marcacdo totalmente automético permitiu uma
melhor analise, aumentando a confiabilidade da amostra.

A expressdo de MMPs e TIMPs em tumores de glandulas
salivares ndo esta bem estabelecida na literatura. Os trabalhos existentes
mostram que diversas metaloproteinases e seus inibidores estao
presentes nessas lesdes, porém, ndo ha consenso sobre a importancia de
cada tipo especifico dessas proteinas para os diferentes grupos de
neoplasias glandulares. Estudos adicionais sdo necessarios para se
entender melhor a relacédo desses marcadores com o desenvolvimento, a

evolucao e o prognostico de neoplasias salivares.



7 CONCLUSOES

concluir que:

A analise dos resultados obtidos nesse estudo permitiu

a)

b)

d)

as proteinas MMP-9 e TIMP-1 estdo presentes na
maioria das neoplasias benignas e malignas de
glandulas salivares;

0 grau de expressao imuno-histoquimico de MMP-9 e
TIMP-1 variou entre as diferentes estruturas
componentes de uma mesma neoplasia, com
predominio de TIMP-1, independente da natureza,
benigna ou malignha da leséao;

entre as lesBes benignas, houve predominio da
expressdo de TIMP-1 no adenoma pleomorfico e de
MMP-9 no mioepitelioma. Entre as malignas, houve
predominio de TIMP-1 no carcinoma mucoepidermoide
e carcinoma adendide cistico e de MMP-9 no
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau. Dessa
forma, conclui-se que a expressdao dos dois
marcadores € variavel em neoplasias de glandula
salivar e independe da natureza benigna ou maligna
das mesmas.

a capacidade invasiva e disseminativa das neoplasias
de glandula salivar independe do grau de expressao
imuno-histoquimica de MMP-9 e TIMP-1, portanto,
estes marcadores ndo sao importantes para a

avaliacdo prognéstica dessas neoplasias.
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APENDICE A Escores individuais de marcaco para cada estrutura do
Adenoma Pleomorfico

nao Mioep Moep Estroma
luminal luminal |len.fus/pol| plasmo imix/cond/hial] Total
% INT % INT % INT % INT] % INT | ...........
1 9973 MMP9 1 1 ] (o] o) ] ] [¢] [¢] ] 0,4
TIMP1 2 2 o o o o - - 2 1 1,75
2 9803 MMP9 3 3 3 3 - - - - o ] 4
TIMP1L 3 3 3 3 - - 3 3 3 3 6
3 8454 MMP9 1 1 - - 1 1 1,5
TIMP1 1 1 - - 1 1 1 2
4 8437 MMP9 O O ¢} (0] - - o o ¢} ¢}
TIMP1 2 1 o (o] - - 2 1 2 1 2,25
5 5244 MMP9 [¢] [¢] ] (o] - - ] [¢] ] o)
TIMP1 o o o] (o] o o] o o o o o]
6 10167 MMP9 1 1 1 1 - - o (o] o o 1
TIMP1 3 2 1 1 = - 1 1 3 2 3,5
7 10137 MMP9 1 1 1 2 o o] 2 1 2,4
TIMP1 3 3 3 3 - - 2 1 1 1 4,25
8 10818 MMP9 2 3 2 3 - - (o] [e] 3,5
TIMP1 2 1 1 1 - - 1 1 1 1 2,25
9 8084 MMP9 2 1 3 3 3 3 2 3 1 1 4,4
TIMP1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 1 3
10| 10679 MMP9 o o o o o ] o o o o o]
TIMP1 3 1 o] o 1 1 1 1 1 1 2
11 7846 MMP9 1 2 - - - - o [e] o o 1
TIMP1 [¢] [¢] - - - - [¢] 0] 1 1 0,66
12 5738 MMP9 1 2 1 2 - - 1 1 [¢] [¢] 2
TTMPL ... L -
13 8077 MMP9 1 1 ] [¢] - - 1 1 1 1 1,5
T™MPL  |...... ...
14 | 8166 MMP9 1 1 1 1 - - 2 2 1 1 2,5
TIMP1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2,2
15 9336 MMP9 o o 1 3 - - 3 3 2 3 3,75
TIMP1L 3 2 ] [¢] - - 1 1 [¢] [¢] 1,75
16 7472 MMPO (o] [¢] [¢] [¢] o [¢] O O o [¢] [e]
TMPL [ ] - -
17 7613 MMP9 [¢] ] ] [¢] [e] [¢] - - [¢] ] o)
TIMP1 o ] o] o - - - - 1 1 0,66
18 7361 MMP9 o o o o o ] o o o ] o]
TIMP1 o o] o] o [e] o (o] [e] 2 1 0,6
19| 11152 MMP9 3 3 1 1 - - - - 3 1 4
TIMP1 2 2 1 1 2 2 1 1 1 1 2,8
20 4105 MMP9 2 3 1 2 1 1 1 1 o] o 2,4
TIMP1L 2 3 2 3 2 3 2 3 1 2 4,6

Sinal (-) indica que a estrutura néo foi visualizada

Sinal (...) indica que a reag&o néo estava disponivel para analise.
Células mioepiteliais em lencol (fusiformes, poligonais)*
Mioepiteliais plasmocitéides**

Estroma mixoide,condréide, hialino***



APENDICE B Escores individuais de marcacdo para cada estrutura do
mioepitelioma

Cél. Pol |.fus. Mio Estroma Total
% INT % INT
5688|MMPS |2 3 0 0 2,5
TIMP1 |O 0] 0 0
8939(MMP9 0 0 0 0 0
TIMP1 1 1 1 1 2
8266 MMP9 1 2 1 1 2,5
TIMP1 |..... ... [.....
11573 MMP9 3 3 1 2 4,5
TIMP1 1 1 1 1 2
1089 |MMP9 3 3 0 0 3
TIMP1 2 1 0 0 1,5

Sinal (...) indica que a reagdo ndo estava disponivel para andlise.
Células poligonais, fusiformes, mioepiteliais plamocitéides*
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APENDICE C Escores individuais de marcacdo para cada estrutura do
carcinoma mucoepiderméide

lengois células revestir espago cisticos
células muco |célulasinter |células epid [células muco |célulasinter |célulasepid |Total
% INT % INT % INT % INT % INT % INT
7617|MMP9 - - - - 0 0 3 2 1 11 - - 2,3
TIMP1 1 1 - - 1 1 2 2 1 1 1 1 2,4
5334| MMP9 0 0] - - - - 0 0 0 0 0 0 0
TIMP1 0 of - - 0 0 1 1| - - 0 0 0,5
3635|MMP9| - - - - 2 2 2 2 2 2 2 2 4
TIMP1 - - - - 2 1 2 1] - - 2 1 3
3176|MMP9 - - - - 1 1 2 1 0 0 2 1 2
TIMP1 - - - - 1 1 0 o - - 1 1 1,33
2807 MMP9 1 1 - - 1 1 2 2| - - 2 2 3
1586|TIMP1 |....  |..... -
534 MMP9 - - - - - - 1 1] - - 1 1 2
TIMP1|....... [.......
7036 MMP9 0 o - - 0 0 1 1 0 0 1 1 0,8
TIMP1 1 1] - - 1 1 2 2| - - 2 2
7749|MMP9 0 o - - 0 0 0 ol - - 2 2 1
TIMP1|....... [........
1582 [MMP9 2 3 2 3 3 3 2 2 3 3 4,66
TIMP1 - - - - 3 2 2 1 1 1 2 1 3,25
7970|MMP9 0 0 0 0 0 of - - 0 0 0
TIMP1 3 2 - - 3 3 - - - - 1 1 4,33
7622 MMP9 0 of - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TIMP1 1 1 - - 1 1 2 1 0 0 1 1 1,8
6067| MMP9 1 1 1 1 0 0 0 0 1 2 1,16
TIMP1|..... |.......
9128| MMP9 1 2 1 1 1 0 0 0 0 1,16
TIMP1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1,16
10087([MMP9|.....  [....... [.....o o e e e e
TIMP1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40461 IMMPO|...... |........
404611 |TIMP1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1,33
3608l MMPO|.....  |......
TIMP1 1 1 1 1 1 2 0 0 2 2 1,83
7973|MMP9 0 o - - 1 1 1 1 0 0 2 1 1,4
TIMP1 0 o - - 1 1 1 1 0 0 2 1 1,4

Sinal (-) indica que a estrutura ndo foi visualizada

Sinal (...) indica que a reagao ndo estava disponivel para anélise

Células mucosas*, Células intermediarias**, Células epidermoéides***
Células de revestimento dos espagos cisticos****
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APENDICE D Escores individuais de marcac&o para cada estrutura do

Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade

Tubular Cribriforme Sélido
Cél. Luminal Cél. Ndo luminal Cél. Luminal Cél. Nao luminal
% INT % INT % INT % INT % INT total
6397 MMP9 1 1 1 1 1 1l - - 2 2 2,5
TIMP1 0 0 0 o] - - - - 0 0 0
[ I
6210 MMP9 1 1 0 0 1 1l - - 1 1 1,5
TIMP1]....  |[..... -
[ |
7281 MMP9 0 0 0 0 - - - - 0 0 0
TIMP1 0 0 0 0 0 o - - 0 0 0
[ T
7237 MMP9 0 0 0 0 - - - - 1 1 0,66
TIMP1]....
[ |
8056 MMP9 3 1 2 1 1 1] - - 1 3,25
TIMP1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1,6
[ |
9628 MMP9 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0,4
TIMP1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
[ |
3782 MMP9|.....  |..... -
TIMP1 2 1 2 1 1 1l - - 2 2 3
[ |
67 MMP9 2 1 2 1 - - - - 3 2 3,66
TIMP1 3 3 3 3 - - - - 3 3 6
[ |
11466 MMP9|..... ... -
TIMP1 2 1 2 1 - - - - 2 1 3
[ I
11276 MMP9|...... ... -
11246 TIMP1 3 2 2 2 2 2 1 1 2 2 3,8

Sinal (-) indica que a estrutura nao foi visualizada

Sinal (...) indica que areagdo nédo estava disponivel para anélise
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APENDICE E Escores individuais de marcacdo para cada estrutura do

carcinoma adenoide cistico

Tubular Cribriforme Sélido
Cél. Luminal Cél. Ndo luminal Cél. Luminal Cél. Ndo luminal TOTAL
% INT % INT % INT % INT % INT total %
10704 |MMP9 0 0 0 0 0 0 0 0
TIMP 1 1 0 0 1 1 1 1,2
4320 [MMP9  [.... ... -
TIMP 2 1 0 0 2 2 1 2,2
7235 |MMP9  |...... ... -
TIMP 1 1 1 1 1 1 1 2
6689 |MMP9 0 0 0 0 0 0 0 0
TIMP 1 1 0 0 1 1 1 1,6
3537|MMP9 1 1 1 1 1 1 1
TIMP 2 1 1 1 1 1 1 2,2
5627|MMPS  |..... ... -
TIMP 1 1 1 1 1 1 1 2
9260 MMP9 1 1 1 1| - - - - 1,33
TIMP 1 1 1 1 - - - - 2
9787|[MMPS  |.......  [..... -
TIMP 0 0 0 of - - - - 0,66

Sinal (-) indica que a estrutura nao foi visualizada
Sinal (...) indica que areag&o nédo estava disponivel para anélise
Tubular**
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ANEXO Parecer do comité de ética em pesquisa

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp CAMPUS DE SAQ JOSE 105 CAMPOS
N Lrwn 199 FACTLDADE DE ODONTOLOGIA

Comité de Etica em Pesquisa
Com Seres Humanos

* CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 058/2011-PH/ICEP,
referente ao Projeto infitulado “Analises Imunoistoquimica das
metaloproteinases (MMP -2; -3; -7; -8; -9; e -13) e das TIMPs (-1; -2)
em neoplasias benignas e malignas de glandulas salivares”, sob a
responsabilidade de LUIZ EDUARDO BLUMER ROSA, tendo como
orentada MICHELINE BICA GUTTERES, estd de acordo com o0s
Principios Eticos, seguindo diretrizes @ normas regulamentadoras de
pesquisa, com seres humanos, conforme, Resolugdo n® 196/96 do
Conselho Nacional de Salde e foi aprovado por este Comité de Etica
em Pesquisa.

S&o José dos Campos, 05 de setembro de 2011,

Ay
Profa. Adjunto/JANETE DIAS ALMEIDA
Coordenadora
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