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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi analisar a expressão do receptor de fator de crescimento 
epidermal (EGFR) no carcinoma ex adenoma pleomórfico (CXAP) de glândulas 
salivares pelo método imunoistoquímico, avaliando a possível relação da expressão 
do EGFR na transformação maligna do AP. Foram analisados 16 casos de CXAP 
em diferentes graus de invasão: intracapsular, minimamente invasivo e francamente 
invasivo. Adenomas pleomórficos (AP) e AP remanescentes em CXAP foram 
utilizados como controle. A análise qualitativa foi realizada por dois examinadores 
independentes. A análise quantitativa foi realizada através da contagem das células 
nas diferentes áreas tumorais. Para isso, em cada espécime foram contadas, no 
mínimo, 500 células, em aumento de 400X, obtidas de quatro campos aleatórios, 
com análise das imagens assistida por computador. Foram registradas as células 
positivas nas diferentes áreas, incluindo áreas in situ e periféricas dos tumores 
intracapsulares e minimamente invasivos e carcinomas francamente invasivos com 
componente epitelial e/ ou mioepitelial. Os resultados foram apresentados como 
porcentagem de células e/ ou núcleos positivos. O EGFR esteve presente no 
citoplasma e foi observado em alguns núcleos. Os CXAP intracapsulares e 
minimamente invasivos expressaram o EGFR na maioria das células luminais 
malignas das áreas in situ e da periferia tumoral (70,32% e 81,38%, 
respectivamente).  Nos subtipos francamente invasivos com diferenciação epitelial, a 
porcentagem de expressão foi 91,61%, tanto nas regiões de blocos como nas 
regiões de ilhas e ninhos. Nos subtipos invasivos com diferenciação mioepitelial 
houve expressão do EGFR em 99,69% das células. A imunoexpressão do EGFR 
aumentou com a evolução tumoral, e mostrou-se um fator importante tanto na 
transformação maligna do AP como na progressão do CXAP. Sua presença nas 
áreas periféricas do CXAP nos leva à hipótese de que o receptor esteja envolvido no 
processo de invasão, o que requer maiores investigações. 
Palavras-chave: EGFR. Carcinoma ex adenoma pleomórfico. Imunoistoquímica. 
 



 

ABSTRACT 
 

Immunoexpression of epidermal growth factor receptor (EGFR) was investigated 
along the progression of pleomorphic adenoma (PA) to carcinoma ex pleomorphic 
adenoma (CXPA) using 16 cases of CXPA in different degrees of invasion –
intracapsular, minimally and frankly invasive carcinoma. PA without carcinoma and 
residual PA in CXPA were used as control. To this aim, positive cells in different 
areas including in situ and peripheral areas of both intracapsular and minimally 
invasive tumors as well as in the frankly invasive carcinoma with only epithelial 
component and/or myoepithelial component were counted. A minimum of 500 cells at 
400X in aleatory fields was counted for each site by the computer-assisted image 
analysis. Results were presented as percentage of positive stained cells. EGFR was 
observed in the cytoplasm and it was also present in some nuclei. In situ areas of 
intracapsular and minimally invasive types showed strong expression of EGFR in 
almost all malignant luminal cells. In the peripheral areas, EGFR was present in the 
greater number of cells (70.32% and 81.38%, respectively). In frankly invasive of the 
epithelial type, the percentage of positive cells was 91.61%, counted in areas with 
small nests as well as in large blocks of cells. In frankly invasive type with 
myoepithelial component, EGFR was observed in 99.69% of cells. In conclusion, the 
immunohistochemical expression of EGFR increased with tumor evolution, and it 
seems to be an important factor in both malignant transformation of AP as well as in 
tumor progression. Its presence in the focal areas in the periphery of the tumors 
leads us to the hypothesis that it is involved in the invasive process, which deserves 
further investigation. 
Keywords: EGFR. Carcinoma ex pleomorphic adenoma. Immunohistochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Adenoma Pleomórfico (AP) é uma neoplasia benigna de glândulas 

salivares. De acordo com a literatura, o AP é o tumor de glândula salivar mais 

comum, respondendo por 45 a 74%de todas as neoplasias de glândulas salivares 

(Eneroth, 1971; Shafer, 1987; Eveson et al., 2005). Caracteriza-se, histologicamente, 

por células epiteliais e mioepiteliais imersas em uma matriz mucóide, mixóide ou 

condróide, podendo ou não estar envolto por cápsula fibrosa. Os componentes 

epiteliais podem formar ductos, cordões ou ilhotas celulares sólidas. 

O carcinoma ex adenoma pleomórfico (CXAP) corresponde à 

transformação maligna do AP. Com a transformação maligna, ocorre invasão 

tecidual, pleomorfismos celulares e mitoses atípicas. Este tumor compreende, 

aproximadamente, 3,6% de todos os tumores de glândulas salivares, 12% de todas 

as neoplasias malignas de glândulas salivares e 6,2% de todos os AP (Gnepp et al., 

2005). 

Os EGFR são os receptores da superfície celular para os membros da 

família dos fatores de crescimento epidermal (EGF). Pertencem à família dos 

receptores ErbB, uma subfamília de quatro tirosino-quinases intimamente 

relacionadas: EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) e HER4 (ErbB-

4). São proteínas que possuem ampla ação biológica, entre elas estimulação da 

síntese de DNA, proliferação, migração e adesão celular (Fallon et al., 1984). 

A super- expressão, desregulação ou mutação do EGFR têm sido 

associadas a diversas neoplasias malignas, como carcinoma de pulmão (Veale et 

al., 1987; Gorgoulis et al., 1992), carcinoma gástrico (Sugiyama et al., 1989), 
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carcinoma de mama (DiRenzo et al., 2002; Santini et al., 2002; van der Groep, 2004; 

Tsuda et al., 2005; Dabbs et al., 2006; Rakha et al., 2006; Talley et al., 2008) e 

carcinoma epidermóide oral (Diniz-Freitas et al., 2007; Fischer et al., 2008).  

Verifica-se que a ativação constitutiva do EGFR nas neoplasias malignas 

resulta na divisão descontrolada das células. Por isso, o bloqueio de sua atividade 

nas células tumorais tem sido um dos alvos terapêuticos para o tratamento destas 

patologias (Harari, 2004; Mendelsohn, Baselga, 2006; Younes et al., 2006; 

Hamakawa et al., 2008). 

Em glândulas salivares, a expressão do EGFR tem sido estudada em 

diversos tumores, como carcinoma adenóide cístico (Vered et al., 2002), carcinoma 

mucoepidermóide (Gibbons et al., 2001; Younes et al., 2006; Hoyek-Gebeily et al., 

2007; Shang et al., 2008) e adenocarcinoma (Nagao et al., 1998). 

Entretanto, até a presente data, foram realizados apenas dois estudos 

para verificar o papel da imunoexpressão do EGFR no CXAP. Nestes estudos, 

observou-se o aumento significativo da expressão do receptor com a progressão 

tumoral (Katori et al., 2007; Matsubayashi, Yoshihara, 2007).   

Em nosso laboratório, o CXAP mostrou-se um modelo interessante para 

estudar a transformação maligna de um tumor benigno e para avaliar as 

modificações das células malignas, bem como as modificações dos tecidos e células 

adjacentes.  

Estudos adicionais para a verificação do papel da imunoexpressão do 

EGFR no CXAP, tanto em relação à proliferação celular como em relação à 

progressão e invasão tumoral, são importantes para o desenvolvimento de terapias 
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anti-neoplásicas direcionadas a alvos moleculares nos tumores de glândulas 

salivares. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Glândulas salivares 

As glândulas salivares são estruturas responsáveis pela produção de 

saliva, secreção primariamente envolvida no processo digestivo e na proteção da 

mucosa. A secreção salivar depende da estimulação aferente (por exemplo, paladar 

e mastigação) e é controlada pelo sistema nervoso autônomo. Sua composição é 

99% de água e 1% de componentes inorgânicos e orgânicos (proteínas, 

glicoproteínas e enzimas). As glândulas salivares compreendem três pares de 

glândulas maiores, denominadas parótida, submandibular e sublingual, e numerosas 

glândulas menores, que se distribuem por quase toda a mucosa que reveste a 

cavidade bucal e orofaringe, e glândulas similares estão presentes no trato 

respiratório superior e sino-nasal, além dos seios paranasais (Araújo, Araújo, 1984).  

Histologicamente, as glândulas salivares maiores são envolvidas por 

cápsula fibrosa e consistem em lóbulos separados por septos fibrosos. As glândulas 

salivares menores possuem a mesma estrutura, com exceção da cápsula. Cada 

lóbulo forma um agrupamento de ácinos e ductos (Berkovitz et al., 2002).  

Os ácinos são formados por células serosas, mucosas ou mistas que 

excretam saliva para um lúmen central que a conduz aos ductos. Os ductos 

intercalares dão continuidade ao fluxo, seguindo para os ductos estriados e 

finalmente para os ductos excretores (Berkovitz et al., 2002).   

As células mucosas possuem núcleo basal achatado, com citoplasma 

claro que contém vacúolos de sialomucina.  As células serosas têm formato 

triangular com núcleo basal e citoplasma rico em grãos de zimogênio densamente 
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basofílicos que são positivos para a coloração com PAS (do inglês “periodic acid 

Schiff”). Sua secreção principal é a amilase (Berkovitz et al., 2002).   

As estruturas acinares e os ductos são envolvidos por células 

mioepiteliais contráteis, variáveis na morfologia e que contêm actina de músculo liso, 

miosina e filamentos intermediários, incluindo citoqueratina 14. Estas células 

possuem longos processos dendríticos que abraçam os ácinos e ductos (Eveson et 

al., 2005). 

O tecido conjuntivo das glândulas salivares contém, além de fibroblastos e 

colágeno, adipócitos. Com a idade, há uma diminuição no volume das células 

secretoras e um aumento nos componentes do tecido conjuntivo, especialmente no 

número de adipócitos (Eveson et al., 2005). 

A glândula parótida é quase totalmente serosa, enquanto as glândulas 

sublinguais e submandibulares são mistas e as menores, mucosas (Eveson et al., 

2005). 

 

2.2 Tumorigênese das glândulas salivares 

2.2.1 Adenoma pleomórfico (AP) 

De acordo com a literatura, o adenoma pleomórfico (AP) é o tumor de 

glândula salivar mais comum, respondendo por 45 a 74%de todas as neoplasias de 

glândulas salivares (Eneroth, 1971; Shafer, 1987; Eveson et al., 2005).  

A OMS (Eveson et al., 2005) classifica o AP como uma neoplasia benigna 

de glândulas salivares caracterizada por polimorfismos celulares e arquiteturais.  
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2.2.1.1 Aspectos histológicos  

O AP apresenta grande diversidade histopatológica. Os componentes 

essenciais do tumor são elementos epiteliais (luminais), mioepiteliais (não-luminais) 

e mesenquimais (estroma), podendo ou não apresentar cápsula.  

As células luminais formam estruturas ductais de tamanhos variáveis 

circunscritas por uma ou múltiplas camadas de células não-luminais, ou mioepiteliais 

(Dardick, 1996). 

As células mioepiteliais podem ser morfologicamente semelhantes às 

células luminais ou ter citoplasma claro e núcleos hipercromáticos (Eveson et al., 

2005). Podem ser fusiformes, ovais ou plasmocitóides (Dardick, 1996).  

A cápsula, quando presente, varia em espessura (Eveson et al., 2005). 

Raramente são vistas células mucosas, sebáceas e células serosas 

acinares, que são geralmente benignas e tipicamente apresentam núcleo vacuolado, 

sem nucléolo proeminente e com pouca freqüência de mitoses (Eveson et al., 2005). 

Metaplasia escamosa, às vezes com formação de pérolas de queratina, 

pode ser vista tanto nos ductos como nos lençóis, e ocasionalmente há metaplasia 

mucosa com mudança evidente nas células claras (Eveson et al., 2005). 

O componente mesenquimal é mucóide, mixóide, cartilaginoso ou 

hialinizado, e às vezes compõe o maior volume do tumor. Pode haver material 

cristalóide como cristais de oxalato e formação de tecido ósseo (Eveson et al., 

2005). 
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Nos tumores com inflamação mais extensa e necrose, pode haver 

aumento nas figuras mitóticas e alguma atipia celular. Além disso, a metaplasia 

escamosa pode ser confundida com malignidades (Eveson et al., 2005). 

Ocasionalmente, células tumorais podem ser vistas dentro de espaços 

vasculares. Estes estão geralmente dentro do corpo do tumor ou na periferia. Às 

vezes são vistas nos vasos distantes da maioria da massa tumoral. Entretanto, este 

achado parece não ter nenhum significado em termos de comportamento tumoral ou 

risco de metástase (Eveson et al., 2005). 

 

2.2.1.2 Perfil imunológico  

Segundo Araújo et al. (2000), as células luminais são positivas para as 

citoqueratinas (CK) 7, 8, e 19, com expressão variável para CK 14, enquanto as 

células mioepiteliais neoplásicas expressam CKs ocasionalmente. 

As células mioepiteliais neoplásicas co-expressam vimentina e actina α de 

músculo liso (Araújo et al., 2000), e são variavelmente positivas para proteína S-100, 

GFAP (glial fibrillary acid protein), calponina, CD10 e actina músculo-específica 

(HHF-35) (Dardick et al.,1992; Dardick, 1996).  

A vimentina e a actina α de músculo liso estão presentes nas células 

mioepiteliais neoplásicas da maioria dos casos de AP, e por isso são marcadores 

mais confiáveis para estas células nestes tumores, segundo Araújo et al. (2000). 

 

 

 



 16

2.2.2 Carcinoma ex- Adenoma Pleomórfico (CXAP) 

O carcinoma ex-adenoma pleomórfico (CXAP) é o neoplasma mais 

comum dentro da categoria de tumores malignos mistos. Caracteriza-se por uma 

neoplasia epitelial maligna, na qual porções de AP são identificáveis. Também pode 

ser denominado carcinoma ex-tumor misto, carcinoma em tumor misto ou carcinoma 

iniciando em um tumor misto (Seifert et al., 1992; Gnepp, 1993). 

O componente maligno pode apresentar as características histológicas de 

adenocarcinoma, carcinoma escamoso, mistura de ambos ou carcinoma 

indiferenciado (Spiro et al., 1977; Tortoledo et al., 1984; Gnepp, 1993). O diagnóstico 

de um CXAP depende da identificação da combinação de invasão, mitoses atípicas 

e pleomorfismo celular e nuclear compatível com malignidade (Dardick, 1996). As 

atipias celulares e o aumento na atividade mitótica das células podem ser 

observados nos componentes luminais, não- luminais ou ambos, sendo este o 

diagnóstico diferencial do AP (Dardick, 1996). 

O CXAP compreende, aproximadamente, 3,6% de todos os tumores de 

glândulas salivares, 12% de todas as malignidades salivares e 6,2% de todos AP 

(Gnepp et al., 2005). 

Segundo a OMS (Gnepp et al., 2005), a distinção entre tumores não 

invasivos e invasivos é baseada na invasão destrutiva do componente 

carcinomatoso através da cápsula dentro dos tecidos peritumorais.  

De acordo com Brandwein et al. (1996), o CXAP é classificado 

histologicamente em: intracapsular, minimamente invasivo (≤ 1,5 mm de invasão 

extra-capsular) e invasivo (≥ 1,5 mm de invasão extra-capsular).  
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Ainda, conforme Altemani et al. (2005), os CXAP podem ser classificados 

em carcinomas com diferenciação epitelial e carcinomas com diferenciação epitelial 

e/ou mioepitelial, dependendo do tipo celular predominante. Tumores com 

diferenciação epitelial e/ ou mioepitelial são observados nos subtipos invasivos. 

 

2.2.2.1 Histogênese 

O CXAP evolui histologicamente a partir de um carcinoma não invasivo 

(carcinoma in situ) em um AP ou de um AP com severas mudanças displásicas. As 

mudanças consistem tipicamente em células tumorais substituindo a camada 

epitelial interna do ducto normal, deixando a camada mioepitelial externa intacta 

(Gnepp et al., 2005). 

Na fase inicial, células carcinomatosas com núcleos grandes e atípicos 

substituem as células ductais luminais neoplásicas benignas, enquanto são retidas 

por uma camada intacta de células mioepiteliais não atípicas do AP pré-existente. 

Isto pode ser considerado um carcinoma in situ e não existe potencial metastásico 

(Cheuk, Chan, 2007). 

Com o tempo, as células carcinomatosas rompem a camada mioepitelial 

neoplásica benigna e invadem o estroma ao redor. Se este processo ainda está 

confinado ao AP que o originou, o carcinoma é considerado intracapsular. O 

prognóstico é excelente com a excisão completa (Cheuk, Chan, 2007).   

Se a invasão se estender além da cápsula fibrosa do AP que o originou, o 

CXAP é considerado invasivo. Entretanto, ele também deve ser categorizado como 

“minimamente invasivo” e “francamente invasivo” (Cheuk, Chan, 2007).   
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Na maioria dos casos (75%) as células epiteliais luminais sofrem 

transformação maligna. Em outros casos (19%), o carcinoma mostra tanto 

diferenciação epitelial como mioepitelial, ou puramente diferenciação mioepitelial 

(6% dos casos) (Altemani et al., 2005).  

 

2.2.2.2 Aspectos histológicos 

Microscopicamente, a proporção de componentes benignos ou malignos 

pode variar. O componente maligno pode ser um adenocarcinoma pobremente 

diferenciado (tipo carcinoma do ducto salivar) ou um carcinoma indiferenciado, 

entretanto qualquer forma de carcinoma pode ser encontrada. Desta forma, um 

padrão de crescimento infiltrativo destrutivo é o critério mais confiável de diagnóstico 

(Gnepp et al., 2005). 

O componente epitelial apresenta hipercromasia nuclear, mitoses e 

pleomorfismos freqüentes, embora alguns tumores apresentem atipia mínima. Esta 

última característica determina a gradação do tumor e está correlacionada ao 

prognóstico (Gnepp et al., 2005).   

 

2.2.2.3 CXAP intracapsular ou minimamente invasivo 

São tumores circunscritos ou encapsulados com alguns componentes 

definíveis do AP, além do componente epitelial maligno.  

Histologicamente, os intracapsulares apresentam-se como AP com 

componentes malignos totalmente encapsulados, e se não encapsulados, ainda 
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dentro do limite externo do AP; já os minimamente invasivos excedem além do AP 

original ou cápsula em até 1,5 mm (Dardick, 1996).   

Estes tumores podem apresentar três áreas histologicamente distintas: 

áreas de AP remanescente (semelhantes ao tumor de origem), áreas de carcinoma 

intraductal e áreas de carcinoma (Altemani et al., 2005). 

As áreas com carcinomas intraductais apresentam estruturas compostas 

por células não- luminais (mioepiteliais) e células luminais (epiteliais) malignamente 

transformadas. As células mioepiteliais são remanescentes das estruturas ductais do 

AP, e formam uma camada intacta localizada entre as células luminais e a lâmina 

basal. Nos ductos maiores, preenchidos por células carcinomatosas, as células 

mioepiteliais aparecem comprimidas e, em alguns casos, desaparecem (Altemani et 

al., 2005). 

As áreas de carcinoma são compostas por blocos ou ilhas de células 

epiteliais sem o mioepitélio remanescente. As células epiteliais são poligonais, com 

citoplasma eosinofílico extenso, núcleo centralizado e nucléolos proeminentes. Pode 

ser observado pleomorfismo nuclear variando de moderado a intenso, além de 

mitoses freqüentes e focos de necrose. As células malignas têm origem em um 

carcinoma ou adenocarcinoma com padrão de crescimento glandular ou papilar 

(Altemani et al., 2005). 

Entremeando o componente epitelial atípico pode haver estroma 

relativamente acelular, hialino ou mixóide.  Nódulos satélites de tumor podem estar 

presentes dentro da cápsula ou fora dela. Raramente observa-se calcificação 

(Dardick et al., 1996).  
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Em 2006, Araújo et al. estudaram a participação das células mioepiteliais 

benignas nas áreas intraductais de CXAPs. Para isso, investigaram o perfil 

imunoistoquímico destas células em quatro casos de CXAP e compararam às 

células mioepiteliais das estruturas semelhantes a ductos no AP residual.  O painel 

de anticorpos utilizados na reação imunoistoquímica (CK14, actina de músculo liso, 

calponina, p63, CD10 e D2-40, laminina e maspin), mostrou expressão mais 

acentuada nas células mioepiteliais envolvendo as células luminais malignas do 

CXAP do que nas células mioepiteliais das estruturas semelhantes a ductos no AP, 

revelando que no processo de transformação maligna, as células mioepiteliais 

benignas tornam-se diferenciadas e produzem proteínas importantes relacionadas à 

função de supressão tumoral.    

 

2.2.2.4 CXAP francamente invasivo 

Histologicamente, o CXAP francamente invasivo estende-se mais de 1,5 

mm além da cápsula ou limite externo do tumor. Não é circunscrito e apresenta 

margens infiltrativas. Apresenta alguma evidência presente do AP que o originou, 

mas a proporção entre os componentes benignos e malignos varia 

consideravelmente (Dardick, 1996). 

Os CXAP francamente invasivos podem ser de origem epitelial, 

mioepitelial ou mistura de ambos (Altemani et al., 2005). 

Os elementos epiteliais malignos variam em adenocarcinoma, carcinoma 

de células escamosas, carcinoma indiferenciado, ou mistura destes subtipos. Os 

padrões de crescimento do adenocarcinoma podem ser glândulo-ductais, papilares 

ou pobremente diferenciados (Dardick, 1996; Altemani et al., 2005).  
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A infiltração através da cápsula por mais de 8 mm envolve as glândulas 

salivares e tecidos moles adjacentes, e neste estágio o tumor apresenta prognóstico 

pobre. É comum a invasão perineural e perivascular, podendo haver também 

necrose e hemorragia (Dardick, 1996).    

 

2.2.2.5 Diferenciação epitelial e/ou mioepitelial do CXAP invasivo 

Altemani et al. (2005) aplicaram um painel de anticorpos contra proteínas 

do citoesqueleto (CK7, 8, 14, 13 e 19, vimentina e actina de músculo liso) em 16 

casos de CXPA (cinco intra-capsulares, quatro minimamente invasivos, sete 

francamente invasivos) para caracterizar quais componentes celulares do AP sofrem 

transformação maligna. O resultado obtido pela aplicação do painel de anticorpos 

permitiu a separação dos CXAPs francamente invasivos em dois grupos menores: 

carcinomas com diferenciação epitelial (75% dos casos) e carcinomas com 

diferenciação mioepitelial (25% dos casos). Nos CXAPs com diferenciação epitelial, 

células luminais malignas aparecem nas estruturas semelhantes a ductos como 

carcinoma intraductal.  Os carcinomas com diferenciação mioepitelial (não-luminal) 

foram compostos na maioria ou quase exclusivamente por células que expressaram 

vimentina e menos freqüentemente, actina de músculo liso, e neste grupo não foram 

identificadas estruturas ductais remanescentes do AP preenchidas por células 

luminais malignas.  

O grau de angiogênese e a área vascular total também apresentam 

padrões distintos no CXPA com ou sem diferenciação mioepitelial. Pobre 

vascularização associada a uma maior distribuição microvascular é característica do 

CXPA com diferenciação mioepitelial (Soares et al., 2007). 
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2.2.2.6 Perfil imunológico e prognóstico  

Rosa et al. (1996) avaliaram a expressão imunoistoquímica da 

oncoproteína c-erbB-2 em 16 casos de CXPA. A expressão de membrana para a c-

erbB-2 foi encontrada em 21,1% de todos os casos, todos correspondentes às áreas 

com adenocarcinomas de alto grau, enquanto áreas carcinomatosas de baixo grau e 

AP apresentaram-se sem expressão. Os autores concluíram que o acúmulo da 

proteína c-erbB-2 está associada à aquisição de um fenótipo maligno no CXPA. 

Lewis et al. (2001) avaliaram retrospectivamente 73 casos de CXPA de 

glândulas salivares maiores pela análise imunoistoquímica de queratinas (AE1/AE3, 

CK7, CK20), antígeno epitelial de membrana (EMA), antígeno carcino-embriônico 

(CEA), vimentina, actina, proteína S-100, GFAP e oncoproteínas p53 e c-erbB-2; 

com o objetivo de descrever as características patológicas e identificar potenciais 

fatores de prognóstico.  A expressão resultante foi positiva para AE1/AE3 em 97% 

dos casos, CK7 em 94%, EMA em 86%, CEA em 75%, vimentina em 52%, proteína 

S-100 em 29% e oncoproteínas p53 e c-erbB-2 em 41% e 30% dos carcinomas, 

respectivamente. Nenhuma oncoproteína foi associada com a diminuição da 

sobrevivência, entretanto os autores sugerem que o CXAP intra-capsular apresenta 

bom curso clínico e que fatores de prognóstico no CXAP incluem estágio tumoral, 

grau, proporção do carcinoma, extensão da invasão e índice de proliferação. 

Félix et al. (2004) avaliaram a imunoexpressão da tenascina, proteína da 

matriz extracelular relacionada à morfogênese tumoral, bem como invasão local e 

comportamento metastásico, em 20 casos de CXAP e 63 casos de AP. A expressão 

da tenascina foi significativamente menor no AP (25%) quando comparada aos 

componentes benignos e malignos do CXAP (75% e 90%, respectivamente). Nos 

CXAPs, houve diferença significativa na freqüência de depósitos de tenascina ao 
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redor das células neoplásicas dos tumores que sofreram metástase (73%) e dos que 

não sofreram metástase (0%). Os autores concluíram que a deposição de tenascina 

está envolvida nos mecanismos de transformação maligna dos AP em CXAP, assim 

como está relacionada com a progressão clínica da doença. 

Araújo et al. (2008) avaliaram a expressão imunoistoquímica da tenascina 

e da fibronectina em 17 casos de CXAP, classificados de acordo com a presença de 

células epiteliais e mioepiteliais e grau de invasão (intracapsular, minimamente e 

francamente invasivo). Tanto a tenascina como a fibronectina expressaram em todos 

os casos de CXAP, entretanto, a fibronectina foi fortemente expressa nos 

carcinomas do subtipo epitelial, enquanto a tenascina nos carcinomas do subtipo 

mioepitelial. A tenascina também expressa em algumas áreas da borda dos tumores 

do subtipo intracapsular e minimamente invasivo, o que poderia representar a real 

fronte de invasão destes tumores.    

Furuse et al. (2008) demonstraram que, nos CXAP do subtipo 

francamente invasivos com componente epitelial e/ou mioepitelial, a expressão de 

HGFA (fator de crescimento de hepatócitos), uma citocina envolvida em diversos 

processos biológicos como migração, proliferação celular e angiogênese, foi 

negativa em todas as células.  

Também foi demonstrado que na periferia CXAP alguns pequenos grupos 

de células perderam positividade para o PDGF (fator de crescimento derivado de 

plaquetas), embora a expressão de PDGF e seu receptor tenham aumentado com o 

grau de malignidade (Demasi et al., in press).  
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2.3 Receptor de fator de crescimento Epidermal (EGFR) 

Os fatores de crescimento epidermal, do inglês “Epidermal Growth Factor” 

(EGF), foram primeiramente descritos por Cohen em 1961 (Cohen, 1962), e são 

proteínas regulatórias essenciais para a sobrevivência celular. Normalmente, 

desempenham papéis importantes no controle do crescimento, proliferação e 

diferenciação das células tanto de origem ectodérmica como mesenquimal (Jorissen 

et al., 2003; Henson, Gibson, 2006). Estruturalmente, o EGF humano é uma proteína 

com peso molecular de 6045 Da formada por 53 aminoácidos residuais (Carpenter, 

Cohen, 1990).  

O receptor de fator de crescimento epidermal (do inglês, “Epidermal 

Growth Factor Receptor”, ou EGFR, ErbB-1, HER) é o receptor de vários membros 

das proteínas ligantes da família EGF. É uma glicoproteína de membrana plasmática 

de peso molecular 170-kDa (Singh, Harris, 2005), e o gene que codifica esta 

proteína localiza-se na região p12 do cromossomo 7.  

Os primeiros estudos sobre a existência de um receptor específico para o 

EGF na superfície da célula ocorreram na década de 70, quando Fimiani et al. 

(1973) avaliaram as características da ligação do EGF a membranas plasmáticas 

purificadas do epitélio de córnea bovina. Na mesma época, O'Keefe et al. (1974) 

observaram um sítio de ligação específico para o EGF nas membranas celulares do 

fígado e da placenta de ratos. Em seguida, Hollenberg & Gregory (1977) observaram 

que tanto o EGF humano como de ratos compartilhavam um sítio receptor comum 

em fibroblastos humanos cultivados. Pela primeira vez, descreveu-se o EGFR como 

uma proteína de membrana receptora do EGF, em células de ratos (Das et al., 

1977). No ano seguinte, Lee & Weinstein (1978) verificaram que alguns ésteres 

promotores de tumores inibiam a ligação do EGF aos receptores celulares. Em 1979, 
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Fox & Das já sugeriam que a internalização e o processamento do EGFR em 

fibroblastos cultivados induziam a síntese de DNA (Das, Fox, 1978; Fox, Das, 1979).  

Enquanto isso, Linsley et al. (1979) caracterizaram a ligação direta do EGF a seu 

receptor. Em 1980, Cohen et al. isolaram e purificaram o EGFR, e três anos depois 

Carpenter (1983) caracterizava a atividade tirosino-quinase do EGFR induzida pela 

ligação ao EGF, enquanto Schreiber et al. (1983) investigavam seu papel biológico 

na transdução do sinal. 

O EGFR faz parte da família de receptores ErbB/HER, composta por 

quatro receptores de tirosino-quinases (RTKs) intimamente relacionados: EGFR 

(ErbB-1), HER-2/c-neu (ErbB-2), HER-3 (ErbB-3) e HER-4 (ErbB-4).  Enquanto o 

EGFR e o ErbB-2 são expressos em uma grande variedade de células, a expressão 

do ErbB-3 é restrita às células de origem epitelial ou neuroectodermal. Os quatro 

membros desta família são normalmente co-expressos em vários tecidos, exceto o 

sistema hematopoiético (Yarden et al., 2001).  

Os ligantes de mamíferos que podem ativar o EGFR na superfície celular 

incluem: EGF (Epidermal Growth Factor), TGF-α (Transforming Growth Factor- α), 

HB-EGF (Heparin-binding EGF), AR (Amphiregulin), BTC (Betacellulin), EPR 

(Epiregulin) e EPG (Epigen) (Singh, Harris, 2005).  

O papel da ativação do EGFR na proliferação celular, migração, apoptose, 

diferenciação e desdiferenciação foi demonstrado por estudos in vitro utilizando a 

administração exógena de ligantes do EGFR, incluindo EGF, TGF-α e HB-EGF 

(Cerpenter, Cohen, 1990; Alroy, Yarden, 1997). Cada ligante do EGFR é capaz de 

estimular a ativação autócrina/parácrina do receptor estimulando atividades 

biológicas distintas. Bioquimicamente, a expressão da família dos ligantes EGF varia 
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entre os tecidos e também entre diferentes células do mesmo tecido (Todaro et al., 

1980; Singh, Harris, 2005). 

Tanto o EGF como o TGF-α extracelulares ligam-se com alta afinidade ao 

EGFR na superfície celular estimulando a atividade de proteína tirosino-quinase do 

receptor, que inicia uma cascata de transdução do sinal resultando em uma série de 

mudanças bioquímicas dentro da célula, como aumento nos níveis de cálcio intra- 

celular, glicólise, síntese protéica e expressão de certos genes. Estas mudanças 

resultam em síntese de DNA e proliferação celular (Fallon et al., 1984).   

O EGFR também interage com seus três homólogos conhecidos, ErbB-2, 

ErbB-3 e ErbB-4 formando heterodímeros (Carpenter, Cohen, 1990), sendo o ErbB-2 

o parceiro preferencial de interação com o EGFR para a formação de heterodímeros 

(Graus-Porta, 1997). Heterooligômeros envolvendo o EGFR e outros receptores da 

superfície celular, como os complexos EGFR e fator de crescimento derivado de 

plaquetas (do inglês “platelet-derived growth factor”, ou PDGF) também foram 

observados (Lee et al., 2002). Existem ainda evidências que sugerem a formação de 

grupos de EGFR ligante-ativados, embora não se saiba se o agrupamento é 

importante para a auto-ativação ou se ocorre como conseqüência da ativação dos 

dímeros individuais (Oda et al., 2005). 

A molécula EGFR contém três regiões: uma extracelular, que contém o 

domínio de ligação para a proteína ligante, uma pequena região trans-membrana e 

uma região intracelular, que contém o domínio C- terminal de ligação com múltitiplos 

sítios de fosforilação (Wells, 1999).  

A região extracelular é composta por quatro subdomínios (L1, CR1, L2 e 

CR2) envolvidos na adesão do ligante ao receptor, dimerização e interações do 
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EGFR com outras proteínas de membrana (Ogiso et al., 2002). A união do ligante ao 

receptor ocorre nos domínios L1 e L2; e o maior domínio de ligação do EGFR ao 

EGF e TGF-α parece ser o L2, embora as porções N-terminais do EGF e TGF-α 

liguem-se ao domínio L1 do receptor. Os domínios CR1 e CR2, regiões ricas em 

cisteína, consistem em um número de pequenas moléculas unidas aparentemente 

por uma ou duas pontes dissulfito, e o grande loop do domínio CR1 faz contato com 

o domínio CR1 do EGFR homólogo, e também contatos menores com os domínios 

L1 e L2 (Ogiso et al., 2002). Esta interface participa na formação dos dímeros 

fisiologicamente ativos na superfície celular. As demais regiões do domínio 

extracelular mediam as interações com outras proteínas de membrana (Singh, 

Harris, 2005). 

A pequena região trans-membrana separa o domínio extracelular da 

região citoplasmática e serve como um sítio de atenuação de feedback pelas PKC 

(proteino-quinases C) e quinases erkMAP (quinase regulada pelo sinal extracelular, 

proteíno- quinase ativada por mitógenos) (Wells, 1999; Singh, Harris, 2005).  

A porção intracelular C-terminal do EGFR contém o domínio tirosino-

quinase, cuja fosforilação modula a transdução do sinal, sendo formada por: cinco 

motivos de auto-fosforilação (resíduos de tirosina Y992, Y1068, Y1086, Y1148, 

Y1173), que se liga a proteínas contendo os domínios SH2 ou PTB (ligante de fosfo-

tirosina); três motivos de internalização (aminoácidos 973, 966 e 1149), que 

compreendem uma volta curta; e sítios de trans-fosforilação, ativação proteolítica e 

degradação (sítio de clivagem da calpaína) (Carpenter, Cohen, 1990; Wells, 1999; 

Singh, Harris, 2005). 

Estudos sugerem que a porção C-terminal também funciona como um 

substrato auto-inibitório, e que a deleção da porção citoplasmática ou mutação dos 
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sítios de auto-fosforilação torna o EGFR ligante-ativado incapaz de fosforilar os 

substratos cadeia abaixo (Bertics et al., 1988; Helin et al., 1991).  

Ativado, o EGFR sofre transição da forma monomérica inativa para formar 

um homo/ heterodímero ativo, embora haja evidências de que dímeros ativos pré-

formados possam existir antes da união do EGFR ao ligante (Oda et al., 2005). A 

dimerização do complexo EGFR estimula sua atividade tirosino-quinase intrínseca, e 

como resultado, ocorre auto-fosforilação dos cinco resíduos de tirosina (Y992, 

Y1068, Y1086, Y1148 e Y1173) na porção C-terminal do receptor e internalização 

celular (endocitose) do complexo ligante/EGFR. A auto-fosforilação e internalização 

promovem a ativação de uma cascata de proteínas sinalizadoras que se associam 

às tirosinas fosforiladas através de seus domínios SH2. A cascata de proteínas 

sinalizadoras desencadeadas pelo EGFR inclui as seguintes proteínas: fosfolipase 

C-g (Thomas et al., 2003), proteína Ras (Alroy, Yarden, 1997) e outras pequenas 

GTPases da família Ras, como a Rho e Rac, proteínas STAT (do inglês, “signal 

transducer and activator of transcription”, ou transdutor do sinal e ativador de 

transcrição) (David et al., 1996), proteína G, proteíno- quinases PI3 e fosfolipase D e 

a tirosino-quinase Src (Hackel et al., 1999). Como conseqüência, esta cadeia de 

proteínas ativadas inicia a transdução do sinal via mecanismos MAPK, AKT e JNK, 

levando à síntese de DNA no núcleo e proliferação celular (Oda et al., 2005).  

Em síntese, a união ao ligante induz a atividade quinase do EGFR 

seguida pela internalização do complexo ligante-receptor e transdução do sinal. 

Dentro dos compartimentos celulares com ambiente ácido, o destino do EGFR é 

decidido pelas propriedades do respectivo ligante: enquanto o ligante EGF 

permanece unido e direciona o complexo EGF/EGFR para a degradação, o ligante 

TGF-α dissocia-se e o receptor é reciclado (Singh, Harris, 2005).  
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Evidências recentes sugerem um novo modo de sinalização do EGFR, no 

qual o EGFR ativado sofre translocação nuclear mediando outros processos 

celulares, como regulação da expressão gênica. Esta rota de sinalização é distinta 

do mecanismo bem caracterizado que envolve a transdução dos sinais mitogênicos 

através da sinalização de múltiplas cascatas de proteínas. A atividade transcricional 

do EGFR nuclear parece depender da transativação de seu domínio C-terminal e de 

sua interação física e funcional com outros fatores de transcrição que contêm 

atividade de ligação com o DNA (Lo, Hung, 2006).   

As respostas biológicas integradas à sinalização pelo EGFR são 

pleiotrópicas, incluindo mitogênese ou apoptose, aumento na mobilidade celular, 

secreção de proteínas, diferenciação ou desdiferenciação (Singh, Harris, 2005).  

O EGFR contribui primariamente para o desenvolvimento epitelial, 

enquanto os outros receptores ErbB regulam a formação de outros tecidos, incluindo 

tecidos neurais e musculares esqueléticos (Miettinen et al., 1995; Sibilia et al., 1998).  

O EGFR é normalmente expresso nas células não-neoplásicas, mas pode 

estar super-expresso nas células cancerígenas. Tanto as mutações, como a super-

expressão ou amplificação gênica do EGFR são encontradas em diversos tumores 

humanos como cânceres de mama, cabeça e pescoço e pulmão, com incidência 

particularmente alta em tumores cerebrais de origem glial (Rasheed et al., 1999).  

O mecanismo de sinalização nuclear do EGFR tem sido associado à 

maioria das características dos tumores mais agressivos, como aumento no 

potencial de proliferação, síntese de óxido nítrico e acelerada progressão na fase 

G1/S do ciclo celular (Lo, Hung, 2006). Na literatura, alguns autores relacionam a 

expressão nuclear do EGFR ao prognóstico dos pacientes com carcinoma de mama 
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(Lo et al., 2005) e carcinoma epidermóide de orofaringe (Psyrri et al., 2005), 

entretanto, muitos aspectos deste mecanismo de sinalização ainda não foram 

definidos. 

 

2.3.1 Imunoexpressão do EGFR nas neoplasias  

Na década de 80 foram realizados os primeiros estudos relacionando a 

expressão do EGFR à carcinogênese, quando este foi observado em vários tumores 

(Gusterson et al., 1984), entre eles carcinoma de células escamosas do pulmão 

(Hendler, Ozzane, 1984), glioblastomas (Libermann et al., 1985) e carcinomas de 

mama (Sainsbury et al., 1985).   

A expressão e amplificação do gene EGFR também foi observada em 

células A431, derivadas e cultivadas de carcinomas epidermóides humanos (Merlino 

et al., 1984; Xu et al., 1984; Merlino et al., 1985). 

A partir daí, surgiram vários trabalhos associando a técnica 

imunoistoquímica para a avaliação da expressão do EGFR em neoplasias como 

sarcomas (Gusterson et al., 1985), carcinomas de pulmão (Veale et al., 1987; 

Gorgoulis et al., 1992), carcinomas de mama (Wrba et al., 1988; Lewis et al., 1990), 

carcinoma epidermóide oral (Partridge et al., 1988), meningiomas (Shiurba et al., 

1988), carcinoma gástrico (Sugiyama et al., 1989), carcinoma de esôfago (Mukaida 

et al., 1990), carcinoma colorretal (Moorghen et al., 1990), etc.  

O primeiro trabalho avaliando a expressão imunoistoquímica do EGFR em 

glândulas salivares ocorreu em 1989 (Yamada et al., 1989). Posteriormente, 

surgiram trabalhos na década de 90 e atualmente diversos estudos têm sido feitos 
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para elucidar o papel da imunoexpressão do EGFR na tumorigênese das glândulas 

salivares.  

O desenvolvimento de reagentes sensíveis e sistemas de detecção, junto 

à introdução da recuperação antigênica induzida por temperatura específica, fazem 

da imunoistoquímica uma técnica indispensável nos exames histológicos de rotina, 

contribuindo para o diagnóstico, prognóstico e tratamento das diferentes lesões 

(Leong, Leong, 2006). As recomendações para o aperfeiçoamento e padronização 

da técnica são fornecidas pelo “Ad-Hoc Committee on Immunohistochemistry 

Standardization” (Goldstein et al., 2007). 

 

2.3.1.1 Tumores sólidos 

Leong et al. (2004) realizaram um estudo prospectivo de 75 pacientes 

com carcinoma indiferenciado de nasofaringe em um período de 4 anos, onde 

avaliaram a expressão imunoistoquímica do EGFR e relacionaram às variáveis 

clínico-patológicas da doença. Entre os espécimes avaliados, 82,7% apresentaram 

super-expressão do EGFR, o que se relacionou significantemente com o tamanho do 

tumor primário.  Entretanto, a expressão do EGFR não afeta a cura da doença ou a 

sobrevivência do paciente.  

Yamamoto et al. (2004) avaliaram a expressão imunoistoquímica da 

anpirregulina e do EGFR em 43 espécimes de histiocitoma fibroso maligno. A 

expressão da ampirregulina e do EGFR foi identificada em 79% e 84% dos 

espécimes observados, respectivamente. A co-expressão destes marcadores foi 

observada em 70% dos espécimes. 
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Bloomston et al. (2006), utilizando técnica microarray de tecidos, 

avaliaram o efeito da expressão imunoistoquímica do EGFR no carcinoma 

pancreático para determinar a associação do EGFR com as características 

histopatológicas e a conseqüência para os pacientes. Foram analisados 71 casos de 

adenocarcinoma pancreático e 18 casos de pancreatite crônica. O EGFR estava 

presente em 69% dos casos de adenocarcinoma pancreático e 39% dos casos de 

pancreatite crônica. Entretanto, não houve correlação estatisticamente significante 

entre a expressão do EGFR e o grau do tumor, tamanho ou invasão dos linfonodos.  

Langer et al. (2006) avaliaram a expressão imunoistoquímica das proteína 

EGFR, c-erbB-2, p53, p16, p27 e ciclina D1 por análise de microarray de tecidos de 

137 casos de adenocarcinomas primários de esôfago e relacionaram os resultados 

obtidos com fatores clínico- patológicos.  Os autores concluíram que a expressão 

imunoistoquímica da oncoproteína c-erbB-2, ciclina D1, p16, p27, p53 e EGFR na 

maioria dos adenocarcinomas esofageanos sugere sua relevância na patogênese 

desta entidade, entretanto nenhum dos marcadores moleculares avaliados foi de 

valor prognóstico. 

Laimer et al. (2007) avaliaram o significado prognóstico da super- 

expressão do EGFR no carcinoma epidermóide oral em um estudo retrospectivo de 

109 pacientes que foram submetidos à cirurgia de carcinoma oral e de orofaringe no 

período entre 1980 e 1997. Alta expressão do EGFR foi encontrada em 80 (73,42%) 

dos casos de amostras tumorais, e a super-expressão do EGFR foi 

significantemente relacionada à diminuição da sobrevida destes pacientes.     

Cimbaluk et al. (2007) avaliaram a expressão imunoistoquímica da 

proteína EGFR tanto nas células epiteliais como mesenquimais em 30 

carcinossarcomas de útero utilizando microarray de tecidos. Nos componentes 
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epiteliais, a expressão do EGFR foi encontrada em 30% dos casos, enquanto nos 

componentes mesenquimais, a expressão do EGFR foi encontrada em 67% dos 

casos. Desta forma, nos carcinossarcomas, a expressão do EGFR foi variável entre 

os componentes epiteliais e mesenquimais.  

Wang et al. (2007) avaliaram a expressão imunoistoquímica por 

microarray do EGFR em 103 amostras de tecidos de pacientes submetidos à 

ressecção de adenocarcinomas de esôfago e junção esôfago-gástrica e 

relacionaram os resultados obtidos com o prognóstico da doença. A expressão do 

EGFR foi observada em 32% dos casos e relacionada com classificação patológica 

avançada e metástase nos linfonodos, além de curta sobrevivência. 

Bralet et al. (2007) avaliaram e compararam a expressão 

imunoistoquímica do EGFR nas células do carcinoma de cólon durante a história 

natural do curso da doença, desde o tumor primário até a metástase aos linfonodos 

e fígado. As amostras foram analisadas independentemente por dois patologistas. A 

expressão do EGFR na membrana celular foi detectada em 38/40 carcinomas de 

cólon, 23/26 linfonodos e 51/64 metástases no fígado. Tanto os tumores primários 

como as metástases relacionadas expressaram EGFR em 28 pacientes (73% dos 

casos).  

Diniz-Freitas et al. (2007) analisaram a expressão imunoistoquímica do 

EGFR no carcinoma epidermóide oral e relacionaram aos achados clínicos, 

histológicos, curso da doença e prognóstico. Foram avaliados 47 casos, e a relação 

entre a expressão do EGFR e demais achados foi avaliada por testes estatísticos. 

Os autores encontraram ausência ou expressão fraca em 12 casos (25,5%) e 

expressão moderada ou intensa em 35 casos (74,5%). Entretanto, a expressão do 

EGFR não apresentou associação estatisticamente significante com nenhuma 
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variável clínica, histológica, biológica ou prognóstica considerada, não podendo ser 

utilizado como indicador de prognóstico no carcinoma epidermóide oral. 

Mallikarjuna et al. (2007) avaliaram a expressão imunoistoquímica da 

proteína EGFR em 60 melanomas e correlacionaram aos parâmetros clínico - 

patológicos. Metástases foram diagnosticadas nos pacientes com melanoma entre 5 

e 8 anos (médica de 6,5 anos). Neste estudo, a expressão do EGFR foi constatada 

em apenas 30% dos casos de melanoma. 

Smith et al. (2007) avaliaram a expressão imunoistoquímica dos fatores 

de crescimento EGFR, PDGFR-β, BFGFR e MIB-1 em 84 meningiomas, incluindo 36 

benignos, 29 atípicos e 19 malignos. A análise de sobrevivência foi obtida pelo 

acompanhamento dos dados dos pacientes que apresentavam tumores 

diagnosticados, com duração média de 9 anos (5,1 a 18,8 anos). A expressão 

imunoistoquímica do EGFR foi encontrada em 47% dos tumores benignos, 48% dos 

atípicos e 42% dos malignos. A ausência da expressão ao EGFR relacionou-se ao 

pobre prognóstico e curta sobrevivência dos pacientes com meningiomas atípicos, 

porém esta associação não foi encontrada nos casos de meningiomas benignos ou 

malignos. 

Wei et al. (2007) analisaram a expressão imunoistoquímica do EGFR e 

dos receptores HER2 e HER3 nos tumores esofagianos malignos primários e 

metástases correspondentes nos linfonodos. Observou-se que houve forte 

expressão do EGFR tanto na membrana das células metastáticas do carcinoma de 

células escamosas do esôfago como na membrana das células dos tumores 

primários. 
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Dobashi et al. (2007) investigaram a correlação entre amplificação gênica, 

mutação e super-expressão/ativação de proteínas e do EGFR em 39 casos de 

tumores ósseos e de tecidos moles. A super-expressão do EGFR foi encontrada por 

análise imunoistoquímica em 22,6% dos sarcomas, mas não nas lesões benignas. 

Pela técnica de imuno-blotting a super-expressão do EGFR foi encontrada em 47,4% 

dos sarcomas. Nos casos que não apresentaram aberrações gênicas, a super-

regulação do EGFR foi encontrada tanto nos sarcomas como nas lesões benignas, 

mas a ativação gênica foi encontrada apenas nos sarcomas. Os autores sugeriram 

que a ativação do EGFR nos tumores de tecidos ósseos e moles não pareceu estar 

especificamente relacionada com a ativação de moléculas específicas cadeia-

abaixo, porém nestes tumores o mecanismo AKT foi predominantemente ativado. 

Fischer et al. (2008) avaliaram o valor prognóstico da expressão do EGFR 

em 365 carcinomas epidermóides orais, utilizando imunoistoquímica e hibridização in 

situ em microarray de tecidos. Neste estudo os autores não observaram relação 

significante da expressão do EGFR com os dados clinico- patológicos do carcinoma 

epidermóide oral. 

 

2.3.1.2 Carcinomas de mama 

Möller et al. (1989) avaliaram a expressão imunoistoquímica do EGFR nas 

glândulas mamárias normais e em uma série de 213 tumores de mama primários 

não selecionados. Na mama normal, o EGFR foi expresso em quantidades variáveis 

nas células mioepiteliais, lobulares e ductais. Os autores concluíram que a 

expressão do EGFR não é exclusiva das células da linhagem epitelial, e que o 
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EGFR pode ter outras funções não relacionadas à proliferação, uma vez que é 

facilmente detectado nas células mioepiteliais normais. 

Pilichowska et al. (1997) avaliaram a expressão imunoistoquímica de 

fatores de crescimento e do EGFR com o receptor de estrógeno em 36 carcinomas 

de mama e comparou os resultados com 10 fibroadenomas. O EGFR foi 

regularmente expresso preferencialmente nas células mioepiteliais dos ductos 

mamários nos fibroadenomas e nas glândulas mamárias normais.   

DiRenzo et al. (2002) estabeleceram uma linhagem primária de células 

imortalizadas de glândula mamária. A análise bioquímica destas células indicou um 

fenótipo de células epiteliais basais, com expressão de CKs de alto peso molecular. 

Os autores demonstraram que o crescimento contínuo destas células é 

rigorosamente dependente tanto do EGF como IGF, e que os efeitos mitógenos 

destes fatores nas células imortalizadas são em parte mediados pela AKT. 

Santini et al. (2002) avaliaram a expressão imunoistoquímica e a 

distribuição do EGFR nas células mamárias mioepiteliais em tecidos normais, lesões 

proliferativas benignas e carcinoma in situ. As células mioepiteliais coraram 

constante e fortemente para o EGFR, criando um anel externo contínuo envolvendo 

o epitélio dos ductos e ácinos na saúde, nas lesões proliferativas epiteliais e no 

carcinoma in situ, tanto do tipo ductal como lobular.  Focos de micro-invasão foram 

facilmente detectados devido à perda completa de coloração pelo EGFR.  

van der Groep et al. (2004) avaliaram a expressão imunoistoquímica do 

EGFR em cânceres de mama invasivos hereditários (mutações germinativas BRCA1 

e BRCA2). Tanto as pacientes com mutações no gene BRCA1 ou BRCA2 

apresentaram alta freqüência de super-expressão do EGFR, compatíveis com o 
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subtipo de fenótipo predominantemente basal destes cânceres e seu 

comportamento agressivo.  

Tsuda et al. (2005) avaliaram a expressão imunoistoquímica de 

marcadores mioepiteliais e oncoproteínas kit, EGFR, e c-erbB-2 em carcinomas de 

mama, encontrando super- expressão do EGFR mais freqüentemente nos subtipos 

indiferenciados que nos subtipos diferenciados, concluindo que os subtipos 

indiferenciados de carcinoma de mama apresentam características de células 

mamárias epiteliais embrionárias (células tronco), que podem ser identificadas pela 

super-expressão do KIT ou EGFR.  

Rakha et al. (2006) avaliaram as características morfológicas e perfil 

imunoistoquímico de 1944 carcinomas de mama com fenótipos basais e mioepiteliais 

utilizando a técnica de microarray de tecidos para identificar o subtipo mioepitelial ou 

basal e imunoistoquímica para avaliar seu perfil imunológico. Tumores com fenótipos 

basais expressaram CK5/6 e/ou CK14; tumores com fenótipos mioepiteliais 

expressaram actina de músculo liso e/ou p63. Entre as características encontradas, 

verificou-se associação entre a perda de expressão dos receptores do hormônio 

esteróide e proteínas FHIT e expressão positiva de p53 e EGFR.  

Dabbs et al. (2006) avaliaram a expressão imunoistoquímica das 

citoqueratinas (CK)14, 17 e 5/6, vimentina, EGFR, c-kit, actina de músculo liso e p63 

em 16 carcinomas de mama do subtipo basal com carcinomas ductais invasivos de 

alto grau, dos quais 13 apresentavam pelo menos uma área de carcinoma ductal in 

situ. Dos 16 casos invasivos, 88% eram positivos para CK14, CK17, CK5/7 e EGFR; 

94% eram positivos para vimentina enquanto 50% dos casos ou menos eram 

positivos para actina de músculo liso, c-kit ou p63. Os autores observaram que as 
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áreas de carcinoma intraductal apresentam o mesmo fenótipo imunológico das áreas 

invasivas, tipicamente positivas para CK5/6, CK14, CK17, vimentina e EGFR.  

Talley et al. (2008) avaliaram a expressão imunoistoquímica do EGFR e 

outros marcadores tumorais nos carcinomas de mama com gradações histológicas 

equivalentes em mulheres na pré-menopausa e na pós-menopausa, associando ao 

prognóstico. Os autores concluíram que a expressão do EGFR, Bcl-2 e acúmulo 

nuclear de p53 foram significativamente relacionados com a gradação histológica do 

tumor, mas não com o status da menopausa.  Além disso, houve diferença na 

efetividade prognóstica destes marcadores nas mulheres com pré e pós- 

menopausa.  

 

2.3.2 EGFR e tumores de glândulas salivares 

Yamada et al. (1989) avaliaram a expressão imunoistoquímica e a 

localização do EGFR em glândulas salivares normais e 108 casos de tumores de 

glândulas salivares. Nas glândulas salivares normais, o EGFR foi ocasionalmente 

detectado nas células ductais, mas não nas células acinares.  Em 33,8% dos APs, a 

expressão do EGFR foi observada nas células luminais e nas células tumorais com 

metaplasia escamosa. Algumas células mioepiteliais modificadas também 

expressaram EGFR, enquanto as células fusiformes da camada externa do tumor 

não expressaram. Em 44.4% dos adenolinfomas observou-se a expressão do EGFR 

na membrana das células tumorais. Em 25% dos carcinomas mucoepidermóides a 

expressão do EGFR foi observada na membrana celular das células epidermóides e 

no citoplasma das células tumorais secretoras de muco. Em 66,6% dos 

sialoadenocarcinomas houve expressão do EGFR na membrana plasmática e em 
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todo o citoplasma celular. Os autores observaram expressão imunoistoquímica do 

EGFR nos tumores de glândula em localizações distintas: na membrana celular de 

células tumorais epiteliais e no citoplasma de células ductais normais, células 

tumorais luminais em APs e células tumorais secretoras de muco.   

Nagao et al. (1998) avaliaram a expressão imunoistoquímica do Ki-67, 

p53, bcl-2 e EGFR em 11 casos de adenocarcinomas de células basais de glândulas 

salivares e nove adenomas de células basais. Dos casos analisados, seis 

adenocarcinomas de células basais foram positivos para p53 e três foram positivos 

para o EGFR, enquanto todos os casos de adenomas de células basais foram 

completamente negativos para p53 e EGFR. Embora todos os casos de adenomas 

de células basais tenham sido fortemente positivos para bcl-2, três adenocarcinomas 

de células basais foram completamente negativos. Os autores concluíram que 

expressão da p53, bcl-2 e EGFR foram úteis na distinção entre os tumores malignos 

de células basais e sua contraparte benigna. 

Gibbons et al. (2001) avaliaram a expressão imunoistoquímica das 

proteínas c-erbB-2, erbB-3, EGFR e TGF-α em 22 casos de carcinoma 

mucoepidermóide e seis casos de carcinoma adenóide cístico de glândulas 

salivares. Coloração positiva para todos os biomarcadores foi observada no 

citoplasma e membrana das células dos dois tumores. Entretanto, somente foi 

estatisticamente significante a expressão do TGF- α e do EGFR, tanto citoplasmático 

como membranoso, para o carcinoma mucoepidermóide.  

Fan et al. (2001), em um estudo retrospectivo, avaliaram a expressão 

imunoistoquímica do receptor andrógeno (RA), TGF-α e EGFR em 12 casos de 

carcinoma do ducto salivar. Os tumores estudados expressaram RA, TGF-α e EGFR 

em 92%, 67% e 92%, respectivamente. Os autores concluíram que o mecanismo 
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autócrino TGF-α/ EGFR mediado pelo RA pode estar implicado na tumorigênese do 

carcinoma do ducto salivar. 

Vered et al. (2002) avaliaram a expressão imunoistoquímica do EGFR em 

27 espécimes de carcinoma adenóide cístico. Foram utilizadas como controle a 

mucosa oral de recobrimento e as glândulas salivares adjacentes. Foram avaliadas 

tanto a coloração da membrana como do citoplasma. Dos espécimes avaliados, 85% 

coraram positivamente para o EGFR. Os autores sugeriram o uso de inibidores de 

EGFR como possíveis alvos terapêuticos no carcinoma adenóide cístico. 

Hoyek-Gebeily et al. (2007) realizaram um estudo retrospectivo de todos 

os casos de carcinoma mucoepidermóide de glândulas salivares dos pacientes de 

um hospital universitário atendidos no período entre 1994 e 2002, com o objetivo de 

relacionar os critérios de classificação histopatológica ao valor prognóstico da 

expressão imunoistoquímica das proteínas p53, EGFR e E-caderina no tumor. Os 

autores concluíram que a imunoexpressão do EGFR e da p53 estavam relacionadas 

a altas gradações histológicas do carcinoma mucoepidermóide oral, sugerindo que 

estas proteínas são alvos interessantes para futuras investigações como fatores de 

prognóstico neste tumor.  

Katori et al. (2007) avaliaram a expressão do EGFR, TGF-α e Ki-67 em 

relação à transformação maligna do AP pelo método de análise imunoistoquímica 

quantitativa. Neste estudo observou-se aumento significativo da expressão dos três 

anticorpos no CXAP, comparados ao AP e sialodenite, além de aumento significativo 

na expressão do EGFR e Ki-67 nos pacientes que morreram ou tiveram recorrência 

comparados aos pacientes que permaneceram vivos sem a doença. Os autores 

concluíram que o aumento da expressão do EGFR e TGF-α pode estar associado 

aos eventos iniciais de transformação maligna do AP.     
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Matsubayashi & Yoshihara (2007) avaliaram a expressão 

imunoistoquímica do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), Ki-67 e 

oncoproteínas p53, c-erbB-2 e EGFR no CXAP. Os autores observaram um aumento 

significativo na expressão do PCNA, p53, c-erbB-2, Ki-67 e EGFR nos componentes 

malignos do CXAP, quando comparados ao componente benigno deste tumor.  

Shang et al. (2008) observaram a expressão imunoistoquímica do EGFR 

em 46 casos de carcinoma mucoepidermóide. Os autores verificaram que a maioria 

dos carcinomas mucoepidermóides de parótida expressam fortemente o EGFR em 

suas membranas celulares (81,8%), e que as metástases nos linfonodos geralmente 

expressam o EGFR na mesma extensão que nos tumores primários (72,7%). 

 

2.3.3 EGFR como alvo molecular terapêutico 

Os sinais mitogênicos nas células de mamíferos são ativados 

principalmente por fatores de crescimento que interagem com receptores localizados 

na membrana plasmática. A maioria destes receptores possui um domínio 

intracelular de tirosino-quinases. Ao interagir com os fatores de crescimento, estas 

tirosino-quinases são fosforiladas, desencadeando mecanismos de sinalização que 

alteram os padrões de expressão gênica e induzem a divisão celular. Tanto a super- 

expressão do receptor, como mutações no seu domínio citoplasmático de tirosino- 

quinases, contribuem para a sinalização constitutiva nas neoplasias malignas 

humanas.  

Entre estes receptores, os da família ErbB são alvos atrativos para 

terapias direcionadas, pois estão freqüentemente envolvidos na produção de muitos 

tipos de cânceres (Perona, 2006). 
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O ErbB 1 ou EGFR é super- expresso, desregulado ou mutado em 

diversas malignidades epiteliais, e sua ativação parece ser importante no 

crescimento e progressão tumoral (Harari, 2004). 

Com o desenvolvimento de terapias baseadas na inibição de receptores 

nas células neoplásicas, o EGFR tornou-se uma molécula- alvo importante no 

tratamento do câncer. Duas classes predominantes de inibidores do EGFR foram 

desenvolvidas, entre elas anticorpos monoclonais que atingem o domínio 

extracelular do EGFR, como o Cetuximab (Erbitux) e pequenas moléculas inibidoras 

de tirosino- quinases, como o Gefitinib (Iressa) e Erlotinib (Tarceva). As estratégias 

alvo- moleculares para a terapia do câncer são distintas da quimioterapia e 

radioterapia convencionais pelo seu potencial de promover aumento na 

especificidade tumoral (Harari, 2004).    

Os benefícios clínicos e de sobrevivência com os agentes anti- EGFR 

foram demonstrados em tumores como carcinoma pancreático, colorretal, pulmonar 

e de cabeça e pescoço (Mendelsohn, Baselga, 2006). 

Entretanto, foi observado que mutações no domínio tirosino-quinase do 

EGFR podem levar à resistência de alguns carcinomas aos agentes terapêuticos 

inibidores de tirosino-quinases, o que foi demonstrado em carcinomas de mama e 

pulmão que não respondem ao tratamento com Gefitinib (Ferrer-Soler et al., 2007; 

Kim et al., 2008).  

Em 2006, Younes et al. avaliaram os efeitos do AEE788, um inibidor de 

tirosino-quinases do EGFR e do VEGFR em células cultivadas do carcinoma 

adenóide cístico (CAC) de glândulas salivares. Neste estudo, examinaram-se os 

efeitos do AEE788 no crescimento e apoptose de células do CAC, bem como os 
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efeitos do inibidor na fosforilação do EGFR e do VEGFR2. Verificou-se que no 

tratamento das células do CAC apenas com o AEE788 ou em combinação com a 

quimioterapia, houve inibição do crescimento celular, indução da apoptose e inibição 

da fosforilação do EGFR e do VEGFR, de maneira dose- dependente. Os autores 

concluíram que o EGFR e o VEGFR podem ser alvos moleculares para o tratamento 

do CAC de glândulas salivares.  

Recentemente, dois estudos sugeriram a possibilidade de utilização de 

terapias alvo-moleculares direcionadas a receptores, no tratamento de carcinomas 

de glândulas salivares, baseados no sucesso de inibidores de tirosino-quinases 

como o Gefitinib em carcinoma epidermóide oral (Hamakawa et al., 2008) e na 

expressão do EGFR em carcinomas mucoepidermóides primários (81,8%) e 

metástases correspondentes (72,7%) (Shang et al., 2008). 

Até a presente data, os agentes terapêuticos anti- EGFR ainda não foram 

testados nos CXAP.   
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3 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo deste estudo foi analisar a expressão do receptor do fator de 

crescimento epidermal (EGFR) no carcinoma ex- adenoma pleomórfico (CXAP) de 

glândulas salivares pela técnica imunoistoquímica, avaliando a possível relação da 

expressão do receptor na transformação maligna do AP e na progressão tumoral do 

CXAP. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Seleção e classificação dos tumores  

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Centro de Pesquisas Odontológicas São Leopoldo Mandic (protocolo nº 07/258, 

ANEXO A) e financiado pelo projeto temático da FAPESP nº 04/07960-0.   

Foram selecionados aleatoriamente 16 casos diagnosticados como 

carcinoma ex- adenoma pleomórfico (CXAP) e seis casos diagnosticados como 

adenoma pleomórfico (AP), dos arquivos do Departamento de Anatomia Patológica 

da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP) e do Centro de Pesquisas Odontológicas São Leopoldo Mandic.   

Os tumores malignos foram classificados de acordo com Brandwein et al. 

(1996), levando em consideração a extensão da invasão além da cápsula do AP 

prévio, como: intracapsular (sem invasão), minimamente invasivo (≤ 1,5mm de 

invasão) e francamente invasivo (≥ 1,5mm de invasão).  

Os tumores também foram classificados de acordo com a presença de 

células epiteliais e/ou mioepiteliais utilizando-se imunoistoquímica para 

citoqueratinas (identificação das células epiteliais), actina de músculo liso e 

vimentina (identificação das células mioepiteliais), como previamente descrito por 

Altemani et al. (2005). Estes dados são mostrados na tabela 1.  

Glândulas salivares normais presentes nos espécimes também foram 

analisadas.  
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Tabela 1 - Sexo, idade, localização, componente e grau de invasão do carcinoma ex- 
adenoma pleomórfico 

Caso Sexo 
     

Idade 
Glândula 
Salivar Componente 

Grau de 
Invasão 

1 Masculino 58 Parótida Epitelial Intracapsular 

2 Feminino 50 Parótida Epitelial Intracapsular 

3 Feminino 37 Submandibular Epitelial Intracapsular 

4 Feminino 51 Parótida Epitelial Intracapsular 

5 Feminino 65 Parótida Epitelial Minimamente 
invasivo 

6 Feminino 43 Parótida Epitelial Minimamente 
invasivo 

7 Masculino 74 Parótida Epitelial Minimamente 
invasivo 

8 Masculino 64 Parótida Epitelial Minimamente 
invasivo 

9 Feminino 57 Parótida Epitelial Minimamente 
invasivo 

10 Feminino 62 Submandibular Epitelial Francamente 
invasivo 

11 Masculino 66 Parótida Epitelial Francamente 
invasivo 

12 * * Parótida Epitelial Francamente 
invasivo 

13 Feminino 55 Palato Epitelial / 
Mioepitelial 

Francamente 
invasivo 

14 Masculino 65 Parótida Epitelial / 
Mioepitelial 

Francamente 
invasivo 

15 Feminino 50 Parótida Epitelial / 
Mioepitelial 

Francamente 
invasivo 

16 Feminino 74 Palato Mioepitelial Francamente 
invasivo 

* Dados não disponíveis 
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4.2 Imunoistoquímica  

Foram realizadas reações imunostoquímicas no Centro de Pesquisas São 

Leopoldo Mandic, segundo as recomendações fornecidas pelo “Ad-Hoc Committee 

on Immunohistochemistry Standardization” (Goldstein et al., 2007).  

Para isso, utilizou-se o anticorpo policlonal EGFR (código 1005: sc-03 - 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA) empregando-se o método EnVision 

Peroxidase (DAKO, Carpenteria, CA, USA), seguindo o protocolo abaixo: 

a) cortes histológicos: secções de 3 μm foram estendidas em lâminas de 

vidro previamente lavadas e desengorduradas, tratadas em solução de 

organo-silano a 20% em acetona (3-aminopropil- trietoxi- silano – código 

A3648 – Sigma, St. Louis, MO, USA). As lâminas com cortes foram 

colocadas em estufa a 60ºC por uma hora antes do início do processo 

imuno- histoquímico; 

b) desparafinização: as lâminas foram submetidas a dois banhos de xilol, 

sendo o primeiro a 60ºC por 40 minutos e o segundo a temperatura 

ambiente por 20 minutos, a fim de se retirar o excesso de parafina dos 

cortes histológicos; 

c) hidratação: esta etapa foi realizada em banhos de dois minutos cada em 

gradiente decrescente de álcool, sendo: três banhos em álcool absoluto, 

um banho em álcool a 95% e um banho em álcool a 85%; 

d) remoção de pigmentos formólicos: as lâminas foram imersas em solução 

de hidróxido de amônia a 10% e em etanol a 85%, durante 10 minutos; 
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e) foi realizada a lavagem em água corrente e água destilada por 10 minutos 

cada; 

f) recuperação dos sítios antigênicos: foi realizada com ácido cítrico 0,1M, 

pH 6,0, em Banho Maria, a 95�, por 30’.   

g) foi realizada a lavagem em água corrente e água destilada por 10 minutos 

cada; 

h) bloqueio da peroxidase endógena tecidual: os cortes foram imersos em 

solução de peróxido de hidrogênio a 3% e metanol na proporção 1:1, em 

dois banhos de 15 minutos cada; 

i) foi realizada uma lavagem com água destilada; 

j) foram realizadas duas lavagens com solução tampão TRIS a 0,05M, pH 

7,4; 

k) incubação dos anticorpos primários: o anticorpo primário anti- EGFR foi 

diluído em BSA a 1%, a 4º C, na titulação de 1:50, por 18 horas (Tabela 

2); 

l) foram realizadas duas lavagens com solução tampão TRIS 0,05M, pH 7,4; 

m) incubação dos anticorpos secundários: os reagentes EnVision Peroxidase 

Rabbit (cód. K4002) (DAKO, Carpenteria, CA, USA) foram incubados nos 

cortes previamente tratados com o anticorpo primário conforme 

recomendações do fabricante. Por ser um sistema de anticorpo livre de 

biotina, evitou resultados falsos positivos por reação cruzada com a 

biotina tecidual; 

n) foram realizadas duas lavagens com solução tampão TRIS 0,05M, pH 7,4; 
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o) revelação da reação: a reação foi revelada com DAKO Liquid DAB plus 

(cod. K3468) (DAKO, Carpenteria, CA, USA), um cromógeno de coloração 

acastanhada, segundo recomendações do fabricante; 

p) foram realizadas duas lavagens com solução tampão TRIS 0,05M, pH 7,4; 

q) foi realizada uma lavagem com água destilada; 

r) contra-coloração: os cortes foram imersos em hematoxilina de Mayer por 

cinco minutos para a contra-coloração; 

s) foram realizadas duas lavagens com água destilada; 

t) desidratação: as lâminas passaram por cinco minutos numa série de 

etanol em concentrações crescentes (80%, 95% e 100%); 

u) diafanização: as lâminas passaram em dois banhos de cinco minutos 

cada em xilol; 

v) montagem: as lâminas foram montadas colando-se as lamínulas sobre os 

cortes histológicos com Permount; 

w) foi feita a análise em microscopia de luz. 

Os itens 12 a 19 do protocolo de reação acima foram realizados na DAKO 

Autostainer Plus (DAKO, Carpenteria, CA, USA). 

A omissão do anticorpo primário constituiu o controle negativo. 
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4.3 Análise dos cortes histológicos 

A expressão e a localização do anticorpo utilizado foram observadas por 

microscopia de luz por dois examinadores independentes e registradas segundo 

análise qualitativa.  

A análise quantitativa foi realizada através da contagem das células 

positivas nas diferentes áreas do CXAP, incluindo áreas in situ e áreas periféricas 

dos tumores intracapsulares e minimamente invasivos e grupos grandes e pequenos 

de células dos carcinomas francamente invasivos com componente epitelial e/ ou 

mioepitelial.   

Para a contagem das células, foram obtidos, de cada espécime, quatro 

campos aleatórios com um mínimo de 500 células por campo. Cada campo foi 

fotografado em aumento de 400X. As células foram contadas em cada área por 

análise das imagens assistida por computador.  

Os resultados foram apresentados como porcentagem de células e/ou 

núcleos corados positivamente.  
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5 RESULTADOS 

 

Nesta investigação, a expressão imunoistoquímica do EGFR foi avaliada 

nos carcinomas ex adenomas pleomórficos (CXAP) com componente epitelial 

(quatro intra-capsulares, cinco minimamente invasivos, três francamente invasivos) e 

nos tumores com componente epitelial/ mioepitelial (quatro francamente invasivos). 

Adenomas pleomórficos (AP) sem carcinoma e AP remanescentes em CXAP foram 

utilizados como controle. A expressão do EGFR foi observada principalmente no 

citoplasma das células luminais e mioepiteliais malignas. O receptor também 

expressou em alguns núcleos, o que se mostrou mais evidente no CXAP 

francamente invasivo com componente mioepitelial. Os resultados foram expressos 

em porcentagem, conforme tabela 3 e gráfico1. 

 

Tabela 3 - Porcentagem de células positivas e negativas à imunoexpressão do EGFR, por 
subtipo de CXAP  

CXAP Intracapsular Minimamente 
Invasivo 

Invasivo 
Epitelial 

Invasivo 
Mioepitelial 

[%(C)+] * 68,42% (± 
8,97%) 

79,22%(± 
10,79%) 

84,50%(± 
7,33%) 

89,68%(± 
7,54%) 

[%(C+N)+] 
* 1,90%(± 1,24%) 2,16%(± 1,9%) 7,11%(± 3,50%) 10,01%(± 

7,67%) 

[%(C)-] * 29,68%(± 8,72%) 18,62%(± 
10,32%) 8,39%(± 6,70%) 0,64%(± 0,57%)

* [%(C) +]: células com expressão citoplasmática positiva para o EGFR;  
* [%(C+N)+]: células com expressão citoplasmática e nuclear positiva para o EGFR; 
  [%(C)-]: células negativas ao EGFR   
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Gráfico 1 - Média da expressão do EGFR por subtipo de CXAP, em porcentagem 

 

5.1 Glândulas salivares normais 

A imuno-expressão do EGFR foi observada predominantemente no 

citoplasma das células de todo o sistema de ductos das glândulas salivares serosas 

e mucosas (figuras 1a e 1b).  

 

5.2 Adenoma pleomórfico 

Os AP expressaram o EGFR em áreas focais. Esta imunoexpressão foi 

observada principalmente nas regiões periféricas do tumor (figura 1c) e nas células 

das regiões condróides e mixóides. Em alguns espécimes, nas estruturas 

semelhantes a ductos, foi detectado no citoplasma das células luminais (figura 1d). 
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Não houve marcações nos núcleos. Os estromas condróide, hialino e mixóide não 

expressaram o EGFR.  

 

5.3 Adenoma pleomórfico remanescente em CXAP  

As áreas de AP remanescentes apresentaram padrão de imunoexpressão 

semelhante aos AP: áreas focais de expressão citoplasmática positiva nas células 

luminais, com ausência de marcação no estroma condróide, hialino e mixóide (figura 

1e e 1f). 

 

5.4 CXAP com componente epitelial 

5.4.1 Intracapsular e minimamente invasivo 

Os CXAP dos subtipos intracapsulares e minimamente invasivos 

apresentaram expressão citoplasmática do EGFR na maioria das células da periferia 

tumoral (70,32% e 81,38%, respectivamente; figuras 2a e 2b). As áreas “in situ” 

mostraram intensa expressão do EGFR no citoplasma de quase todas as células 

luminais neoplásicas malignas, entretanto não houve expressão do receptor nas 

células mioepiteliais neoplásicas benignas (figuras 2c e 2d).  

Nas regiões de atipia severa, houve marcação em núcleos isolados e na 

cromatina de algumas células em atividade mitótica.  

 

5.4.2 Francamente invasivo 

No subtipo invasivo com componente epitelial, a porcentagem de células 

positivas para o EGFR foi 91,61%, tanto nas regiões de blocos como nas regiões de 
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ilhas e ninhos (figuras 2e e 2f). Houve expressão do EGFR no núcleo de algumas 

células malignas (7,11%). 

 

5.5 CXAP com componente mioepitelial 

5.5.1 Francamente invasivo 

No subtipo invasivo com componente mioepitelial, foi observada 

imunoexpressão do EGFR quase na totalidade das células (99,69%). Além disso, 

porcentagem de núcleos marcados foi discretamente maior (10,01%) que nos 

subtipos invasivos com componente epitelial (figuras g e h). 
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Figura 1 - Glândulas salivares normais, AP e AP remanescente. A, B, C, D, E e F: 
imunoistoquímica para o EGFR. A e B: a glândula salivar normal é positiva para 
o EGFR no citoplasma das células do sistema de ductos. C e D: AP, onde o 
EGFR se expressa principalmente na periferia tumoral e no citoplasma das 
células luminais das estruturas ductais (D).  E e F: AP remanescente em CXAP, 
com áreas focais de expressão do EGFR. Não há expressão no estroma 
condróide, apenas nas células das lacunas (F).   

 

 

 

 

A B 

C D 

E F 
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Figura 2 - Diversos subtipos de CXAP. A, B, C, D, E, F, G e H: imunoistoquímica para o 

EGFR.  A e B: CXAP intracapsular, com intensa expressão do EGFR na periferia 
do tumor. C e D: CXAP minimamente invasivo; as áreas “in situ” expressam o 
EGFR no citoplasma das células luminais malignas. Não há expressão nas 
células mioepiteliais neoplásicas benignas. E e F: CXAP francamente invasivo 
com componente epitelial: expressão do EGFR nos grandes blocos e pequenos 
ninhos de células malignas. G e H: CXAP francamente invasivo com componente 
mioepitelial. Intensa expressão do EGFR no citoplasma de quase todas as 
células. Em algumas regiões tumorais, o anticorpo também expressou no núcleo 
das células malignas.  

A B 

C D

E F

G H
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6 DISCUSSÃO 

 

Entre os receptores de fatores de crescimento, o receptor de fator de 

crescimento epidermal (EGFR) aparece na literatura em vários aspectos da biologia 

celular, inclusive com participação no processo oncogênico. O EGFR foi descrito 

pela primeira vez como uma proteína de membrana receptora do EGF (fator de 

crescimento epidermal) em células de ratos (Das et al., 1977), que sofre 

internalização mediada pelo EGF e estimula a síntese de DNA (Das, Fox, 1978; Fox, 

Das, 1979; Schreiber et al., 1983). Em 1980, Cohen et al. já acreditavam que o 

receptor possuía uma atividade proteíno-quinase, e no mesmo ano foi descrita sua 

capacidade de interação com fatores transformadores de crescimento tumorais 

(TGF) produzidos por células neoplásicas (Todaro et al., 1980).  

Hoje se sabe que o EGFR é uma proteína transmembrana membro da 

família dos receptores ErbB/ HER, que desempenha diversas funções biológicas na 

célula normal, entre elas proliferação, migração e adesão celular  (Fallon et al., 

1984, Singh, Harris, 2005). Na superfície da célula, vários ligantes podem ativar o 

receptor, resultando na sua dimerização e na auto-fosforilação dos resíduos de 

tirosinas do domínio C-terminal, o que leva à sinalização de uma cadeia de proteínas 

que se associam com as tirosinas fosforiladas e iniciam a transdução do sinal 

(Singh, Harris, 2005). O EGFR ativado pode sofrer translocação citoplasmática, 

onde faz a transdução dos sinais mitogênicos através da ativação de múltiplas 

cascatas de sinalização, ou migrar para o núcleo, onde participa na regulação da 

expressão gênica (Lo, Hung, 2006). Nas células cancerígenas, tanto a super- 

expressão do receptor, como mutações no domínio citoplasmático de tirosino- 
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quinases, contribuem para a sinalização constitutiva, o que parece ser importante no 

crescimento e na progressão de diversas neoplasias (Harari, 2004).  

A super-expressão do EGFR foi observada no carcinoma pancreático, 

carcinoma epidermóide oral, carcinoma de cólon e carcinoma de mama (Santini et 

al., 2002; van der Groep, 2004; Tsuda et al., 2005; Bloomston et al., 2006; Dabbs et 

al., 2006; Hiraishi et al., 2006; Rakha et al., 2006; Laimer et al., 2007; Diniz-Freitas et 

al., 2007; Bralet et al., 2007; Cimbaluk et al., 2007; Wang et al., 2007; Talley et al., 

2008). Em glândulas salivares, a super-expressão do EGFR foi relatada em tumores 

como adenoma pleomórfico, carcinoma mucoepidermóide, carcinoma adenóide 

cístico e CXAP (Yamada et al., 1989; Gibbons et al., 2001; Vered et al., 2002; 

Hoyek-Gebeily et al., 2007; Katori et al., 2007; Matsubayashi et al., 2007; Shang et 

al., 2008). A expressão do EGFR também foi associada a parâmetros clínico- 

patológicos e ao prognóstico de diversos tumores, com resultados controversos na 

literatura (Leong et al., 2004; van der Groep, 2004; Bloomston  et al., 2006; Langer 

et al., 2006; Diniz- Freitas et al., 2007; Laimer et al., 2007;  Smith et al., 2007; Fisher 

et al., 2008; Talley et al., 2008).   

As observações preliminares da expressão do EGFR nos diversos tipos 

tumorais permitiram o desenvolvimento de terapias baseadas na inibição do receptor 

nas células neoplásicas. Entre os agentes terapêuticos inibidores do EGFR, estão os 

anticorpos monoclonais que atingem o domínio extracelular do receptor, como o 

Cetuximab (Erbitux) e moléculas inibidoras das tirosino- quinases, como o Gefitinib 

(Iressa) e Erlotinib (Tarceva) (Harari, 2004). Os benefícios clínicos da administração 

dos agentes anti-EGFR foram observados no carcinoma pancreático, colorretal, 

pulmonar e de cabeça e pescoço (Mendelsohn, Baselga, 2006).  Entretanto, 

verificou-se que mutações no domínio tirosino-quinase do receptor tornam alguns 
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tumores resistentes aos agentes anti- EGFR, o que já foi observado nos carcinomas 

de mama e pulmão (Ferrer-Soler et al., 2007; Kim et al., 2008). Estudos recentes 

têm sugerido a utilização dos agentes inibidores do EGFR como alvo terapêutico no 

tratamento de tumores de glândulas salivares (Younes et al., 2006; Hamakawa et al., 

2008; Shang et al., 2008) e, por isso, a investigação da função do EGFR na 

tumorigênese de glândulas salivares é um fator importante.  

Em nosso laboratório, o carcinoma ex adenoma pleomórfico (CXAP) 

mostrou-se um modelo interessante para estudar a transformação maligna de um 

tumor benigno e para avaliar as modificações das células malignas, bem como as 

modificações dos tecidos e células adjacentes. Estes tumores foram definidos como 

neoplasias epiteliais malignas em associação com um adenoma pleomórfico (AP) 

primário ou recorrente (Araújo et al., 2006).  

Nosso estudo foi conduzido para verificar a associação entre o EGFR e a 

progressão tumoral. Para isso, empregou- se a técnica imunoistoquímica, que tem 

sido amplamente utilizada para a verificação da expressão de proteínas oncogênicas 

e que, com o desenvolvimento de novos anticorpos, permite a visualização de 

alterações moleculares e morfológicas específicas (Leong, Leong, 2006). Foram 

seguidas as recomendações para o aperfeiçoamento e padronização da técnica, 

fornecidas pelo “Ad-Hoc Committee on Immunohistochemistry Standardization” 

(Goldstein et al., 2007). 

De acordo com Brandwein et al. (1996), foram contadas as células 

positivas nas diferentes áreas do CXAP, incluindo áreas in situ e periféricas tanto 

dos tumores intra-capsulares como minimamente invasivos e grupos grandes e 

pequenos de células do carcinoma francamente invasivo apenas com componente 

epitelial e/ ou mioepitelial.  
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Em glândulas salivares normais, a expressão do EGFR foi observada nas 

células ductais luminais, mas não nas unidades secretoras. Já os AP e os AP 

remanescentes em CXAP, apresentaram positividade para o EGFR em áreas focais, 

mais localizadas na periferia do tumor e em algumas células luminais das estruturas 

semelhantes a ductos. Nos CXAP, as áreas in situ dos carcinomas intracapsulares e 

minimamente invasivos apresentaram forte expressão na maioria das células 

luminais malignas e os subtipos invasivos com componente epitelial caracterizaram-

se pelo aumento progressivo no número de células positivas quando comparadas 

aos subtipos anteriores. Verificou-se, portanto, que com a progressão tumoral, a 

intensidade da expressão do EGFR nas células neoplásicas do CXAP aumentou. 

Isto provavelmente se deve a alterações genéticas e fenotípicas que levam a 

adaptações das células neoplásicas ao microambiente tumoral, intensificando a 

atividade proliferativa destas células com a progressão do tumor.   

A expressão do EGFR ocorreu predominantemente no citoplasma, 

embora tenha sido observada em alguns núcleos, principalmente nas células 

neoplásicas malignas do subtipo mioepitelial.  O mecanismo de sinalização nuclear 

do EGFR tem sido associado às principais características dos tumores mais 

agressivos, como aumento no potencial proliferativo das células e progressão 

acelerada do ciclo celular (Lo, Hung, 2006). Na literatura, a expressão nuclear do 

EGFR é sugerida como fator de prognóstico no carcinoma de mama (Lo et al., 2005) 

e no carcinoma epidermóide de orofaringe (Psyrri et al., 2005). Nosso trabalho não 

teve como objetivo avaliar o valor prognóstico da expressão do EGFR no núcleo ou 

citoplasma de células do CXAP. Entretanto, nossos resultados sugerem a existência 

de relação entre aumento progressivo da expressão do receptor e a gradação 

histológica do tumor. Embora não existam dados que relatem a expressão do EGFR 
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em núcleos de células neoplásicas de glândulas salivares (Yamada et al., 1989; 

Gibbons et al., 2001; Vered et al., 2002; Hoyek-Gebeily et al., 2007; Katori et al., 

2007; Matsubayashi et al., 2007; Shang et al., 2008), pode ser que, nos CXAP 

invasivos, as células tumorais que expressaram o receptor no núcleo tenham 

adquirido um fenótipo mais proliferativo, hipótese que requer maiores investigações.  

A célula mioepitelial é componente de várias glândulas secretoras, 

incluindo as glândulas salivares. Foram atribuídas a esta célula tanto a função de 

supressão como de facilitação da progressão tumoral.  Araújo et al. (2006) 

demonstraram que, no processo de transformação maligna do CXAP com 

diferenciação epitelial, as células mioepiteliais benignas das áreas in situ tornam-se 

diferenciadas e produzem proteínas relacionadas à função de supressão tumoral. 

Em nosso estudo, observamos que as células mioepiteliais neoplásicas benignas 

das áreas in situ do CXAP com diferenciação epitelial não expressaram o EGFR. 

Entretanto, as células mioepiteliais neoplásicas malignas do CXAP invasivo 

apresentaram forte expressão do receptor. Este resultado provavelmente está 

relacionado ao comportamento biológico distinto das células mioepiteliais benignas e 

malignas. A célula maligna pode apresentar aumento no potencial de replicação, 

evasão na apoptose e auto-suficiência na regulação dos sinais de crescimento. Por 

isso, o padrão de imunoexpressão do EGFR nas células mioepiteliais do CXAP 

parece estar relacionado à perda da função inicial de supressão tumoral observada 

nas células mioepiteliais benignas das áreas in situ e ganho de função proliferativa 

nas células mioepiteliais malignas dos tumores invasivos.  

Nos carcinomas de mama, tanto os tumores com diferenciação basal 

como epitelial/ mioepitelial expressam o EGFR, sendo esta expressão mais 

acentuada no subtipo basal com comportamento mais agressivo e invasivo (van der 
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Groep, 2004; Tsuda et al., 2005; Dabbs et al., 2006; Rakha et al., 2006). É 

interessante notar que, na mama, as células mioepiteliais normais, das neoplasias 

benignas e do carcinoma in situ expressam fortemente o EGFR, com uma perda de 

expressão do receptor nos microfocos de invasão tumoral (Möller et al, 1989; Santini 

et al., 2002). Este padrão de expressão diverge de nossos resultados. Pode ser que, 

nos carcinomas de mama, o comportamento da célula mioepitelial, quanto à função 

de supressão ou facilitação da progressão tumoral, invasão e proliferação, seja 

diferente do observado no CXAP ou que nas células mioepiteliais da mama, o EGFR 

exerça outras funções não relacionadas à proliferação. 

Nossos resultados foram semelhantes aos de Matsubayashi & Yoshihara 

(2007), que observaram um aumento significativo na expressão do EGFR nos 

componentes malignos do CXAP com diferenciação epitelial quando comparados ao 

AP. Em nossos estudos, a imunoexpressão do EGFR nos CXAP do subtipo epitelial 

ocorreu em 70,32% dos tumores intracapsulares, 81,38% dos tumores minimamente 

invasivos e 91,61% dos tumores invasivos.   

A expressão do EGFR no CXAP foi diferente quando comparada a outros 

fatores de crescimento e receptores no mesmo tumor.  Em um estudo recente, 

demonstrou-se que nos CXAP do subtipo francamente invasivos com componente 

epitelial e/ou mioepitelial a expressão de HGFA (fator de crescimento de 

hepatócitos), uma citocina envolvida em diversos processos biológicos como 

migração, proliferação celular e angiogênese, foi negativa em todas as células 

(Furuse et al., 2008). Nossos resultados demonstram que a expressão do EGFR no 

CXPA invasivo com componente epitelial e/ou mioepitelial ocorreu na maioria das 

células neoplásicas, exceto nas células mioepiteliais benignas das áreas in situ.   
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Também foi demonstrado que na periferia do CXAP alguns pequenos 

grupos de células perderam positividade para outro fator de crescimento, o PDGF 

(fator de crescimento derivado de plaquetas), embora a expressão do PDGF e de 

seu receptor estejam relacionadas à transformação maligna do tumor (Demasi et al., 

“in press”).  O EGFR esteve fortemente presente na periferia do CXAP intracapsular 

e minimamente invasivo, tanto nos grandes grupos de células malignas como nos 

pequenos ninhos, e sua expressão pôde ser bem observada nas células epiteliais e 

mioepiteliais malignas dos CXAP invasivos. Portanto, o EGFR parece desempenhar 

um papel importante não só na proliferação celular, como também na invasão e 

progressão tumoral. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O EGFR esteve amplamente presente no citoplasma e algumas vezes 

nos núcleos das células luminais e mioepiteliais malignas do CXAP.  

A expressão imunoistoquímica do receptor no CXAP aumentou com a 

evolução do tumor, e mostrou-se um fator importante tanto na transformação 

maligna das células epiteliais e mioepiteliais como na progressão tumoral.  

Diferente de outros fatores de crescimento anteriormente estudados, o 

EGFR parece desempenhar também um papel na invasão tumoral, uma vez que é 

observado nas células da periferia do CXAP, hipótese que requer futuras 

investigações.  
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APÊNDICE A - CXAP 

 

Gráfico 2 - Média da expressão do EGFR no CXAP intracapular, por espécime ( L1, L2, L3 e 
L4 ). 

 

Gráfico 3 - Média geral da expressão do EGFR em todos os espécimes de CXAP 
intracapsular. 

 
[%(C) +]: células com expressão citoplasmática positiva para o EGFR; 
[%(C+N)+]: células com expressão citoplasmática e nuclear positiva para o EGFR; 
[%(C)-]: células negativas ao EGFR  
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Gráfico 4 - Média da expressão do EGFR no CXAP minimamente invasivo, por espécime ( 
L1, L2, L3, L4 e L5 ). 

 

Gráfico 5 - Média geral da expressão do EGFR em todos os espécimes de CXAP 
minimamente invasivo. 

[%(C) +]: células com expressão citoplasmática positiva para o EGFR; 
[%(C+N)+]: células com expressão citoplasmática e nuclear positiva para o EGFR; 
[%(C)-]: células negativas ao EGFR



 76

 

Gráfico 6 - Média da expressão do EGFR no CXAP francamente invasivo com componente 
epitelial, por espécime ( L1, L2, e L3 ). 

 

Gráfico 7 - Média geral da expressão do EGFR em todos os espécimes de CXAP 

francamente invasivo com componente epitelial. 

[%(C) +]: células com expressão citoplasmática positiva para o EGFR; 
[%(C+N)+]: células com expressão citoplasmática e nuclear positiva para o EGFR; 
[%(C)-]: células negativas ao EGFR  
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Gráfico 8 - Média da expressão do EGFR no CXAP francamente invasivo com componente 

mioepitelial, por espécime ( L1, L2, L3 e L4 ). 

 

Gráfico 9 - Média geral da expressão do EGFR em todos os espécimes de CXAP 

francamente invasivo com componente mioepitelial. 

 

 
[%(C) +]: células com expressão citoplasmática positiva para o EGFR; 
[%(C+N)+]: células com expressão citoplasmática e nuclear positiva para o EGFR; 
[%(C)-]: células negativas ao EGFR  
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ANEXO A – DISPENSA DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA 

 


