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Mainenti P. Imunofenotipagem de lesdes obtidas em carcinogénese
quimicamente induzida por DMBA em glandulas salivares
submandibulares de ratos (Rattus norvegicus) [tese]. Sdo José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista; 2009.

RESUMO

A carcinogénese quimica em glandulas salivares animais ndo se
apresenta como um modelo novo de pesquisa. O uso de DMBA em
glandulas submandibulares de ratos produz carcinomas e sarcomas,
associados ou ndo. Apesar de bem estudada a histopatologia deste tipo
de carcinogénese, pouco se sabe em relagdo a imunoistoquimica das
neoplasias. Este estudo se propde a revisar pesquisa pregressa
realizada por Mainenti (2006), na tentativa de melhor entender a
formagdo de tumores induzidos por DMBA. O estudo original
diagnosticou lesdes ndo neoplasicas, principalmente sialadenites, e
tumores como carcinomas, carcinossarcomas € um caso de sarcoma. O
presente trabalho fez uso de 1aminas e material de estoque em formol.
Foram comparadas as laminas originais com novas laminas coradas
em hematoxilina e eosina. Para a pesquisa de fibras coldgenas
utilizou-se a coloragdo pelo método do tricromico de Gomori. A
imunoistoquimica foi realizada utilizando os seguintes anticorpos:
AE1/AE3, vimentina, a-SMA, calponina, desmina, miogenina, S-100,
CerbB-2 ¢ EMA. Certas lesdes, previamente diagnosticadas como
sialadenites, = foram  reclassificadas como  carcinomas. A
imunoistoquimica foi positiva para os seguintes anticorpos: AE1/AE3
para neoplasia epitelial, vimentina para tecido conjuntivo e tumores
mesenquimais, a-SMA e calponina para poucas células fusiformes
pleomdrficas no estroma dos carcinomas € nas neoplasias
mesenquimais. Concluiu-se que a imunoistoquimica revelou
diferenciacdo muito sugestiva de miofibroblastos no estroma dos
carcinomas e miofibroblastos compondo o fibrossarcoma e os



carcinosarcomas. Estas células produziram coldgeno revelado pelo
tricromico de Gomori. O componente epitelial neoplésico foi sugerido
como derivado de células luminais.

Palavras-chave: Carcinogénese. DMBA. Glandula salivar. Neoplasia.
Imunoistoquimica. Miofibroblastos.
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1 INTRODUCAO

A carcinogénese seja ela em humanos ou em animais é,
conceitualmente, um processo complexo que se apresenta apos varias
etapas de transformacdo celular (Vainio et al., 1992). Estas alteracdes
celulares tém inicio apos subversdes genéticas, seguidas de perda do
controle mitdtico e, por conseguinte, crescimento neoplasico
desgovernado (Mainenti et al., 2008).

Os agentes carcinogénicos podem ser fisicos (raios
ultravioleta, radia¢do ionizante), bioldgicos (virus) e quimicos (metais
pesados, hidrocarbonetos policiclicos aromadticos) (Woolf, 1998;
Fernandes Junior, 2000). Os efeitos de produtos quimicos figuram
como tema de relevincia em carcinogénese. Os seres humanos sdo
expostos a uma miriade de substidncias quimicas que podem, por
exemplo, ser encontradas nos locais de trabalho e nas residéncias, seja
na dieta, seja na forma de medicamentos (Farber, 1982). Habitos
como etilismo e tabagismo concorrem para subsidiar efeitos celulares
nocivos (Fernandes Junior, 2000; Serpi, 2003). A inter-relagdo entre
formagcdo neoplasica e fatores predisponentes individuais ou
ambientais sO foi explorada a partir da década de 60 (Farber, 1982).

Os modelos experimentais se prestam ao estudo da

exposicdo animal as substincias quimicas, principalmente, com o
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objetivo de responder questdes relativas ao potencial carcinogénico
dos varios agentes nas neoplasias humanas (Fassoni et al., 1993).

Os primeiros testes com animais de laboratorio e
agentes carcinogé€nicos quimicos ocorreram no Japdo entre 1917 e
1918 (Skhlar, 1970; El-Mofty, 1977; Yamagiwa; Ichikawa, 1977,
Bogovski, 1994; Mainenti; Rosa, 2008). As glandulas salivares foram
objeto de estudo somente em 1939 (El-Mofty, 1977). Contudo, o
marco da carcinogénese em glandulas salivares animais data de 1942,
com Steiner. Este autor foi o pioneiro na padronizacdo de
metodologias de estudo para varios animais e sustincias
carcinogénicas (Standish, 1957; Cataldo et al., 1964; Shklar, 1970; El-
Mofty, 1977; Mainenti et al., 2008).

A substdncia DMBA (9,10-dimetil 1,2-benzantraceno)
apresenta potencial carcinogénico bem conhecido (Fassoni et al, 1993;
Mainenti, 2006; Mainenti et al., 2008). Nas glandulas salivares de
ratos e hamsters, varios autores utilizaram metodologias diferentes de
introdu¢do de DMBA, conforme o levantamento bibliografico de
Mainenti e Rosa (2008). O DMBA foi utilizado, principalmente, por
implantagdo na forma de pellet ou injetado na forma de solug¢do, em
diferentes veiculos como vaselina e acetona (Chaudhry et al., 1966;
Turbiner; Shklar, 1969; Hindy et al., 1995; Mainenti, 2006; Mainenti
et al., 2008).

Existe uma marcada incongruéncia no que se refere aos
resultados  encontrados na literatura, sobre carcinogénese
quimicamente induzida em glandulas salivares de ratos. Mainenti

(2006) e Mainenti et al. (2008) foram capazes de identificar, por
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histopatologia, a presenca de neoplasias epidermoéides, mesenquimais
e mistas malignas.

Pouco se conhece em relagdo a histogénese das
neoplasias induzidas em glandulas salivares animais e escassas sdo as
pesquisas interessando a imunoistoquimica destes tumores.

Pretende-se, entdo, estudar o trabalho realizado por
Mainenti em 2006. Neste foram induzidos tumores em glandulas
salivares de ratos, apos inje¢do de DMBA. Os achados neoplasicos
desta pesquisa revelaram carcinomas, carcinossarcomas € um caso de
sarcoma.

A intencdo da presente pesquisa ¢ de contrastar os
dados originais com novo processamento histoldogico e
imunoistoquimico. Desta maneira pretendemos diminuir a caréncia de
dados no que concerne a identidade celular de neoplasias induzidas

por injecdo de DMBA.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinogénese

A carcinogénese ¢ entendida como um fendmeno no
qual ha interacdo entre um agente oncogénico e os genes celulares,
culminando em alteragdes fenotipicas nas células (Woolf, 1998;
Fernandes Junior, 2000; Mainenti; Rosa, 2008; Mainenti et al., 2008).
Os carcindgenos podem ser virdticos, fisicos e, principalmente,
quimicos (Fernandes Junior, 2000).

A exposicdo humana a agentes tdxicos e carcinogénicos
¢, atualmente, bem expressiva (Mainenti; Rosa, 2008). Os produtos
quimicos figuram como importantes componentes na génese de muitas
neoplasias no homem. As substidncias podem ser naturais ou
produzidas pela induastria. Além da exposicdo em ambientes sociais
como residéncias e locais de trabalho, o ser humano tem contato, por
exemplo, com quimicos ambientais como pesticidas e fungicidas
utilizados nas lavouras, através de sua dieta (Farber, 1982). Habitos
nocivos modernos como o alcoolismo e o tabagismo se somam aos
riscos ja mencionados (Fernandes Junior, 2000; Serpi, 2003). O
interesse em se estudar as propriedades de substancias quimicas em
pesquisas se da pela necessidade de conhecimento de seus efeitos

nefastos (Jussila, 2000). Desta maneira podem ser estudadas formas
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de controle de produtos potencialmente carcinogénicos do ambiente
(Farber, 1982). Segundo Bogovski (1994), os modelos de
carcinogénese iniciais, realizados em pele de camundongos, desde
1917, contribuiram efetivamente para o conhecimento do cancer e de
sua relagdo com agentes ambientais.

Conforme lembram Bogovski (1994) e Jussila (2000),
em 1947, com Berenblum e Shubik e em 1954 com Berenblum, os
estudos de carcinogénese em pele de camundongos elucidaram dois
estagios na formacdo do cancer: iniciacdo € promog¢do. Atualmente,
sabe-se que os conceitos de formag¢do neoplasica passam por trés
eventos conhecidos como iniciagdo, promog¢do e progressdo. Para que
as neoplasias se desenvolvam ¢ necessario que as trés etapas ocorram
de forma seqiiencial (Woolf, 1998; Fernandes Junior, 2000; Serpi,
2003).

A iniciagdo ¢ entendida como uma exposi¢do do
genoma celular a um agente carcinogénico com uma conseqiiente
alteragdo genética. Fracos carcindgenos ou baixas doses dos mesmos
podem ndo ser suficientes para danificar permanentemente uma
linhagem celular, sem auxilio de outras substancias. Entretanto,
modificacdes do genoma sdo esperadas apos contato celular com altas
doses de carcindgeno, em evento isolado (Woolf, 1998). As alteracdes
de DNA podem se traduzir em mutagdes ativando ou desativando
genes que controlam fungdes da célula (Rodrigues; Camargo, 1999).

A carcinogénese pode interferir em mecanismos que
mantém o equilibrio das populagdes celulares. A inativagdo de um gen

supressor de tumor, como o p53, se traduz em diminui¢do de mortes
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programadas (apoptose), alterando o equilibrio entre proliferacdo e
morte celular em favor da primeira (Jussila, 2000). Os proto-
oncogenes s30 0s genes que, apos ativagdo por mutagdes génicas,
aberracdes cromossOmicas ou amplificagdo, proporcionam a
autonomia proliferativa celular (Cerqueira, 2000). Em resumo, genes
supressores de tumor desativados trazem perda de funcdo enquanto
que, a ativagdo de um proto-ocongene em oncogene, se traduz em
ganho funcional (Cerqueira, 2000; Jussila, 2000).

De forma experimental pode-se ativar, geneticamente, a
proliferacdo celular. Um exemplo de ativagdo artificial de genes pode
ser conferido a seguir. Declercq et al. (2005) produziram cepas de
camundongos transgénicos em relagdo ao proto-oncogene para
adenoma pleomoérfico (PLAG1). Os genes ativados promoveram
formacdo de neoplasias semelhantes as humanas. Todavia, os tumores
inicialmente benignos, progrediram para malignizacdo. Por este
trabalho conclui-se que as alteragdes genéticas de neoplasias humanas,
como o adenoma pleomdrfico, sdo adquiridas acidentalmente, ao
passo que, no experimento em questdo, os animais foram
geneticamente alterados. Desta maneira, os individuos expressaram,
em suas cé€lulas glandulares, de maneira inerente, as alteracdes
genéticas. O crescimento tumoral, entdo, escapou dos mecanismos de
controle de multiplicagdo.

A promoc¢do ¢ um evento que sucede a iniciacdo. A
célula que sofreu iniciagdo tem contato com um agente promotor, seja
ele iniciador ou ndo, e passa a se multiplicar, exibindo fenotipos

malignos (Fernandes Junior, 2000; Serpi, 2003). Conforme mengédo de
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Woolf (1998), a promocdo pode ser dividida em dois estdgios. O
estagio 1 da promocdo € percebido nas experiéncias com
carcinogénese quimica em pele. O agente promotor, em contato inico
com a célula, tem capacidade de estimular as divisdes celulares.
Todavia, em outros estudos, como na carcinogénese de bexiga, a
sacarina ¢ o ciclamato podem agir como promotores lentos,
necessitando de exposicdo celular continua e somatdria. E neste
processo lento, denominado estdgio 2, que substancias
quimioprotetoras, como os retinoides, podem ser utilizadas.

A progressdo, terceira fase da formagdo neoplésica,
consiste na expansdo dos clones celulares tumorais, seja loco-
regionalmente, seja a distancia. S3o comuns invasdes de estruturas e
metastases (Fernandes Junior, 2000). A interacdo entre neoplasia e
hospedeiro é complexa. Para a disseminagdo de células cancerosas,
estas devem produzir ou devem induzir o hospedeiro a produzir
enzimas para a degrada¢do da matriz extracelular (Jussila, 2000). Para
Serpi (2003), nesta etapa podem ocorrer eventos genéticos adicionais
aos da fase de iniciacdo. Com o crescimento tumoral a angiogénese

também & esperada.

2.2 Carcinogénese quimica

Os carcindgenos quimicos podem ser iniciadores,

promotores ou podem ser ambos, dependendo de suas propriedades,
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de seus subprodutos e do tipo de célula afetada (Fernandes Junior,
2000). Sao representados por agentes naturais (aflatoxina B1), agentes
sintéticos  (hidrocarbonetos policiclicos aromdticos e aminas
aromaticas), agentes alquilantes (quimioterapicos anticancer) e fatores
endogenos (hormonios e sais biliares) (Rodrigues; Camargo, 1999).

Do ponto de vista historico, duas observacdes de
médicos ingleses foram importantes no reconhecimento de neoplasias
causadas por substancias quimicas. Hill, em 1761 relacionou o uso do
tabaco aos canceres de pulmao e Percival Pott, em 1775, compreendeu
a relagdo entre carcinoma epidermoide da pele do escroto de
limpadores de chaminé e residuos da combustdo de carvdo. As
substancias carcinogénicas, em questdo, sdo hoje reconhecidas como
parte de um grupo de compostos denominados hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos (HPA) (Woolf, 1998; Rodrigues; Camargo,
1999; Fernandes Junior, 2000; Mainenti; Rosa, 2008).

Os experimentos com carcindogenos quimicos foram
tentados por varios autores. Yamagiwa e Ichikawa, em 1917,
obtiveram sucesso em causar neoplasias benignas em orelhas de
coelhos, apos 30 a 100 dias pincelando alcatrdo, um precursor dos
HPA. Os carcinomas ocorreram entre 55 e¢ 360 dias (Yamagiwa;
Ichikawa, 1977).

Os HPA sdo carcindgenos indiretos de grande
estabilidade no meio ambiente. Sd@o ubiquos e ocorrem pela
combustdo incompleta de combustiveis fosseis, estando presentes na
fumaga dos automoéveis, no fumo, no solo, na 4gua e em alimentos,

especialmente os defumados. Os principais exemplos de HPA sio o
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DMBA, o metilcolantreno, o benzopireno e¢ o 4-quinolina 1-6xido
(4NQO) (Serpi, 2003; Kumar et al., 2005; Mainenti; Rosa, 2008). O
DMBA ¢ considerado um carcindgeno quimico completo por
responder pela iniciagdo, promogdo e progressdo neopldsica (Fassoni
et al., 1993; Sumitomo et al., 1996; Mainenti, 2006; Mainenti et al.,
2008).

OS HPA sido denominados pro ou pré-carcindgenos
quando fora dos organismos ¢ dependem de ativacdo metabdlica para
interagir com as macromoléculas celulares (Weisburger, 1994).
Também podem ser chamados de carcindgenos remotos (Woolf,
1998). Apos ativacdo endogena os metabolitos de potencial
oncogénico passam a se chamar carcinégenos imediatos. Uma vez em
interacdo com o DNA celular eles passam a ser conhecidos como
carcindgenos definitivos (Woolf, 1998).

O sistema enzimatico do citocromo P-450 pode agir nas
substdncias xenobidticas, como 0s carcindogenos quimicos, de duas
maneiras. A oxida¢do do carcinogeno pode resultar em substancias
atoxicas ou pode formar subprodutos com potencial de unido ao DNA
celular. Ocorrendo este ultimo processo, modificagdes genéticas sdo
esperadas e, por conseguinte, células fenotipicamente alteradas podem
expressar um perfil neoplasico (Weisburger, 1994; Ide et al., 2002). A
substancia ativada por oxidacdes dos HPA ¢ denominada 3,4-diol-1,2-
epdxido (Ide et al., 2004).

As enzimas que participam do metabolismo dos HPA,
no sistema hepatico do citocromo P-450, sio a CYP1AI, CYP1A2,
CYPI1BI1 e CYP3A4 (Serpi, 2003). Snyder e Hong (2004) comentam



25

que cada tipo de enzima do grupo CYP ¢ propria deste ou daquele
orgdo, nos animais superiores. O mecanismo de resposta individual
aos carcindgenos, segundo estes autores, parece estar vinculado as
diferencas nas atividades enzimaticas dos orgdos-alvo e nas diferengas
entre as substancias tumorigénicas.

O metabolismo do DMBA segue o padrdo exibido pelos
outros componentes do grupo dos HPA. As isoformas de CYP
responsaveis pela ativacdo do DMBA s3ao CYPI1A (figado) e CYPIB
(6rgdos extra-hepaticos). Nos tumores induzidos por DMBA, parece
que, em primeira instdncia, ocorre uma ativagdo hepatica parcial
seguida de completa ativagdo do carcindogeno no orgao-alvo (Girolami
et al., 2008). Segundo Girolami et al. (2008), a utilizacdo de farmacos
inibidores de CYP1A poderia reduzir a incidéncia de neoplasias. A
diminuicdo destas enzimas certamente alteraria a disponibilidade do

receptor aril hidrocarboneto no figado, principal ligante dos HPA.

2.3 Carcinogénese quimica em glandulas salivares animais

De uma maneira geral, os modelos animais se prestam
favoravelmente ao estudo do cancer em suas variadas localizac¢des
anatoOmicas. Vantagens e desvantagens podem ser apontadas para as
pesquisas in vivo. Como vantagens temos a possibilidade de
acompanhamento da historia natural das neoplasias, observando as

interagdes da doenga com o seu hospedeiro. Contudo, certos estudos
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de carcinogénese trazem muitas diferengas anatomicas e de
etiopatogénese quando sdo comparados os achados em homens e
animais (Jussila, 2000). Do ponto de vista das glandulas salivares a
carcinogénese se verifica com pertinéncia uma vez que neoplasias
primitivas de glandulas salivares humanas s@o raras (Mainenti; Rosa,
2008).

As neoplasias espontaneas de glandulas salivares de
camundongos e hamsters sdo extremamente infreqiientes (Frith;
Heath, 1994; Takahashi; Okamiya, 1996). Conforme apontam Frith e
Heath (1994), a observacdo de tumores em camundongos ¢
praticamente atrelada a inducdo quimica.

Historicamente, os experimentos enderecados a
carcinogénese quimica de glandulas salivares animais foram
realizados com sucesso, em 1939, por Benecke e Schroder, apds uso
de benzopireno (Bauer; Byrne, 1950; El-Mofty, 1977b).

Em 1942, Steiner realizou um importante ensaio
cientifico utilizando véarios carcinégenos do grupo dos HPA e varios
modelos animais para carcinogénese de glandulas salivares. Sua
pesquisa foi importante no reconhecimento das variagdes de
resultados entre espécies animais. (Bauer; Byrne, 1950; Cataldo et al.,
1964; Shklar, 1970; El-Mofty, 1977b; Takahashi; Okamiya, 1996).
Soube-se, entdo, que ratos, camundongos e porquinhos-da-india sdo
sensiveis aos carcindgenos quimicos. Todavia, os coelhos nao (Bauer;
Byrne, 1950). Pesquisas classicas foram realizadas, posteriormente,
por muitos estudiosos, cada qual utilizando sua prépria metodologia

(Ebling et al., 1965).
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Kim et al. (1974), EI-Mofty (1977b), Hindy et al. (1995)
e Ogawa et al. (2000) lembram que, o uso de roedores em
carcinogénese de glandulas salivares ¢ conveniente, seja pela
facilidade de manipulagdo dos animais, seja pela susceptibilidade das
glandulas submandibulares aos carcinégenos quimicos.

O DMBA ¢ considerado o carcindégeno de escolha em
tumorigénese de glandulas salivares animais (Ebling et al., 1965;
Hindy et al., 1995) por ser potente e de resultados rapidos (Ogawa et
al., 2000). Esta substancia ¢ um carcindgeno completo, respondendo
por todas as etapas da carcinogénese (Fassoni et al., 1993; Mainenti,
2006; Mainenti; Rosa, 2008; Mainenti et al., 2008).

Segundo a preferéncia de cada autor, o DMBA foi
utilizado por meio de implantagdo nas glandulas salivares (Bauer;
Byrne, 1950; Standish, 1957; Cataldo et al., 1964; Ebling et al., 1965;
Chaudhry et al., 1966; Turbiner; Shklar, 1969; Sheehan; Shklar, 1972;
El-Mofty, 1977b; EI-Mofty, 1978; Hindy et al., 1995; Sumitomo et al.,
1996) por meio de injecdo (Schmutz; Chaudhry, 1969; Kim et al.,
1974; Takeuchi et al., 1975; Wigley; Carbonell, 1976; Takai et al.,
1984; Zaman et al., 1996; Tsujimoto et al., 1999; Ogawa et al., 2000;
Ide et al., 2002; Mainenti, 2006; Mainenti et al., 2008) ou instilado,
por canulacdo, diretamente nos ductos (Sela et al., 1974). Quando o
DMBA foi utilizado via tubo intragastrico (Dias et al., 1999) ou
oferecido na alimentagdo (Girolami et al., 2008), neoplasias mamarias
se apresentam de forma expressiva, sendo os tumores de glandula

salivar subsidiarios a estas (Dias et al., 1999).
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Os estudiosos que se interessam pela carcinogénese
quimica induzida em glandulas salivares animais diagnosticaram,
basicamente, carcinomas e sarcomas (Standish, 1957; Cataldo et al.,
1964; Ebling et al., 1965; Chaudhry et al., 1966; Schmutz; Chaudhry,
1969; Turbiner; Shklar, 1969; Sheehan; Shklar, 1972; Sela et al.,
1974; Takeuchi et al., 1975; Wigley; Carbonell, 1976; El-Mofty,
1977b; El-Mofty, 1978; Takai et al., 1984; Frith; Heath, 1994; Hindy
et al., 1995; Sumitomo et al., 1996; Zaman et al., 1996; Ogawa et al.,
2000; Ide et al., 2002; Mainenti, 2006; Mainenti et al., 2008). Estes
tumores se mostraram isolados ou em associa¢do. Autores como Sela
et al. (1974), ndo encontraram carcinomas e, sim, exclusivamente
sarcomas. Alguns poucos pesquisadores descreveram diagnosticos de
adenomas (Frith; Heath, 1994) e adenocarcinomas (Bauer; Byrne,
1950; Cataldo et al., 1964; Frith; Heath, 1994; Ogawa et al., 2000;
Zaman et al., 1996).

Apesar dos achados constantes de carcinomas
amalgamados ou ndo a sarcomas, em muitos experimentos, pouco
interesse sobre estas associacdes foi dado nas pesquisas. No
entendimento de Takahashi e Okamiya (1996), por exemplo, ndo se
verificou a ocorréncia de neoplasias mistas verdadeiras em hamsters.
Segundo Takai et al. (1986) as alteragOes sarcomatosas muitas vezes
se associaram a carcinomas, recebendo a designacdo de “tumores de
colisdo”. Conforme Mainenti (2006) ¢ Mainenti et al. (2008), as
neoplasias denominadas “tumores de colisdo” devem ser referidas por
carcinossarcomas. Estes autores afirmaram que estas lesdes

constituem tumores mistos verdadeiros apresentando  dois
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parénquimas neopldsicos associados, ou seja, um sarcomatoso € outro
carcinomatoso.

A metodologia para implantacido de pellet de DMBA,
em glandulas salivares de ratos, foi bem documentada por Cataldo et
al. (1964). Estes autores descreveram os varios passos de sua técnica.
Referiram o uso de uma incisdo cervical, a exposi¢do das glandulas
salivares, a implantacdo de pellets e a historia natural das neoplasias
induzidas. Em relagdo a injecdo de DMBA, o procedimento cirargico
descrito por Zaman et al. (1996) constou de uma exposicdo glandular
para penetracdo de uma agulha. A incisdo, tanto para implantacdo de
pellet de DMBA quanto para sua injecdo foi referenciada de duas
maneiras: 1) longitudinal ao pesco¢o do rato (Cataldo et al., 1964;
Zaman et al., 1996); 2) obliqua cervical (Mainenti, 2006; Mainenti et
al., 2008). Esta ultima técnica, segundo Mainenti (2006) e Mainenti et
al. (2008), ofereceu a vantagem de expor diretamente a glandula
submandibular, com pouca necessidade de divulsdo dos tecidos.

O implante de DMBA foi parcamente descrito na
literatura. Ebling et al. (1965) e Hindy et al. (1995) reportaram a
inoculagdo de DMBA em p¢, utilizando uma agulha modificada. Um
procedimento similar foi citado por El-Mofty (1977b). As solugdes de
DMBA foram utilizadas com veiculos como vaselina liquida
(Schmutz; Chaudhry, 1969; Kim et al., 1974) e acetona (Tsujimoto et
al, 1999; Ide et al., 2002; Mainenti, 2006; Mainenti et al., 2008). As
concentracdes de DMBA variaram de 0,05 ml/ 0,1 % (0,05 mg) até
0,05 ml/ 4,0 % (2 mg) dependendo do animal de estudo (Hindy et al.;
1995).
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A histéria natural da formacgdo de carcinomas em
glandulas salivares de ratos, apos uso de implantes de DMBA, foi
caracterizada em quatro etapas (Cataldo et al., 1964; Turbiner; Shklar,
1969; El-Mofty, 1977b; Takeuchi et al., 1975; Takai et al., 1986).
Inicialmente, houve uma fase degenerativa ocorrendo necrose por
coagulacdo das células ao redor do pellet, associada a intensa reagdo
inflamatéria. Na segunda fase ocorreu proliferagdo de epitélios
ductais, desenvolvimento de cistos e achados de displasias epiteliais.
A terceira fase se caracterizou pela presenca de metaplasia escamosa
dos cistos, seguida por aposi¢do de varias camadas de células
epiteliais e profusa producdo de queratina. A quarta fase foi marcada
por uma formagao de carcinomas na intimidade da parede cistica nas
areas displasicas.

Os casos de carcinoma, induzidos em glandulas
salivares de ratos por El-Mofty (1977a), foram avaliados como
tumores com baixo indice mitotico e certo compromisso na formagado
de queratina intra-lesional.

Para Mainenti (2006) e Mainenti et al. (2008), em
carcinogénese DMBA-induzida por injecdo intraglandular, as fases da
histéria natural dos carcinomas foram semelhantes aos autores que o
precederam. Embora estes autores tenham verificado que a fase
degenerativa fora compativel com quadro histopatologico de
sialadenite, devendo ser assim denominada. As outras etapas
(proliferativa, metapldsica e neopldsica maligna) foram, também,
reconhecidas por estes autores. Contudo, seus achados apontaram para

a ocorréncia de campos histologicos de atipias celulares epiteliais,
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neoplasias malignas epiteliais e pleomorfismo fibroblastico a partir da
segunda fase, indicando uma ocorréncia pré-neopldsica em etapa
proliferativa. Devido a estas observagdes, os autores em questio
foram capazes de reconhecer, além de neoplasias epiteliais e
mesenquimais, neoplasias mistas malignas.

No que respeita a histogénese das neoplasias induzidas
por DMBA, muitas sdo as especulagdes encontradas na literatura
pertinente. Em 1950, Bauer e Byrne, sugeriram a ocorréncia de células
mioepiteliais com morfologia variada, se insinuando na interface de
adenocarcinomas induzidos em pardtidas e submandibulares de
camundongos. Estes autores foram os primeiros a fazer alusdo a uma
identidade pluripotente de células da regido dos ductos intercalares na
génese neoplasica induzida. Certos autores, contudo, apontaram
somente as células ductais como envolvidas no processo de
transformacdo neoplasica dos carcinomas (Turbiner; Shklar, 1969;
Sumitomo et al., 1996; Takai et al., 1986; Ogawa et al., 2000). Outras
possibilidades levantadas fizeram men¢do a metaplasia e
transformacdo neoplasica de células ductais e acinares (El-Mofty,
1977b; El-Mofty, 1978). Segundo Kim et al. (1974), uma metaplasia
confinada as células acinares as transformaria em células ductais e, a
partir destas, surgiriam neoplasias por desdiferenciagdo. Somente em
2000, Ogawa et al. voltaram a cogitar a participagdo de células
mioepiteliais, apos induzirem a formacdo de adenocarcinomas
submandibulares em filhotes de ratos.

A origem dos sarcomas foi, todavia, pobremente

estudada. Referiram Ogawa et al. (2000) que os sarcomas podem se
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formar a partir do tecido conjuntivo de reparagdo e de musculos
estriados adjacentes as glandulas. Contudo, esta matéria nao foi

profundamente abordada por estes autores.

2.4 Imunoistoquimica

A 1munoistoquimica ¢ um método de estudo, mas,
principalmente, de auxilio em diagnostico histopatolégico (Alves et
al., 2004; Rangel et al., 2008). Basicamente, ¢ uma técnica que
consiste na interagdo especifica entre antigeno e anticorpo evidenciada
por agente cromégeno detectavel sob microscopia dptica. Em resumo,
obrigatoriamente ha a necessidade de trés requisitos: 1) sistema de
detecgdo; 2) presenga de antigeno imunorreativo; 3) anticorpo
especifico. Outros componentes da imunoistoquimica sdo os controles
positivos e negativos de reacdo (Matthews, 1987).

O esqueleto celular ¢ formado por microtubulos e
filamentos. Os primeiros orientam as organelas e suas secrecdes no
interior das células. Os filamentos se subdividem em microfilamentos
e filamentos intermedidrios. Os microfilamentos conferem as células
um poder de contragdo por meio das proteinas actina e miosina. Para a
manuten¢do morfoldgica celular e contato intercelular, sdo de
importancia, as proteinas denominadas filamentos intermedidrios,
como a vimentina (morfologia) e a citoqueratina (morfologia e

adesdo) (Ten Cate, 2001; Moll et al., 2008). As citoqueratinas sdo
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importantes na estabilizag¢do estrutural das células epiteliais, pois estes
filamentos se inserem em desmossomas e hemidesmossomas
promovendo conexdo célula-célula e célula-membrana basal,
respectivamente (Moll et al., 2008). Os filamentos intermedidrios
podem formar uma rede estrutural que conecta nucleo, organelas e
membrana celular. Estes filamentos podem variar de célula para célula
e em relacdo aos estagios de maturagdo das mesmas (Machado;
Figueiredo, 1996).

O conhecimento da constituicdo filamentar das células
indica a sua natureza (Palmer, 1986). Sendo assim, os filamentos que
apontam para os diversos tipos celulares sdo: as citoqueratinas (tecido
epitelial), vimentina (tecido mesenquimal), proteina glial fibrilar 4cida
(astrocitos) e neurofilamentos (neuronios). Os filamentos sdo
constituidos por areas de homologia e divergéncia no que interessa as
suas seqliéncias de aminoacidos (Machado; Figueiredo, 1996).

Os filamentos foram pesquisados com sucesso por meio
da imunoistoquimica, principalmente para o diagndstico e
classificacdo de tumores humanos. Para os musculos estriados se
identificou a desmina. As actinas, consideradas proteinas ubiquas do
citoesqueleto, foram classificadas em a, B e y-actinas. A primeira se
relaciona aos musculos e as outras interessam células ndo-musculares.
Como exemplo, as células mioepiteliais podem expressar 3 e y-actinas
(Miettinen, 1988).

As citoqueratinas, ou simplesmente queratinas, sdo
filamentos encontrados, por exemplo, nos epitélios do trato

gastrointestinal e génito-urindrio. Elas recebem seu nome de acordo
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com seu peso molecular (Alves et al., 2004; Moll et al., 2008). Nos
seres humanos, 54 tipos foram catalogados (Moll et al., 2008). Nas
glandulas salivares as queratinas sdo evidentes nos ductos estriados e
em neoplasias de origem ductal. Os anticorpos anti-citoqueratina
podem ser utilizados no diagnostico de neoplasias epiteliais (Takai et
al., 1984), principalmente aquelas indiferenciadas (Alves et al., 2004).
Para Palmer (1986), algumas queratinas podem ser Uteis na marcagao
do componente epitelial das células mioepiteliais. Contudo, variacdes
nas reagdes antigeno-anticorpo poderiam ocorrer como resultado de
uso de clones especificos ou inespecificos para o antigeno. De
qualquer forma, o pool de queratinas, parece ser eficaz na
evidenciagdo epitelial.

Segundo Rangel et al. (2008), cada vez mais aumenta o
nimero de anticorpos disponiveis comercialmente, melhorando o
reconhecimento de tumores e a caracterizacdo de linhagens celulares.
Para estes autores, a imunoistoquimica ¢ valida na diferenciacdo entre
tumores benignos e malignos, no reconhecimento de neoplasias
epiteliais e mesenquimais e, também, ¢ util na classificacdo de
neoplasias solidas sarcomatosas.

O papel do sistema imune na vigilancia das alteragdes
celulares ¢ reconhecido no estudo imunolégico das neoplasias. Sabe-
se que células tumorais podem se mostrar com perfis antigénicos
diferentes das células normais. Isso se deve pela exacerbacdo ou
desaparecimento de certos antigenos. Em neoplasias induzidas
quimicamente, por exemplo, a supressdo experimental do sistema

imunolégico se traduz em anaplasia tumoral (El-Mofty, 1977a). Desta
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feita, cabe o entendimento de que a imunoistoquimica enderegada as

células normais pode nao ser efetiva em células tumorais.

2.5 Neoplasias primarias de glandulas salivares

O entendimento da histogénese dos tumores de
glandulas salivares requer um conhecimento dos tipos celulares que
constituem as glandulas normais (Dardick, 1996). Basicamente, a
formacgdo da saliva ¢ de competéncia dos acinos e, seu transporte e
liberagdo, cabe ao sistema ductal (Ten Cate, 2001). As células das
glandulas salivares podem ser luminais (dcinos e células de
revestimento luminal de ductos) e ndo luminais (células mioepiteliais
e basais). O tecido conjuntivo das glandulas salivares demonstra
similaridade com outras regides anatomicas. Basicamente ¢ formado
por uma matriz extracelular de fibras coldgenas e uma substancia
fundamental de glicoproteinas e proteoglicanas nas quais se insinuam
fibroblastos (Ten Cate, 2001).

Burgess et al. (1996) comentam que a variedade de
lesdes neoplasicas possiveis, em glandulas salivares, se da pela
interacdo entre as células do parénquima. As células mioepiteliais sdo
tidas como importantes neste leque de lesdes uma vez que, no
pancreas, ndo hd mioepitélio, reduzindo a gama de tumores. Para

Foschini e Eusebi (2004) as neoplasias glandulares sdo de dificil
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diagnostico pela raridade de muitos casos e pela exuberante variagdo
entre tumores.

As células mioepiteliais sdo encontradas em muitas
glandulas exdcrinas dos mamiferos, estando entre a parte secretoria e a
lamina basal (Ogawa et al., 1999; Eveson et al., 2005). Nas glandulas
salivares a célula mioepitelial se associa aos &cinos e aos ductos
intercalares (Ten Cate, 2001). Conforme indicacdes de Ogawa et al.
(2000) as células mioepiteliais sdo hibridas, com caracteristicas
epiteliais e musculares. Ten Cate (2001) aponta uma origem epitelial
para as células mioepiteliais ¢ uma semelhanga ultra-estrutural entre
estas e as células musculares lisas. Morfologicamente, as células
mioepiteliais sdo estreliformes na regido secretéria e fusiformes
quando relativas aos ductos intercalares (Ten Cate, 2001).

Sobre a morfologia de células neoplasicas mioepiteliais
sdo possiveis células alongadas, afiladas, fusiformes e plasmocitédides
(Prasad et al., 1999).

Indicam Neville et al. (2004) que os tumores de
glandula salivar contabilizam, mundialmente, 1 a 6,5 casos por
100.000 individuos. Na nosologia neoplasica de glandulas salivares
humanas, s3o mais esperadas lesdes primarias benignas como o
adenoma pleomérfico e o tumor de Warthin (Carson et al., 1995;
Neville et al., 2004; Eveson et al., 2005).

Certos tumores produzidos experimentalmente em
animais, como 0S carcinomas, 0S sarcomas € oS carcinossarcomas sao
extremamente raros em humanos. Os carcinossarcomas, 0s sarcomas ¢

os carcinomas sdo encontrados em 0,1 a 0,2%, 0,6% e menos de 1%



37

dos tumores de glandulas salivares, respectivamente (Auclair; Ellis,
1991; Alvarez-Cafias; Rodilla, 1996; Gnepp, 2005a; Lewis; Olsen,
2005; Capuano et al., 2007; Staffieri et al., 2007; Kim et al., 2008). Os
carcinomas e sarcomas ndo se apresentam, morfologicamente,
diferentes de outros sitios anatomicos. Normalmente ndo necessitam
de estudo imunoistoquimico. Contudo, para o diagndstico diferencial
entre neoplasias indiferenciadas, pode existir a necessidade de uso de
anticorpos especificos (Gnepp, 2005a; Lewis; Olsen, 2005). A
ocorréncia de carcinomas primitivos de glandulas salivares ¢ um tema
de importancia diagnostica principalmente quando se tem a
necessidade de realizar diagnéstico diferencial com tumores
metastaticos (Lewis; Olsen, 2005).

A histogénese dos sarcomas de glandulas salivares ¢
questionada. Aventa-se a possibilidade de origem mioepitelial ou
origem de células mesenquimais pluripotenciais. Esta tltima hipdtese
¢ defendida por Auclair e Ellis (1991). Segundo Thompson e Fanburg-
Smith (2005), especula-se, para os sarcomas constituidos de células
fusiformes, uma origem fibroblastica/miofibroblastica (Thompson;
Fanburg-Smith, 2005). As células miofibroblasticas sdo tidas como
fibroblastos que, sob estimulagdo, passam a expressar a-actinas e, as
vezes, desmina e miosina (Fisher, 2004).

Segundo Gnepp (2005b), qualquer tipo de sarcoma
pode ocorrer nas glandulas salivares, sendo os mais comuns, com
incidéncia  decrescente, os  seguintes:  hemangiopericitoma,
schwanoma maligno, fibrossarcoma e histiocitoma fibroso maligno.

Em relacdo a esta ultima lesdo, Thompson ¢ Fanburg-Smith (2005)
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informam que seu diagndstico somente ocorre apds exclusido de outros
sarcomas. Interessante, também, ¢ a alusdo ao fato deste tumor ser o
mais prevalente em adultos. Woolf (1998) e Rosenberg (2000),
comungam da idéia de ser esta lesdo o sarcoma mais comum na idade
adulta. Segundo Woolf (1998), apesar de sugerir no nome uma
diferenciacdo monocitica-macrofagica, os histiocitomas fibrosos
malignos parecem ser relacionados somente a fibroblastos
pleomorficos. Rosenberg (2000) acredita na possibilidade destes
tumores serem variantes pleomorficas de lesdes de tecido gorduroso e
de musculatura lisa ou estriada. Aduzem, ainda, a ocorréncia de fundo
coldgeno nos campos histologicos e a ocasionais macréfagos
€spumosos.

Segundo Guillou (2008), os histiocitomas fibrosos
malignos ndo passam de um padrdo histolégico que compreende a
existéncia de muitas células sarcomatosas pleomorficas. Recentes
estudos de imunoistoquimica e microscopia eletronica teriam sido
decisivos na caracterizagdo de pleomorfismo em lipossarcomas,
leiomiossarcomas e rabdomiossarcomas.

Dos possiveis sarcomas, os miofibrossarcomas ou
também denominados sarcomas miofibroblasticos de baixo grau,
parecem ser os mais raros em cavidade bucal e em glandulas salivares
(Mentzel; Fletcher, 2002). Conforme Jay et al. (2007), estas lesdes
podem ser mais comuns do que se imagina. Todavia, existe uma
marcada falta de consenso entre autores, dificultando o

reconhecimento e classificacdo destas neoplasias.
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Conforme Kwon e Gu (2001) e Kim et al. (2008), em
1951 achava-se que os carcinossarcomas apresentavam um
componente maligno epitelial e que o estroma do tumor fosse
sarcomatdide, ou seja, de origem epitelial. Em 1967, os
carcinossarcomas foram reconhecidos como tumores verdadeiramente
compostos por dois padrdes celulares (Kwon; Gu, 2001; Kim et al.,
2008). Desde aquela €poca os carcinossarcomas sdo compreendidos
como neoplasias mistas verdadeiras, constituidas por elementos
carcinomatosos € sarcomatosos associados em proporcdes variadas
(Gnepp; Wenig, 1991; Bildirici; Eren, 2003; Neville et al., 2004;
Gnepp, 2005a; Staffieri et al., 2007; Volker et al, 2007; Kim et al.,
2008). Gotte et al. (2000) afirmaram que os carcinossarcomas se
mostram como tumores desafiadores, pois: 1) nada se sabe sobre as
alteracdes moleculares durante a génese tumoral; 2) a origem clonal ¢
um assunto controvertido; 3) a origem mioepitelial € discutida.

Stojadinovic et al. (2001) consignaram trés
possibilidades para a formagdo de carcinossarcomas. Segundo eles os
estudiosos da matéria sugerem uma origem monoclonal ou policlonal
ou neoplasias epiteliais € mesenquimais em colisdo.

Os defensores da teoria monoclonal identificam a célula
mioepitelial, fenotipicamente alterada, como responsavel pela
diferenciacdo tumoral em carcinoma e sarcoma (Carson et al., 1995;
Dardick, 1996). De forma coincidente, Gotte et al. (2000) sugeriram a
mesma teoria. Seus estudos apontaram para uma diferenciag¢do
mioepitelial rudimentar. Gnepp e Wenig (1991) também confirmaram

a possibilidade de existéncia de regides focais com caracteristicas
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mioepiteliais nas lesdes por eles avaliadas. Para Volker et al. (2007),
os campos histologicos dos carcinossarcomas seriam advindos de um
clone celular pluripotente. Kim et al. (2008) sdo partidarios da idéia de
uma unica célula progenitora em carcinossarcomas.

No que respeita as duvidas sobre formacdo dos
carcinossarcomas, Kwon e Gu (2001) entenderam que uma origem
mioepitelial poderia ser aventada em caso de neoplasia ocorrendo em
adenoma pleomoérfico. No caso de carcinossarcomas primarios, a
teoria monoclonal seria de dificil explicagdo. Outros pesquisadores
discutem a  participacdo  estritamente = mioepitelial  nos
carcinossarcomas. Alvarez-Cafias e¢ Rodilla (1996) defenderam, em
um estudo de caso, a teoria policlonal. Para os mesmos, os campos
carcinomatosos apontaram para uma origem ductal e os sarcomas
seriam mioepiteliais. Stojadinovic et al. (2001) reconheceram, por
imunoistoquimica, uma real identidade bifasica em um raro
carcinossarcoma de mucosa bucal, sem a participagdo de estruturas de
glandulas salivares.

O componente epitelial dos carcinossarcomas pode ser
um moderado ou pouco diferenciado carcinoma ductal (Gnepp;
Wenig, 1991; Carson et al., 1999; Gnepp, 2005a), um adenocarcinoma
pouco diferenciado (Kwon; Gu, 2001; Neville et al., 2004, Gnepp,
2005a; Staffieri et al., 2007; Kim et al.,, 2008), um carcinoma
diferenciado (Capuano et al., 2007) ou um carcinoma indiferenciado
(Gnepp; Wenig, 1991; Carson et al., 1995; Kwon; Gu, 2001; Neville
et al., 2004; Gnepp, 2005a; Kim et al., 2008). A por¢do mesenquimal

do tumor pode se mostrar com aparéncia variada. Os osteossarcomas
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(Gnepp, 2005a), e condrossarcomas parecem dominar os elementos
carcinomatosos (Kwon; Gu, 2001; Gnepp, 2005a; Staffieri et al.,
2007). Contudo, outros padrdes também sdo reconhecidos como:
lipossarcoma (Neville et al., 2004; Kim et al., 2008), fibrossarcoma
(Neville et al., 2004; Capuano et al., 2007; Kim et al., 2008) ou
histiocitoma fibroso maligno (Neville et al., 2004). Carson et al.
(1995), todavia, apontaram como raros os achados de sarcoma
indiferenciado, osteossarcoma, lipossarcoma e histiocitoma fibroso
maligno. Sdo infreqiientes, em neoplasias mistas malignas de
glandulas salivares, os rabdomiossarcomas (Kwon; Gu, 2001; Staffieri

et al., 2007).

2.6 Imunoistoquimica em neoplasias primarias de glandulas

salivares.

2.6.1 Imunoistoquimica para células mioepiteliais

Os marcadores imunoistoquimicos para células
mioepiteliais normais e tumorais foram pesquisados por Aragjo et al.
(2000). Estes autores mostraram que dos primeiros estudos
imunoistoquimicos, no inicio da década de 1980, até o ano de 2000, os
marcadores, sempre tidos como 0s mais importantes para cada €poca,

foram o S-100, a vimentina, a miosina, a actina musculo especifica (a-
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SMA) e, por ultimo, a calponina. Por meio de um painel constituido
por vimentina, a-SMA, e citoqueratinas, os autores afirmaram poder
diagnosticar, com efetividade, 114 neoplasias de glandulas salivares.
Suas dedugdes mostraram que das células neoplasicas, somente as
mioepiteliais exibem perfis imunoistoquimicos fortemente variados.

O perfil imunoistoquimico das células mioepiteliais
neoplésicas pode ser dificil de ser tragado. Esta matéria foi investigada
por estudos com adenomas pleomorficos € mioepiteliomas (Aratjo et
al., 2000). Prasad et al. (1999) afirmaram que mesmo em tecidos
normais certos anticorpos ndo podem ser pensados como especificos
para células mioepiteliais. Segundo os mesmos, o anticorpo S-100 ndo
seria exclusivo destas células, por exemplo. O painel ideal para células
mioepiteliais deveria incluir a-SMA, miosina e calponina.

Autores recentes afirmaram que as células mioepiteliais
sdo tidas como de natureza hibrida, ou seja, expressando proteinas
epiteliais e musculares (Eveson et al., 2005). Partindo destas
consideracdes alguns anticorpos foram sugeridos para o estudo de
células mioepiteliais como as citoqueratina 14 (Ihrler et al., 2002;
Eveson et al., 2005) e 17 (Foschini; Eusebi, 2004), a-SMA (Ihrler et
al., 2002; Eveson et al., 2005), S-100 (Ihrler et al., 2002; Foschini;
Eusebi, 2004), miosina (Eveson et al., 2005), calponina e caldesmona
(Foschini; Eusebi, 2004).

Para Bravo et al. (2007), as células mioepiteliais podem
ser testadas para muitos anticorpos como citoqueratinas 7, 8, 14, EMA
(anticorpo de membrana epitelial), actina musculo especifico (HHF-

35), calponina, miosina, vimentina, S-100, caldesmona, maspina entre
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outros. Contudo, parece que os resultados podem ser extremamente
variados, indicando uma identidade imunorreativa muito singular.
Dardick (1996) asseverou que, muitas vezes, as células mioepiteliais
somente apresentardo imunorreatividade para vimentina devido as

subversodes de fenotipo.

2.6.2 Imunoistoquimica para miofibroblastos

No estudo de neoplasias de mama, Polyak e Hu (2005)
tragaram varias consideracdes sobre as células mioepiteliais. Segundo
os mesmos, as células mioepiteliais pareceram funcionar como
barreiras fisicas na progressdo de tumores. Estes autores consideram
que muitas neoplasias mamadrias t€ém a participagdo de células
mioepiteliais. Todavia, quando da marcag¢do imunoistoquimica, a falta
de positividade para queratinas indicaria a presenga de outra célula
denominada miofibroblasto. Esta célula parece ser proveniente de uma
célula mesenquimal de reserva com expressdo imunoistoquimica
semelhante a célula mioepitelial.

A célula miofibroblastica foi estudada por Soma et al.
(2001) em neoplasias de glandulas salivares humanas benignas e
malignas. Os autores fizeram importantes observagdes. Para os
mesmos, a interacdo entre conjuntivo e células epiteliais ndo cessa
apos a embriogénese, sendo mantida na vida adulta. Dtvidas existem

em relagdo a participac¢do de células miofibroblasticas na regula¢do do
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crescimento neoplasico. Segundo seus achados, as células
miofibroblasticas, foram positivas para a-SMA e se encontraram
margeando neoplasias benignas e malignas em 75% e 39% dos casos,
respectivamente. A diminuicdo destas células estaria intimamente
relacionada a invasdo tumoral. A ocorréncia de coldgeno como
produto destas células foi sugerida como um mecanismo de contencio
tumoral.

Segundo Jay et al. (2007), os miofibroblastos podem
apresentar morfologia bipolar, tripolar ou estreliforme com longos
prolongamentos citoplasmaticos. Seus nucleos se mostram palidos,
contendo pequeno nucléolo. Podem ser ovodides ou apresentar
irregularidades. Sob o ponto de vista da imunoistoquimica, sdo
positivos para a-SMA, calponina, variavelmente positivos para c-kit e
ndo reativos para desmina.

De Wever et al. (2008), esclareceram que as células
miofibroblasticas sdo muito importantes, participando da cicatriza¢do
de feridas, por meio de contracdo das mesmas. As populagdes de
miofibroblastos podem ser originadas de duas fontes. A primeira e
menos expressiva, se refere as células mesenquimais de reserva
provenientes da medula 6ssea. A segunda fonte ocorre apos efeito
paracrino de fibroblastos em tecidos inflamados ou em reparacdo. Em
processos patologicos os miofibroblastos sdo mantidos e acabam por
revelar producdo coldgena em excesso. Em neoplasias parece que os
miofibroblastos podem ndo funcionar adequadamente ou podem
favorecer invasdo tumoral pela producdo de proteinases. Este tltimo

mecanismo ocorre quando uma populagdo de fibroblastos a-SMA
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negativos passa a apresentar células miofibroblasticas a-SMA
positivas. Ainda, segundo De Wever et al. (2008), os miofibroblastos
formariam uma rede conjuntiva funcionando como guia para invasao

de carcinomas.

2.6.3 Imunoistoquimica em neoplasias

A imunoistoquimica para neoplasias de glandulas
salivares deu seus primeiros passos por volta de 1980, por meio do
estudo dos filamentos de queratina, vimentina ¢ desmina. Desde esta
época, varios estudos se concentraram na busca, por meio de
imunoistoquimica, de células mioepiteliais nos tumores (Araujo et al.,
2000). Esta procura se deveu ao fato de se creditar as células
mioepiteliais a origem para algumas neoplasias mais comuns de
glandulas salivares. Apesar das suspeitas em relagdo a participagdo de
células mioepiteliais em tumores, até por volta de 1989 muitas
davidas pairavam sobre o seu envolvimento em oncogénese.
Acreditava-se, até esta época, que as células mioepiteliais seriam
células com diferenciacdo definitiva, uma vez que expressavam
baixissimo indice mitotico (Burgess et al., 1996).

Para a procura de diferenciacdo luminal ou acinar nas
glandulas, preconizou-se a utilizagio de EMA e CEA (antigeno
carcinoembridnico). Entretanto, Aragjo et al. (2000) sugeriram o uso

de marcacdo para produtos das células acinares, uma vez que os dois
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aludidos anticorpos poderiam ser pouco expressivos. No que interessa
ao estudo de componentes epiteliais estes autores indicaram
citoqueratinas especificas ou em pool. Segundo Foschini e Eusebi
(2004), algumas citoqueratinas especificas poderiam ser uteis na
diferenciacdo entre células luminais e ductais.

Em estudo de duas neoplasias salivares humanas
(adenoma pleomorfico e carcinoma adenodide cistico), um painel para
células mioepiteliais foi sugerido. As conclusdes do trabalho
apontaram a calponina como marcador de células mioepiteliais,
principalmente quando outros anticorpos fossem ineficazes (Ogawa et
al., 2000). Conforme afirmaram Cavalcante et al. (2007), a calponina e
a vimentina sdo marcadores muito sensiveis na deteccdo de células
mioepiteliais.

Segundo a Sociedade Brasileira de Patologia (1995)
(SBP), os carcinomas e sarcomas devem ser estudados, de uma
maneira geral, por meio de certos painéis de anticorpos. Os
carcinomas se mostram positivos para citoqueratinas e apresentam
expressividade variada dependendo de sua diferenciacdo para EMA e
CEA. Os carcinomas sdo usualmente negativos para vimentina,
podendo ser positivos em caso de indiferenciagdo. Conforme mencao
de Alves et al. (2004), o uso de painéis para marcagdo de queratinas
pode ser considerado desnecessario, uma vez que o anticorpo
AE1/AE3 (multi-citoqueratina) figura como marcador especifico e
eficaz para as proteinas em questio.

Os sarcomas se apresentam positivos para a vimentina.

Para se classificar os padrdes neopldsicos ¢ indicado o uso de
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anticorpos especificos para cada perfil celular (SBP, 1995). Todavia, o
diagndstico diferencial entre lesdes fusiformes, muitas vezes, ¢
dificultado pela morfologia neoplasica semelhante. Tumores como o0s
leiomiossarcomas, miofibrossarcomas e fibrossarcomas devem ser
cogitados e submetidos a0 mesmo painel imunoistoquimico. Este
painel deve conter anticorpos contra proteinas musculares e epiteliais.
Os fibrossarcomas sdo negativos para desmina, a-SMA, S-100,
calponina, EMA e citoqueratinas. Os leiomiossarcomas sdo positivos
para desmina, a-SMA, calponina e variavelmente positivos para S-
100, EMA e citoqueratinas. Os miofibrossarcomas expressam reagao
positiva para a-SMA e calponina e varidvel imunorreatividade para
desmina (Fisher, 2004). Conforme verificagdes de Mentzel e Fletcher
(2002), os miofibrossarcomas apresentam um imunofendtipo variavel
podendo ser: 1) positivos para actinas e negativos para desmina: 2)
negativos para actinas e positivos para desmina: 3) positivos para os
dois anticorpos. Contudo sdo sempre negativos para marcadores
epiteliais e S-100. Para casos em que se suscite uma possibilidade de
diferenciacdo rabdomiossarcomatosa, o uso da miogenina se faz
necessario por ser especifico para estas neoplasias (Parham; Barr,
2002a; Parham; Barr, 2002b).

Os carcinossarcomas podem ser estudados por meio de
varios painéis, cada qual preconizado por estes ou aqueles autores.
Basicamente pode-se utilizar anticorpos para queratinas, vimentina,
proteina S-100 (Carson et al., 1995; Alvarez-Cafas; Rodilla, 1996;
Gotte et al., 2000; Kwon; Gu, 2001; Capuano et al, 2007; Staffieri et
al., 2007; Volker et al., 2007), EMA (Carson at al., 1995; Alvarez-
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Cafias; Rodilla, 1996; Capuano et al, 2007; Volker et al., 2007), CEA
(Carson et al., 1995; Alvarez-Cafias; Rodilla, 1996; Volker et al.,
2007), actina musculo liso (SMA) (Carson et al., 1995; Gotte et al.,
2000; Kwon; Gu, 2001; Volker et al., 2007), desmina (Carson et al.,
1995; Kwon; Gu, 2001; Volker et al., 2007), CerbB-2 (Capuano et al.,
2007). Todavia, conforme refere Dardick (1996), os carcinossarcomas
podem expressar positividade para citoqueratinas ¢ EMA em sua
porcdo carcinomatosa e estritamente vimentina para 0 componente
sarcomatoso. O mesmo foi verificado por Voélker et al. (2007). Estes
autores descreveram varios padrdes histoldégicos em um tnico caso de
carcinossarcoma de glandula submandibular. Segundo eles a neoplasia
maligna se sobrepds a um adenoma pleomorfico. Os campos
carcinomatosos reconhecidos foram adenocarcinoma, carcinoma de
ducto salivar e carcinoma sarcomatoide. O padrdo sarcomatoso
constou de um fibrossarcoma. A imunoistoquimica do caso revelou,
para os carcinomas, uma positividade para AE1/AE3 e EMA e
negatividade para vimentina, actina, desmina e S-100. O
fibrossarcoma apresentou positividade somente para vimentina.

De maneira coincidente com o exposto sobre
fibrossarcomas em carcinossarcomas, Kwon e Gu (2001) expuseram a
unica positividade destas lesdes para vimentina. Aduziram, também,
que a desmina se mostrou propria para elucidar casos de envolvimento
muscular estriado. Desta feita, estes autores diagnosticaram um
carcinossarcoma composto por campos de fibrossarcoma e

rabdomiossarcoma.
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Para Carson et al, (1995), em avaliagdes
imunoistoquimicas de dois casos de carcinossarcomas com achados
diferentes e conflitantes, as marcagdes positivas € concorrentes nos
campos de neoplasia epitelial ¢ mesenquimal indicariam uma origem
celular comum, sendo especulada a origem mioepitelial. Todavia, os
anticorpos usados por estes autores, nos casos comparados, ndo foram

0S mMeSmos.

2.7 Imunoistoquimica em neoplasias induzidas em glandulas

salivares.

A imunoistoquimica, relacionada a carcinogénese de
animais, se apresenta com uma grande lacuna uma vez que escassos
trabalhos figuram na literatura pertinente.

Em 1986, Takai et al. realizaram um estudo
imunoistoquimico na intenc¢do de detectar a presenca de queratina, em
células de neoplasias induzidas por DMBA, em glandulas salivares de
camundongos. Concluiram que a queratina ndo pode ser demonstrada
em células ductais e mioepiteliais apos a fixa¢do das glandulas em
Carnoy. Segundo os autores, cortes apds congelacdo devem ser
utilizados, pois a fixagdo e a parafinizagdo poderiam diminuir a
expressao antigénica celular.

Em 1996, Sumitomo et al., pretendendo estudar as

etapas da carcinogénese em glandulas submandibulares de ratos, apos
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insercdo de esponja embebida em DMBA, utilizaram os seguintes
anticorpos: K 8.12 (anti-queratina 13 e 16), EGF (fator de crescimento
epidérmico), S-100, laminina, ¢ PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular). Seus resultados evidenciaram uma maior
marcacdo para queratina e para proliferacdo nuclear diretamente
proporcional ao aparecimento de carcinomas. As células PCNA
positivas foram apontadas como células ductais basais em
proliferacdo. Estas células foram consideradas células de reserva
intimamente relacionadas a forma¢do de carcinomas. A diminui¢do
progressiva de imunorreagdes para EGF e S-100, nas fases da
carcinogénese, foi considerada como relativa as perdas das unidades
acinares ¢ a modificacdo fenotipica de células ductais. A marcagdo
para laminina foi suficiente para apontar locais de invasdo neoplasica.
Os autores lembraram que a proliferacdo de células basais modificadas
poderia seguir o mesmo mecanismo de aparecimento de células
mioepiteliais em adenomas pleomorficos humanos.

Segundo Ogawa et al. (1999), a imunorreatividade de
células mioepiteliais para as proteinas a-SMA e calponina, ocorre com
expressao forte e ¢ comum as varias glandulas humanas e de ratos. Em
estudo enderecado as glandulas salivares de ratos, estes autores
verificaram que células mioepiteliais, em sua formagdo e
diferenciacdo, expressaram positivamente marcacdo para as proteinas
acima citadas. Uma fraca marcagdo epitelial também pode ser
verificada (CK 14). Os autores sugeriram a possibilidade de
ocorréncia de células mioepiteliais de origem epitelial (positivas para

CK 14) e células de origem mesenquimal (negativas para CK 14).
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Outros autores afirmam que, em neoplasias humanas, a CK 14 pode
marcar células mioepiteliais. Contudo, a CK 14 ¢ mais esperada em
regides luminais. No caso de células mioepiteliais humanas em
proliferagcdo, a CK 14 ¢ considerada negativa contrariando os achados
em animais (Araujo et al., 2000).

Em 2000, Ogawa et al., objetivaram o estudo de
adenocarcinomas em filhotes de ratos machos e de fémeas submetidos
a duas injecdes de DMBA, a 1%. Os anticorpos para
imunoistoquimica utilizados por estes pesquisadores foram o a-SMA,
queratina 19 e PCNA. As células ductais se revelaram positivas para
queratina 19 e as mioepiteliais para o-SMA. Os achados
demonstraram a ocorréncia de neoplasias epiteliais e mesenquimais
associadas ou ndo. Os machos foram acometidos de carcinomas e as
fémeas de adenocarcinomas. No grupo de uma injecdo, os autores
diagnosticaram além de neoplasias epiteliais, fibrossarcomas e
rabdomiossarcomas. Apds uma segunda inje¢do, oS componentes
mesenquimais pareceram dominar os elementos epiteliais. Ainda,
segundo a pesquisa, os achados de adenocarcinomas com a
participacdo de células mioepiteliais somente ocorreram apds duas
injegcdes de DMBA. Os autores também concluiram que os
adenocarcinomas induzidos em fémeas foram semelhantes aqueles
diagnosticados em humanos. Contudo pouco referiram sobre os

tumores mesenquimais.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a) revisdo da pesquisa de Mainenti (2006) e dos
casos resultantes de carcinogénese quimica por
DMBA enderegados as glandulas salivares

submandibulares de ratos;

b) contrastar os novos achados histopatologicos

com os diagnosticos de Mainenti (2006);

c) por meio de histoquimica e imunoistoquimica

discutir o fendtipo das células neoplésicas;



4 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP, segundo protocolo n° 20/2007-PA/CEP de 11 de junho de
2007 (Anexo A).

4.1 Material

A pesquisa se valeu do uso de material referente aos
trabalhos realizados, em 2006, por Mainenti. Naquela época o estudo
fora submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade
de Odontologia de Sdo José dos Campos, recebendo aprovagdo sob
nimero 038/2004.

No aludido estudo foram utilizados 28 ratos machos,
com trés meses de idade e peso aproximado de 300 g cada. Os animais
foram divididos em quatro grupos de sete ratos e mantidos em gaiolas,
sob condigdes ambientais apropriadas e alimentados com ragdo
comercial e agua ad libitum (Biotério da Faculdade de Odontologia de

Sao José dos Campos — UNESP). O manuseio dos individuos atendeu
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as exigéncias do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

O carcinogeno escolhido foi o 9,10-dimetil-1,2-
benzantraceno, DMBA (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, USA). Uma
solu¢do foi manipulada contendo 2% de DMBA e acetona como
veiculo. Todos os animais foram operados no mesmo dia. A solugdo
anestésica continha um relaxante muscular (Rompum®, Bayer S.A.,
Brasil) e um anestésico geral dissociativo (Dopalen injetavel,
Agribrands do Brasil LTDA, Brasil) na proporc¢do de 1: 0,5 ml. Por
via intramuscular, na dose de 0,1 ml/ 100 g de peso, os animais foram
anestesiados. Por meio de uma incisdo obliqua cervical e discreta
divulsdo, os ratos receberam inje¢ao de 0,1 ml de solucdo de DMBA,
nas glandulas submandibulares esquerdas. Ao final da quinta, décima,
décima quinta e vigésima semanas, sete animais foram sacrificados
configurando o primeiro, segundo, terceiro e quarto grupos,
respectivamente.

As pecas cirargicas referentes as glandulas salivares
foram fixadas em solu¢do tamponada de formol a 10%. Parte do
material foi mantido em estoque na solucdo fixadora. A outra metade
foi submetida ao processamento histotécnico sendo corada em
hematoxilina e eosina. Seguiu-se a avaliacdo dos quadros histologicos

e seus diagnosticos.
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4.1.1 Histoquimica

Na atual pesquisa, fez-se uso das pecas cirurgicas do
estudo inicial, mantidas em formol, para processamento ¢ coloragdo
histoquimica.

Foram coradas novas laminas de todos os casos em
hematoxilina e eosina para estudo e compara¢gdo com os diagndsticos
histopatoldgicos da pesquisa original. Realizou-se uma coloracdo pelo
método tricromico de Gomori para os casos diagnosticados como
neoplasicos por Mainenti (2006), ou seja, referentes ao segundo,

terceiro e quarto grupos da pesquisa original.

4.1.2 Imunoistoquimica

Para a andlise imunoistoquimica foram utilizadas
laminas de vidro, desengorduradas, que receberam os cortes
histologicos do material emblocado em parafina em 2006, referente as
glandulas salivares submandibulares. Por meio de microtomia, cortes
padronizados de 3 um de espessura, foram distendidos em laminas
previamente tratadas com organosilano.

Para a otimizac¢do da reacdo de imunoistoquimica fez-se
uso de um sistema de detec¢do denominado NovoLink™ Polymer

Detection System (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle Upon
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Tyne, United Kingdom). O referido sistema, baseia-se em uma reagao
polimérica e é composto por bloqueadores de peroxidase, de biotina e
de reagdo primaria. Também ¢ constituido pelo cromogeno
diaminobenzidina (DAB), por um polimero e pela hematoxilina.

Um painel imunoistoquimico foi selecionado,
contemplando nove anticorpos: multi-citoqueratina, vimentina, o-
actina musculo liso, EMA, CerbB-2 (Novocastra Laboratories Ltd.,
Newcastle Upon Tyne, United Kingdom), calponina, desmina,
miogenina ¢ S-100 (Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark). A
relevancia da escolha levou em consideragdo a literatura atinente as
neoplasias humanas e animais e suas respectivas composicdes

histolodgicas.

4.2 Método

4.2.1 Estudo histopatologico

Foram reavaliadas as laminas originais, coradas em
hematoxilina e eosina, do estudo de Mainenti (2006). Novas laminas
foram confeccionadas a partir dos blocos em parafina. Fez-se a
avaliagdo dos casos apds recorte sob coloragdo pelo método da
hematoxilina e eosina e pelo tricromico de Gomori. Este ultimo

método histoquimico foi direcionado somente para o0s casos
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neoplasicos da pesquisa original, ou seja, segundo, terceiro e quarto

grupos. A intenc¢do de seu uso foi a procura de colageno nos tumores.
Todos os recursos histoldgicos serviram para a

conduc¢do de analises comparativas entre os achados atuais e os

diagnosticos da primeira pesquisa.

4.2.2 Estudo imunoistoquimico

Pretendeu-se avaliar, por meio de imunoistoquimica, os
casos diagnosticados por histopatologia relativos a pesquisa de
Mainenti (2006). O uso da imunoistoquimica objetivou, também, o
reconhecimento dos tipos celulares relacionados ao processo de
carcinogénese. Para este intento, cortes histologicos de blocos de
parafina foram submetidos, nas dependéncias do Laboratorio de
Patologia da Santa Casa de Misericordia de Juiz de Fora (MQG), ao
processamento imunoistoquimico.

As laminas foram submetidas aos processos de
desparafinizacdo e hidratagdo, seguindo-se, entdo, a recuperagdo
antigénica. Esta foi realizada por meio de panela a vapor a
temperatura de 95° C, por 20 minutos, em solu¢do de citrato (pH 6,0).
Apo0s resfriamento, as laminas foram lavadas em agua corrente por 5
minutos. A peroxidase endogena foi bloqueada apds 3 banhos de 5
minutos em agua oxigenada 10 volumes. Seguindo-se um banho em
agua corrente por 5 minutos, foi realizado o bloqueio da biotina

enddgena, por 10 minutos. ApoOs lavar as laminas por 5 minutos em
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agua corrente e por 2 minutos em agua destilada, os cortes foram
submetidos a dois banhos consecutivos em solugdo tamponada de
fosfato (PBS). Foram utilizados nove anticorpos diluidos em solucao
de PBS/ soro albumina bovina. Abaixo sdo apresentados os clones de

anticorpos e suas respectivas dilui¢des (Quadro 1):

Quadro 1 — Anticorpos e suas dilui¢cdes

Anticorpo Diluicao
Multi-queratina (clone NCL-AE1/AE3) 1:100
Vimentina (clone NCL-VIM-V9) 1:80
a-actina musculo liso (Clone NCL-SMA) 1:60
Cerb-B2 (Clone NCL-CB 11) 1:80
EMA (Clone NCL-EMA) 1:150
Calponina (Clone CALP) 1:150
Desmina (Clone D33) 1:50
Miogenina (Clone F5D) 1:30
S-100 1:5000

Apos a aplicacdo do anticorpo sobre os cortes, 0s
mesmos foram colocados em estufa por 30 minutos a 30° C. Retiradas
as laminas e apos 5 minutos em temperatura ambiente seguiram-se
dois banhos em PBS por 5 minutos. Fez-se a remocdo do excesso de
liquido dos cortes e emprego do bloqueador primario. Apds 20
minutos em estufa a uma temperatura de 30 °C, os cortes foram
deixados em temperatura ambiente por 5 minutos. Dois banhos em
PBS por 5 minutos foram realizados previamente a aplicacdo do

polimero. Este permaneceu por 5 minutos em contato com os cortes
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em temperatura ambiente. Foram realizados dois banhos em PBS por
5 minutos. Apos a remocao do excesso liquido dos cortes, foi utilizado
o cromédgeno DAB, seguindo-se um banho de 5 minutos em agua
corrente. Para a contra-coloragdo utilizou-se um minuto de
hematoxilina de Harris. Para finalizar a coloracdo pela hematoxilina,
ap6s um minuto, os cortes foram lavados, seguindo-se 3 banhos em
alcool e 3 banhos em xilol. Por fim, as ldminas foram montadas apos
colocagdo de laminula.

Os controles positivos foram realizados em recortes de
tecidos humanos normais e neopldsicos, segundo indicacdes dos
fabricantes dos anticorpos. Foram utilizadas ldminas de intestino
(AE1/AE3, vimentina e S-100), apéndice (a-SMA, desmina), glandula
salivar (calponina), neoplasia de mama (EMA, CerbB-2) e

rabdomiossarcoma (miogenina).

4.2.3 Critérios para avaliagdo imunoistoquimica

Para a avaliacdo imunoistoquimica alguns critérios
foram seguidos na intencdo de padronizagdo dos achados. Foram
consideradas as reacdes conforme sua negatividade (-) e sua
positividade. Em relag@o a positividade, as rea¢des foram valorizadas

como fracas (+), moderadas (++) e fortes (+++) (Quadro 2).
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Quadro 2 — Expressdo imunoistoquimica e sua interpretagao

Simbolo Interpretagdo
- Sem marcacgio
+ Fraca marcacao
++ Moderada marcagio
+++ Forte marcagdo

4.2.4 Documentacao fotografica

As laminas histolégicas foram fotografadas com
camera digital Sony DSC-S85 Cybershot (Sony Inc., Japan), adaptada

em fotomicroscopio (Axiophot Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).



5 RESULTADOS

A 1dentificag¢do dos resultados histopatologicos de cada
individuo manteve a ordenagdo original. O mesmo ocorreu com 0s
grupos de sacrificio da pesquisa de Mainenti (2006). Entretanto, uma
vez que se fez uma revisdo histologica, além do estudo
imunoistoquimico, preferiu-se o termo caso ao invés da denominagdo
animal. Assim sendo, os casos foram numerados de 1 a 28, seguindo a
divisdo em quatro grupos de sete animais, conforme os quatro eventos

de sacrificio.

5.1 Histopatologia

O exame histoldgico de todos os casos foi realizado
avaliando-se as laminas da pesquisa de Mainenti (2006), o material
recortado dos blocos originais € o material processado das pecas em
estoque. A rotina de coloracdo para todas as laminas baseou-se no
método da hematoxilina e eosina.

Em relagdo ao tricromico de Gomori, somente o
primeiro grupo ndo foi testado para esta coloracdo. A inten¢do desta

histoquimica foi a analise de formacao de coldgeno pelas neoplasias.
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5.1.1 Primeiro grupo

Hematoxilina e eosina: a revisio das laminas € o novo

estudo microscopico ndo alteraram o diagnoéstico inicial da pesquisa
de Mainenti (2006).

O primeiro grupo da pesquisa original, sacrificado na
quinta semana do experimento, apresentou uniformidade de
diagndstico. Os sete casos revelaram aspectos de sialadenite.

Na reavaliagdo histopatologica, de forma geral, foi
possivel notar a manutencao dos parénquimas glandulares parotideos e
sublinguais. Contudo, com pouca variacdo entre os casos, ficou
evidente a perda das unidades acinares associada a dilatacdo dos
ductos nas glandulas submandibulares. Estes ductos se mostraram
preenchidos por polimorfonucleares e células epiteliais. Em dois casos
(caso 4 e 6), pode-se perceber a ocorréncia de conjunto de células
epiteliais revelando diferenciacdo ductal. Completaram os casos a
presenga de fibroblastos com discreto pleomorfismo, células
inflamatdrias dispersas no estroma glandular submandibular, figuras
de necrose e nddulos linfaticos com hipertrofia inflamatéria adjacentes

as glandulas (Figura 1).
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Figura 1 — Imagem de um caso tipico de sialadenite apresentando dilatacéo ductal (seta
amarela) e perda das unidades acinares (seta preta). H/E, 100x.

5.1.2 Segundo grupo

Hematoxilina e eosina: o segundo grupo pesquisado por

Mainenti (2006) foi sacrificado apos dez semanas. Os resultados
daquela pesquisa apontaram para um caso de atipia celular ductal, dois
casos de carcinoma e quatro casos de sialadenite. A luz da revisdo dos
aspectos histoldgicos os casos foram diagnosticados como um caso de
sialadenite e seis casos de carcinoma.

O caso de sialadenite (caso 14) foi composto por

extensa area de necrose associada aos planos musculares. Estes se
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mostraram em localizag¢do limitrofe ao parénquima glandular seroso.
Nio foi evidente a presenga de parénquima glandular mucoso.
Percebeu-se, também, presenca de células inflamatorias
polimorfonucleares arranjadas na forma de abscesso.

Os casos outrora ndo diagnosticados como neoplasicos,
foram classificados como carcinomas uma vez que o aprofundamento
dos cortes evidenciou campos histologicos com neoplasia epitelial. Os
carcinomas se apresentaram sob forma de lesdo ou lesdes cisticas
revelando campos ora atroficos, ora hipertréficos, com presenca de
células pleomorficas, raras mitoses ¢ formacdo de queratina (Figura
2a). Em associagdo aos cistos pode-se perceber a ocorréncia de massas
epiteliais solidas (Figura 2b) ou estruturas pseudo-ductais preenchidas
por polimorfonucleares, se insinuando no tecido conjuntivo (Figura
2¢). Este, por vezes, revelou a presenca de células fibroblasticas com
discreto pleomorfismo e campos com imagens de hialinizagdo e
necrose. Completando os casos, verificou-se a presenca de infiltrado
inflamatorio mononuclear peri-tumoral, remanescentes de parénquima
glandular e nddulos linfaticos com hipertrofia inflamatéria e sem

evidéncias de invasdo neoplésica.

Tricromico de Gomori: as fibras colagenas foram

reveladas em verde, interessando a regido mesenquimal, com
alternancia entre fraca e forte celularizag¢do, ao redor dos cistos e das
massas epiteliais (Figura 2d e 2e) (casos 8§, 10, 12 e 13). Em um caso
(caso 11) identificou-se profusa colagenizagdo, pouco celularizada, ao

redor de ductos neoformados (Figura 2f). Os padrdes celulares muitas
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vezes apresentaram-se solidos ou mixdides na mesma lamina (casos 9,
10 e 11). Completaram os casos figuras de necrose (caso 13) e
coloragdo positiva para vasos calibrosos (casos 9, 13).

O caso 14, ndo neoplasico, revelou vasos corados na
intimidade das glandulas e em estruturas peri-glandulares.

O quadro abaixo identifica os antigos € 0s novos

diagnosticos (Quadro 3).

Quadro 3 — Diagndsticos referentes ao segundo grupo apds revisao

Diagndstico inicial Diagnéstico final
Caso 8 Sialadenite Carcinoma
Caso 9 Sialadenite Carcinoma
Caso 10 Carcinoma Carcinoma
Caso 11 Carcinoma Carcinoma
Caso 12 Sialadenite Carcinoma
Caso 13 Atipia celular ductal Carcinoma
Caso 14 Sialadenite Sialadenite
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5.1.3 Terceiro grupo

Hematoxilina e eosina: o terceiro grupo pesquisado por

Mainenti (2006) foi sacrificado apds quinze semanas. Os diagndsticos
do presente estudo mantiveram os achados anteriormente apontados
por Mainenti (2006). As laminas foram reconhecidas como um caso
de hiperemia tecidual, dois casos de carcinoma e quatro casos de
carcinossarcoma.

A hiperemia (caso 16) seguiu os padrdes descritos no
trabalho pregresso de 2006, revelando manuteng¢do aparente de
parénquimas glandulares sem evidéncia de atipias celulares.
Associado a estes campos percebeu-se arranjo conjuntivo frouxo e
profusos, pequenos e ectasicos vasos sanguineos.

Nos casos de carcinoma (casos 18 e 20), observou-se
neoplasia formada por lesdo cistica epitelial com predominincia de
hiperplasia celular, exibindo celularidade pleomorfica, alto indice
mitdtico, hipercromasia nuclear e formag¢do de queratina (Figura 3a).
Insinuando-se ao redor da lesdo pode-se perceber importante
hialinizagdo, moderadamente celularizada (Figura 3b). Massas
celulares, ora formando pseudo-ductos, ora preenchidas por queratina
ocorreram profusamente no caso 18 e discretamente no caso 20.
Infiltrado inflamatorio mononuclear difuso, no estroma, completou os
campos dos dois casos.

Os carcinossarcomas (casos 15, 17, 19 e 21) revelaram

uma associagdo tumoral epitelial e mesenquimal. Na neoplasia
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epitelial, observou-se a ocorréncia de lesdo cistica epitelial (Figura
3¢), com revestimento se alternando entre atrofia e hiperplasia. As
células neoplasicas, por vezes, exibiram consideravel pleomorfismo,
hipercromasia e mitoses atipicas. Na luz da lesdo puderam-se verificar
inimeras proje¢des papilares com intima relagdo a produgdo de
queratina abundante. Completaram os quadros carcinomatosos figuras
variadas de massas epiteliais invadindo o conjuntivo, com aspecto
pseudo-ductal ou aspecto solido, de ocorréncia escassa (casos 15, 21)
ou abundande (casos 17, 19).

Em todos os casos, com discreta variacdo entre eles, a
por¢do sarcomatosa revelou a presenca de importante celularidade,
com diferentes graus de pleomorfismo celular e nuclear, exibindo
morfologia predominantemente afilada (Figura 3d). Certos campos
apresentaram-se hialinizados, sugerindo colagenizacdo. Células
inflamatorias mononucleares ora profusas, ora escassas se
apresentaram no conjuntivo tumoral. Padrdes mixdides foram
evidenciados no caso 17, bem como campos so6lidos formados por
células pleomorficas e células gigantes. Vasos sanguineos peri-
tumorais, de fina parede e ectasicos, foram observados nos casos 15,
17 e 19.

Figuras de remanescentes glandulares a distancia ou

associados ao tumor foram também diagnosticadas.

Tricromico de Gomori: a intensidade de coloragdo

esverdeada variou de fraca (casos 17), moderada (casos 19, 21) a forte

(caso 15, 18, 20), sempre interessando o conjuntivo adjacente as
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estruturas epiteliais malignas (Figura 3e). O colageno se revelou
associado a celularizagdo distinta entre campos e entre casos.
Basicamente, as laminas 15, 19 e 21 foram identificadas com padrdes
variaveis de celularizacdo relacionados ao coldgeno (Figura 3f). Nos
casos 18 e 20 (carcinomas), foi evidente a presenca de coldgeno
associado a poucas células. A l1dmina 17, mais mixdide, revelou pouca
celularidade em relag@o ao coldgeno.

O caso 16 (hiperemia) se corou para estruturas

vasculares e conjuntivas sem outras particularidades.
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5.1.4 Quarto grupo

Nos estudos de Mainenti (2006), o quarto e ultimo
grupo foi constituido por sete animais, sendo dois sacrificados antes
da vigésima semana. Um animal foi sacrificado na décima oitava
semana ¢ outro na décima nona devido a problemas de respira¢do e
deambula¢do dos mesmos. A necropsia que se seguiu ao sacrificio foi

capaz de diagnosticar pneumonia nos animais.

Hematoxilina e eosina: os diagnosticos do primeiro

estudo incluiram um caso de sarcoma, um caso de carcinoma, dois
casos sem neoplasia e trés casos de carcinossarcoma. Os diagndsticos
iniciais foram mantidos. Percebeu-se, entretanto, que o caso 25,
outrora diagnosticado como sem qualquer alteracdo histoldgica,
revelou um campo circunscrito no parénquima glandular
submandibular, marcado por dois hemisférios distintos. Um deles
mostrou presenca macica de células inflamatérias mononucleares. A
outra regido expressou celularidade fibroblastica com importante
formacdo de colageno. Rarissimas células fibrobldsticas com
moderado aumento volumétrico citoplasmatico e nuclear foram
percebidas. Contudo, o diagnostico de auséncia de neoplasia foi
preservado. O caso 28 foi observado mantendo as descri¢des iniciais
de hiperemia, com evidéncia de conjuntivo frouxamente organizado e
manutencdo dos parénquimas glandulares associado a moderada

ectasia de vasos sanguineos.
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O carcinoma (caso 27) se mostrou conforme descri¢ao
pregressa. Ficou patente a presenca de uma estrutura cistica,
apresentando revestimento epitelial escamoso estratificado de
espessura varidvel, se insinuando para o limen por meio de projecdes
papilares, associadas a profusa produ¢do de queratina. Outros campos
revelaram invasdo do conjuntivo por c€lulas epidermdides individuais
ou agrupadas, com ocasional formagdo de pérolas corneas. Estas
células, ao formar massas epiteliais, apresentaram-se com mitoses
atipicas e subversdo da relacdo nucleo-plasmatica (Figura 4a). Na
capsula notou-se a ocorréncia de intensa hialinizacdo. Completando o
caso foram revelados tragos de parénquimas glandulares, infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear e presenca de vasos congestos ¢
dilatados.

O sarcoma (caso 23) se manteve formado por células
fusiformes pleomorficas dispostas em padrdes sélidos monotonos, por
vezes associado a invasdo de planos musculares e, por vezes,
relacionado a células gigantes. Certos campos evidenciaram células
atipicas e anaplasicas com nucleos hipercromaticos (Figura 4b).

Os carcinossarcomas (casos 22, 24, 26) se mostraram
constituidos por duas neoplasias sincronas de acordo com a avaliagdo
inicial. A por¢do carcinomatosa se mostrou constituida por formagao
cistica, com epitélio escamoso estratificado ora atrofico, ora
hiperplésico, projetando-se em papilas para a luz e exibindo células
pleomdrficas, com perda da relacdo nucleo-plasmatica (Figura 4c).
Algumas areas foram marcadas pela ocorréncia de células epiteliais

solitarias, pérolas cdrneas, arranjos solidos ou formagdo de pseudo-
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ductos. A neoplasia conjuntiva se apresentou dominando
quantitativamente os campos histologicos. Ela revelou células em
padrdes sélidos fasciculados, exibindo atipias celulares (Figura 4d) e
padrdes mixoides. Areas de hialinizagdo adjacente aos carcinomas
foram evidentes, com alternancia, nos casos, de arcas celulares e
acelulares. Em outros campos reconheceu-se a presenga de vasos
sanguineos congestos. Remanescentes glandulares e infiltrado
inflamatorio mononuclear completaram os achados histoldgicos.
Alguns casos particulares apresentaram linfonodo com hipertrofia
inflamatoria (caso 22), hemorragia extensa (caso 24), profusa
queratinizacdo intra-luminal e presenca de tecido nervoso associado as

glandulas (caso 26).

Tricromico de Gomori: o carcinoma (caso 27) revelou

colorag¢do esverdeada para todo o conjuntivo relacionado a neoplasia
epitelial. As fibras coldgenas e as células mesenquimais se postaram
entre papilas epiteliais e as massas epidermdides. Dispuseram-se,
também, associadas aos vasos sanguineos.

O sarcoma (caso 23) foi corado por completo pelo
tricromico, exibindo padrdes coldgenos delicados e difusos entre
feixes celulares (Figura 4e).

Os carcinossarcomas revelaram coloragdo mesenquimal
fraca (caso 22) e moderada (caso 24 e 26) ao redor do carcinoma. Na
maioria dos campos e dos casos se verificou presenga de pouca
producdo colagena focal (Figura 4f). Foram verificadas regides com

predominio de células mesenquimais associadas a fibras de colageno e
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campos acelulares isolados, compostos por feixes colagenos (casos 24
e 26).

Os casos ndo neopldsicos foram descritos como se
segue: a lamina 25 revelou intensa presenca de fibras colagenas com
pouca a moderada celularidade. O caso 28 (hiperemia) exibiu
coloragdo para estruturas vasculares e conjuntivas sem outras
particularidades.

Os diagnoésticos iniciais e os revisados podem ser

consultados na se¢do de apéndices (Apéndice A).






76

5.2 Imunoistoquimica

As reagdes imunoistoquimicas foram valorizadas
segundo a marcacdo dos anticorpos. E importante lembrar que a
expressdo dos anticorpos variou sobremaneira entre estruturas e em
relacdo aos grupos. Certos anticorpos se revelaram absolutamente
negativos para o material avaliado (Quadro 4). Desta feita, serdo

descritos somente os marcadores com reagao positiva.

Quadro 4 — Anticorpos e seus resultados

Anticorpo Marcagio
Multi-queratina (clone NCL-AE1/AE3) Positiva
Vimentina (clone NCL-VIM-V9) Positiva
a-actina musculo liso (Clone NCL-SMA) Positiva
Calponina (Clone CALP) Positiva
Cerb-B2 (Clone NCL-CB 11) Negativa
EMA (Clone NCL-EMA) Negativa
Desmina (Clone D33) Negativa
Miogenina (Clone F5D) Negativa
S-100 Negativa




77

5.2.1 Primeiro grupo

O primeiro grupo ndo apresentou qualquer sinal de
neoplasia.  Deve-se  salientar, também, que as reagdes
imunoistoquimicas deste grupo revelaram-se fracas, ou seja, pouco
expressivas. Mesmo assim, 0s aspectos imunoistoquimicos de cada

anticorpo sdo descritos a seguir:

AE1/AE3: Todos os casos avaliados se mostraram
monotonos com marcagdo muito fraca para 4cinos serosos
submandibulares e, eventualmente, marca¢do fraca para infiltrado

mononuclear e parénquima linfatico.

Vimentina: Este anticorpo se apresentou fortemente
expresso, interessando estruturas variadas, como vasos, nervos,
células fusiformes, células inflamatérias e parénquimas de glandulas
salivares e linfaticos. Foram verificadas células mioepiteliais

relacionadas aos acinos.

SMA: A marcacdo intensa se concentrou em vasos
sanguineos e em células mioepiteliais periacinares, nas regides
glandulares sem evidéncia de sialadenite. Alguns casos (2, 3 e 4)
revelaram, moderadamente, células fusiformes ao redor de ductos

intercalares, em campos de sialadenite.
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Calponina: Notou-se expressdo moderada em vasos
sanguineos. De forma eventual e fraca revelou infiltrado mononuclear
e células mioepiteliais dos parénquimas glandulares normais ¢ dos
com sialadenite. Nestes ultimos percebeu-se que estas células se

apresentavam ao redor de ductos intercalares.

Nao foram evidenciadas quaisquer alteragdes que
sugerissem alteracdo do diagnostico por hematoxilina e eosina. Assim,

os diagndsticos de sialadenite foram mantidos.

5.2.2 Segundo grupo

As descri¢des imunoistoquimicas atinentes aos casos
sdo apresentadas a seguir. Vale lembrar que o caso 14, uma

sialadenite, ndo apresentou positividade para quadros neoplasicos.

AE1/AE3: Algumas células foram marcadas fracamente
nos nodulos linfaticos. A neoplasia epitelial e a queratina foram
intensamente evidenciadas pelo anticorpo (Figura 5a). O caso 13
apresentou marcagdo fraca em 4cinos serosos das submandibulares.

Nenhuma outra estrutura foi positiva.

Vimentina: marcag¢do forte para estruturas fora das
regides neopldsicas como linfaticos, vasos, nervos e células

mioepiteliais. Nas neoplasias: imunorreacdo forte para células
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fusiformes, com pleomorfismo celular e nuclear moderado, se
insinuando na intimidade dos carcinomas (Figura 5b) e em regides
pouco celularizadas como areas de necrose ¢ de desmoplasia. Estas
células exibiram padrdes fasciculados ou sem orientagdo evidente.
Verificou-se, também, reagdo positiva intensa para diferenciagdo
vascular simples. O caso 14 (sialadenite), apontou para estruturas

normais em reagao positiva.

SMA: a imunorreacdo evidenciou forte positividade nos
tecidos normais para vasos ¢ células mioepiteliais. No estroma
associado ao tumor perceberam-se células esparsas (Figura 5c¢),
revelando imunorreagdo variando de fraca a forte, na intimidade da
interface conjuntivo-carcinoma. Uma marcacdo moderada evidenciou
a presenga de células fusiformes em trés padrées distintos: em
diferenciacdo vascular delgada (Figura 5d), de forma isolada ou em
pequenos grupos associadas a imagens de hialinizagdo. De forma
geral, poucas células foram positivas. A lamina 14 (sialadenite)
revelou positividade para tecidos ndo neoplasicos (vasos e células

mioepiteliais).

Calponina: foi evidente uma marcagdo fraca para
células inflamatérias mononucleares e forte para células mioepiteliais
e formag¢des vasculares ocasionais nos tecidos normais. Nos casos de
carcinoma percebeu-se uma reagdo moderada para células esparsas,
fusiformes, revelando boa relagdo ntcleo-plasmatica e baixo grau de

pleomorfismo, com ou sem associa¢do a neoplasia epitelial (casos 10
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e 11) (Figura 5e). As células associadas aos quadros de hialinizagdo
foram fracamente positivas e revelaram aparéncia fusiforme ou
estreliforme (Figura 5f). Por vezes notou-se positividade fraca para
diferenciacdo vascular. Houve coincidéncia com a marcagdo por
SMA, entretanto, o numero de células marcadas foi menor. A
sialadenite (caso 14) evidenciou positividade para vasos e células
mioepiteliais.

Os achados referentes aos casos do segundo grupo se

encontram resumidos no quadro abaixo (Quadro 5).

Quadro 5 — Identificagdo dos casos do segundo grupo quanto ao
resultado histolégico e imunoistoquimico.

8 9 10 11 12 13 14
HE F CA CA CA CA | CA | CA |SIAL
AE1/AE3 N + + + + + - -
AE1/AE3 T ++ +H+ ++ +++ | | -
VIM N -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+
VIMT ++ -+ FH -+ -+ by -
SMA N ++ - FH -+ b bt bt
SMA T + + ++ +++ | ++ ++ -
CALPN ++ - F+ -+ ey oo ++
CALPT - -+ FH ++ ++ + -

HE F: diagndstico final AE1/AE3 N: citoqueratinas em tecido normal AEI/AE3 T:
citoqueratinas em células neoplasicas VIM N: vimentina em tecido normal VIM T:
vimentina em células neoplasicas SMA N: actina musculo liso em tecido normal SMA T:
actina musculo liso em células neoplasicas CALP N: calponina em tecido normal CALP
T: calponina em células neoplasicas CA: carcinoma SIAL: sialadenite: (+) marcagao fraca
(++): marca¢do moderada (+++): marcacdo forte (-): sem marcagao.
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5.2.3 Terceiro grupo

A seguir as descrigdes imunoistoquimicas do terceiro
grupo:

AEI1/AE3: as marcagdes foram fortes para a neoplasia
epitelial e queratina. Percebeu-se, com clareza, a ndo marcacdo das
células da camada basal, apontando para uma adequada rea¢do do
anticorpo (Figura 6a). Campos neoplasicos epiteliais, com mitoses
atipicas, foram frequentemente notados (Figura 6b). Relacionado aos
casos, mas ndo nas imediacdes dos tumores, foram percebidas
marcagdes fracas para acinos e ocasionalmente para tecido linfoide.

Nao foram evidentes marcacdes para a lamina 16 (hiperemia).

Vimentina: foram percebidas reacdes fortes para
estruturas adjacentes as neoplasias (vasos, linfaticos, nervos, células
mioepiteliais). Nos tumores: células, de morfologia e volumes
variados, se mostraram intensamente imunorreativas (Figura 6c¢) e
foram evidentes na interface entre carcinoma e estroma (Figura 6d). O
mesmo se verificou em areas de necrose ¢ desmoplasia. As células
fusiformes exibiram padrdes mixoides, fasciculados e, por vezes, se
apresentaram em diferenciagcdo vascular de paredes delicadas ou mal

formadas. A lamina 16 revelou estruturas conjuntivas sem neoplasia.

SMA: fora das regides neopldsicas pOde-se perceber
positividade forte para vasos sanguineos e para c€lulas mioepiteliais.

Nos carcinomas (casos 18 e 20) foram evidenciadas células fusiformes



83

intensamente marcadas, com boa relacdo nucleo-plasmatica, dispostas
em faixa e, ocasionalmente, associadas a vasos sanguineos. Feixes
profundos de células fusiformes moderadamente evidenciados, com
morfologia convencional, se relacionaram aos campos de hialinizag3o.

Na intimidade dos carcinossarcomas (casos 15, 17, 19 ¢
21) perceberam-se células fusiformes em moderada apresentagdo
imunorreativa, com boa relagdo ntcleo-plasmatica, formando vasos de
parede delicada ou em disposi¢do solitaria. A células solitarias se
apresentaram, muitas vezes, associadas a imagens de hialinizacdo. Na
intimidade do tumor epitelial, células fusiformes, com nucleos
aumentados, foram expressivamente marcadas (caso 15) (Figura 6e).
No caso 19, contudo, estas mesmas células relacionadas a neoplasia
epitelial, mantiveram forma fibroblastica tipica, apesar de fraca
marcacdo. O caso 21 apresentou a maior variedade de células
pleomorficas positivas. De maneira geral, muitas células atipicas
foram contra-coradas pela hematoxilina somente.

O caso 16, n3o neoplédsico, apresentou estruturas

normais como vasos e c¢lulas mioepiteliais fortemente evidenciadas.

Calponina: reveladas por forte reacdo, fora da regido
das lesdes, foram as células mioepiteliais e vasos. Os carcinomas
(casos 18 e 20) apresentaram, em seu conjuntivo, reagdo
moderadamente positiva para células fusiformes relacionadas a
interface carcinoma-estroma, dispostas em faixa sélida ou
diferenciando-se em vasos delgados, sem particularidades
morfoldgicas. Na profundidade se percebeu a associacdo de células

fusiformes, bem marcadas (Figura 6f), por vezes exibindo
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pleomorfismo em estroma hialino e ocorréncia distante de vasos mais
calibrosos fortemente positivos. Desta maneira, os carcinomas se
apresentaram muito coincidentes com os resultados do anticorpo
SMA. Os carcinossarcomas (casos 15, 17, 19 e 21) exibiram células
conjuntivas moderadamente marcadas, apresentando pleomorfismo
celular moderado, em associagdo a campos de hialiniza¢do (caso 15)
ou a padrdes soélidos ou mixodides (caso 17, 19 e 21). As marcagdes
destes casos se alternaram entre convergentes e divergentes no que
interessa ao anticorpo SMA.

A lamina ndo neoplasica (16) constou de células bem
marcadas (mioepiteliais e vasos) sem outras particularidades. O

quadro abaixo (Quadro 6) resume os achados neoplasicos dos casos.

Quadro 6 — Identificacdo dos casos do terceiro grupo quanto ao
resultado histoldgico e imunoistoquimico.

15 16 17 18 19 20 21
HE F CS | NN | CS CA CS CA CS
AEI/AE3N | + - + + + + +
AE1/AE3 T | +H -+ HH HH HH -+ -+
VIM N H+ HH -+ -+ - -+ -+
VIMT +++ - +++ HH HH - HH
SMA N H | | HH HH - H
SMA T +++ - ++ | A | | A
CALP N H+ | | H+H HH HH HH
CALPT ++ - S I e e o A O U e el e

HE F: diagndstico final AEI/AE3 N: citoqueratinas em tecido normal AEI/AE3 T:
citoqueratinas em células neoplasicas VIM N: vimentina em tecido normal VIM T:
vimentina em células neopldsicas SMA N: actina musculo liso em tecido normal SMA T:
actina musculo liso em células neoplasicas CALP N: calponina em tecido normal CALP
T: calponina em células neoplasicas CA: carcinoma: CS: carcinossarcoma: NN ndo
neoplasico (+): marcagfo fraca (++): marcagdo moderada (+++): marcagdo forte (-): sem
marcacao.
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5.2.4 Quarto grupo

Seguem, abaixo, as descri¢des concernentes ao quarto
grupo:

AE1/AE3: reagdes fortes para a neoplasia epitelial e
para queratina foram percebidas. Nao foram aparentes marcacdes na
camada basal dos carcinomas (Figura 7a). Mitoses atipicas foram
diagnosticadas frequentemente (Figura 7b). Os remanescentes de
glandula submandibular se apresentaram discretamente evidentes. Os
casos 23 (sarcoma), 25 e 28 (ndo neoplasicos), ndo demonstraram
positividade.

Vimentina: fora das neoplasias, foram muito marcadas
as células mioepiteliais nas glandulas salivares. Os casos de
carcinossarcoma (22, 24 e 26) revelaram células intensamente
positivas, com pleomorfismo forte, celular e nuclear, dominando as
figuras de carcinoma (Figura 7c) e os remanescentes glandulares (caso
22 e 24).

O sarcoma (caso 23) foi fortemente evidenciado,
apresentando células mesenquimais exibindo intenso pleomorfismo,
perda evidente da relagdo nucleo-plasmatica e orientacdo fascicular
variada (Figura 7d).

O carcinoma (caso 27) foi representado por células
pleomorficas intensamente positivas, por vezes fusiformes e por vezes
achatadas com nucleos exuberantes. Os casos 25 e 28 (ndo
neoplésicos) revelaram estruturas mesenquimais sem desvios de

normalidade. Na lamina 25 ficou aparente a reacdo forte para células
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fusiformes com aspecto de normalidade associadas a rarissimas
células com aumento de tamanho, relacionadas a desmoplasia, em

lobo de glandula submandibular.

SMA: nas regides ndo tumorais foram percebidas
reagdes positivas para vasos e células mioepiteliais. Os
carcinossarcomas (casos 22, 24 e 26) foram representados por
celularidade fortemente expressa, em faixa continua (caso 22) ou
interrompida (casos 24 e 26), com morfologia fibroblastica sem
aparéncia neoplasica, marginando o componente carcinomatoso
(Figura 7e). Notou-se, também, evidenciacdo forte de células
fusiformes na profundidade, com diferenciacdo vascular delicada ou
com apresentacdo isolada (caso 22). O caso 24 evidenciou células
achatadas ou fusiformes, fracamente marcadas, com alteracdo na
relagdo nucleo-plasmatica e dispersas pela lesdo.

O sarcoma (caso 23) foi fortemente marcado. Neste
percebeu-se grande pleomorfismo de células isoladas ou agrupadas,
que guardaram ou ndo sua relacdo nucleo-plasmatica. Alguns campos
mostraram positividade para vasos de fina parede. Certos campos da
lesdo ndo expressaram qualquer evidéncia de positividade.

O carcinoma (caso 27) apresentou estroma composto
por células fusiformes intensamente positivas, sem desvios na relagdo
ndcleo-plasmatica, marginando a formagdo cistica neopldsica em
forma de feixe. Abaixo desta regido em fasciculo, percebeu-se uma

diferenciacdo vascular sem evidéncias de altera¢do neoplasica.
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Os casos sem neoplasia (caso 25 e 28) foram descritos
conforme se segue. O caso 25 foi composto por poucas células, de
fraca evidéncia, com morfologia usual, associadas a outras com
discreta alteracdo em volume celular e nuclear. Percebeu-se, por
contra-coloragdo a presen¢a de material hialino relacionado a algumas
destas células. O caso 28 evidenciou estruturas sem alteracdes

sarcomatosas.

Calponina: Uma reacdo intensa para estruturas ndo
neoplasicas do caso, como vasos e células mioepiteliais, foi patente.
Os carcinossarcomas (caso 22, 24 e 26) apresentaram marcagao
expressiva para célula fusiformes em faixa, fazendo intersec¢do com a
porcdo carcinomatosa da lesdo (caso 22) ou células moderadamente
reveladas e dispersas no conjuntivo (casos 24 e 26) (Figura 7f). Outros
campos revelaram fortemente células pleomorficas, com nucleos e
citoplasmas achatados. Por vezes os nucleos destas preencheram
quase todo o citoplasma (caso 22). A coincidéncia em relacdo ao
anticorpo SMA foi patente.

O sarcoma (caso 23) revelou marcagdo fraca e ocasional
para células fusiformes dispersas, sem outras particularidades.

O carcinoma (27) foi representado por marcacdo focal
de células fusiformes com morfologia usual associadas a neoplasia.
Na profundidade, ocasionais vasos delicados foram moderadamente
evidenciados.

Abordaremos  individualmente os  casos  ndo

neoplédsicos. O de nimero 25 foi formado por células fracamente
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positivas, com aparéncia fusiforme normal ou raramente exibindo

aumento de tamanho, interessando regides de hialinizagdo. O caso 28

revelou células vasculares e células mioepiteliais sem outras

particularidades.

casos (Quadro 7).

O quadro abaixo resume os achados neopldsicos dos

Quadro 7 — Identificagdo dos casos do quarto grupo quanto ao

resultado histoldgico e imunoistoquimico.

22 23 24 25 26 27 28
HEF CS | SA CS NN CS CA | NN
AEI/AE3 N | +/++ | +/++ | +++ | HH++ | +H++ | H++ | H++
AE1/AE3 T | +++ - +++ - | -
VIM N 4+ | | HH -+ F+ |
VIM T +++ | | A - | -
SMA N +++ | A+ | At -+ -+ |
SMA T -+ | + +* | -
CALP N | | HH - H |
CALPT +++ | 4+ | A AR A+ -

HE F: diagndstico final AE1/AE3 N: citoqueratinas em tecido normal AE1/AE3 T:
citoqueratinas em células neoplasicas VIM N: vimentina em tecido normal VIM T:
vimentina em células neopldsicas SMA N: actina musculo liso em tecido normal SMA T:
actina musculo liso em células neoplasicas CALP N: calponina em tecido normal CALP
T: calponina em células neoplasicas CA: carcinoma: CS: carcinossarcoma: SA: Sarcoma:
NN nio neoplasico (+): marcagdo fraca (++): marca¢do moderada (+++): marcacdo forte
(-): sem marcagio: (+*) pleomorfismo celular discreto.







6 DISCUSSAO

A carcinogénese, de forma simplista, ocorre quando um
agente fisico, biologico ou quimico interage com material genético
celular, alterando-o e, por conseguinte, modificando o fenotipo de
uma célula. A concepgao atual sobre a carcinogénese ¢ um produto de
observagdes e experimentos que vém se somando ao longo dos anos
(Woolf, 1998; Fernandes Junior, 2000; Mainenti; Rosa, 2008;
Mainenti et al., 2008).

A carcinogénese quimica ¢ estudada, desde a época em
que foram sugeridas as primeiras reflexdes sobre a relagdo entre certas
substancias com o corpo humano. Hill e Percival Pott, no século
XVIII, foram cientistas pioneiros reconhecendo, respectivamente, 0s
canceres de pulmdo e pele. Iniciava nesta época a busca pelas
substdncias implicadas na carcinogénese quimica. As pesquisas
culminaram no descobrimento dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) (Woolf, 1998; Rodrigues; Camargo, 1999;
Fernandes Janior, 2000; Mainenti; Rosa, 2008).

De maneira experimental, as neoplasias foram
induzidas quimicamente, com sucesso, por Yamagiwa e Ichikawa, em
1917. Estes autores utilizaram alcatrdo em orelhas de coelho.
Estudando suas anotagdes, percebe-se que a substancia empregada era

de baixo poder oncogénico dado o longo tempo de exposicdo dos
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animais ao carcindgeno (um ano). Todavia, ndo fosse esta pesquisa € o
afinco destes autores, outros pesquisadores poderiam ndo repetir o
experimento ou ndo se buscaria um carcindogeno mais efetivo.

No século XX, por volta da década de 50, Berenblum e
Shubik reconheceram os primeiros eventos da carcinogénese quimica
em pele de camundongos: iniciagdo e promo¢do. A primeira etapa foi
entendida como o contato genético com uma substancia oncogénica.
A segunda foi apontada como a estimulacdo de divisdes celulares
(Bogovski, 1994; Jussila, 2000). A progressdo, ou seja, expansio
clonal de células neoplasicas, somente foi compreendida apos aquelas
consideracdes (Woolf, 1998; Fernandes Janior, 2000; Serpi, 2003). O
entendimento destas fases da carcinogénese ¢ crucial para estudo da
matéria em tela. Substancias que ndo sdo capazes de responder por
estas fases isoladamente ou em conjunto, ndo sdo acompanhadas de
potencial carcinogénico.

O alcatrdo ¢ um fraco carcindgeno, conforme ja visto.
Os carcindgenos quimicos utilizados atualmente sd3o membros do
grupo dos HPA. Deste grupo o DMBA (9,10-dimetil 1,2-
benzantraceno) ¢ considerado uma substancia que responde por todas
as fases da carcinogénese, ou seja, iniciagdo, promog¢ao € progressao
(Fassoni et al., 1993; Sumitomo et al., 1996; Mainenti, 2006; Mainenti
et al., 2008). Entendemos que ndo poderia ser diferente uma vez que
ndo importa o veiculo ou a maneira como o DMBA entra em contato
com as cé€lulas animais. Os autores pesquisados por nos sempre

apontaram para a formac¢do de neoplasias.
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A carcinogénese, particularizada para as glandulas
salivares, remonta o ano de 1939 com Benecke e Schroder (Bauer;
Byrne, 1950; El-Mofty, 1977b). Portanto, ndo ¢ um assunto novo. O
que torna a matéria intrigante ¢ o fato de serem pouco coincidentes os
resultados constantes na literatura. Os estudiosos de carcinogénese de
glandulas salivares divergem sobre os modelos animais, sobre as
concentracdes dos carcindgenos e sobre a maneira de utiliza-los
(Mainenti; Rosa, 2008). A titulo de exemplo, lembramos que o
DMBA em glandulas salivares de animais foi utilizado na forma de
implante (pellet) (Bauer; Byrne, 1950; Standish, 1957; Cataldo et al.,
1964; Ebling et al., 1965; Chaudhry et al., 1966; Turbiner; Shklar,
1969; Sheehan; Shklar, 1972; El-Mofty, 1977b; El-Mofty, 1978;
Hindy et al., 1995; Sumitomo et al., 1996), apds injecdo na glandula
(Schmutz; Chaudhry, 1969; Kim et al., 1974; Takeuchi et al., 1975;
Wigley; Carbonell, 1976; Takai et al., 1984; Zaman et al., 1996;
Tsujimoto et al., 1999; Ogawa et al., 2000; Ide et al., 2002; Mainenti,
2006; Mainenti et al., 2008), por canulagdo no ducto glandular (Sela et
al., 1974), oferecido na alimentacdo ou via tubo intragastrico
(Girolami et al., 2008).

O nosso referencial tedrico também apontou para
divergéncias nos achados histopatoldgicos. Os pesquisadores ndo sao
unanimes em descrever os padrdoes neopldsicos das lesdes em
glandulas salivares. Desde Standish (1957), que forneceu as primeiras
descri¢des histoldgicas, até Mainenti et al. (2008), os estudiosos da
matéria reportaram diagnosticos de carcinomas e sarcomas associados

ou ndo. Mainenti (2006) ¢ Mainenti et al. (2008), entenderam que,
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quando associados, estes tumores se apresentaram como neoplasias
mistas verdadeiras. Tal conceito se mostrou correto na atual pesquisa.

E interessante notar que certos topicos, como o
procedimento cirurgico para insercdo de pellet ou inje¢do de
carcinogeno, foram descritos por poucos autores como Cataldo et al.
(1964), Zaman et al. (1996), Mainenti (2006) e Mainenti et al. (2008).
O acesso por incisdo retilinea (Cataldo et al., 1964; Zaman et al.,
1996) pareceu ser mais trabalhoso do que a abordagem obliqua
cervical que evitou extensas divulsdes e proporcionou exploragdo
glandular submandibular direta, segundo o relato dos autores
(Mainenti, 2006; Mainenti et al., 2008).

Quanto a historia natural dos carcinomas induzidos em
glandulas salivares de ratos, as primeiras descrigdes completas foram
publicadas por Cataldo et al. (1964). Outros autores como Turbiner ¢
Shklar (1969), Takeuchi et al. (1975), El-Mofty (1977b) e Takai et al.
(1986) ndo aduziram qualquer nova informacdo. Todos entenderam
que ocorrem quatro eventos: fase degenerativa, fase proliferativa, fase
metaplasica e fase neoplasica. Mainenti (2006) e Mainenti et al.
(2008) foram capazes de contrastar seus achados com os dos
estudiosos que os precederam e apresentar novas conclusdes. Paras
estes autores, a fase degenerativa foi interpretada como quadros de
sialadenite. A etapa proliferativa foi reconhecida, ndo s6 como um
evento marcado pela proliferacio ductal, mas, também, como
acompanhada da formacdo de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas
epiteliais. A terceira e quarta fases foram diagnosticadas como

eminentemente neopldsicas e, ndo, como metaplasica e neoplésica,
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conforme outras citagdes. Apesar disto, certos animais nao
desenvolveram neoplasias. Mainenti (2006) e Mainenti et al. (2008)
diagnosticaram os seguintes tumores nas glandulas salivares:
carcinomas, carcinossarcomas € um sarcoma.

A atual pesquisa fez uso dos blocos de parafina
originais para processamento imunoistoquimico. Para a histoquimica
fez-se uso de material em formol. A avaliagdo dos achados de
Mainenti (2006), a luz da revisdo dos recortes do material em estoque,
nos permitiu modificar certos diagndsticos. O primeiro grupo
permaneceu inalterado e composto por sete casos de sialadenite. O
segundo grupo foi revisto e casos de sialadenite e atipia ductal, apos
aprofundamento dos blocos, apontaram para seis casos de carcinomas
incipientes ¢ somente uma sialadenite. O terceiro e quarto grupos
mantiveram os achados originais, ou seja, trés casos nao neoplasicos,
um sarcoma, trés carcinomas € sete carcinossarcomas. Vale lembrar
que revisdes de casos sempre podem esclarecer duvidas diagnosticas
na rotina da anatomia patologica. Entendemos que nossos achados
refor¢caram as conclusdes das experiéncias de Mainenti (2006). Este
autor pretendeu produzir neoplasias glandulares e assim o fez,
provando ser o modelo eficiente para oncogénese experimental.

O processamento de novo material histologico permitiu,
ainda, a tomada de novas impressdes sobre os casos neoplasicos. A
histoquimica realizada contemplou novas laminas em hematoxilina e
eosina e em tricromico de Gomori. Este ultimo recurso histoquimico ¢
enderecado a revelagdo, em verde, das fibras colagenas (Mainenti,

1999). Estas estruturas foram constantes nos tumores, a partir do
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segundo grupo, denotando formagdo de colageno. Os seis carcinomas,
reclassificados no segundo grupo, foram representados por neoplasias
epiteliais bem diferenciadas, acompanhadas de células fusiformes,
discretamente pleomorficas e figuras conjuntivas de hialinizagdo,
reveladas em verde pelo tricromico. No terceiro grupo os carcinomas
se mostraram com elevacdo do indice mitdtico, hipercromasia nuclear
e pleomorfismo celular. Percebemos formacdo colagena,
moderadamente associada as células mesenquimais, nas proximidades
dos tumores. No quarto grupo, um Unico caso de carcinoma foi
diagnosticado. Neste, ficou clara a invasdo de massas epiteliais em
direcdo ao conjuntivo e¢ a ocorréncia de intensa colagenizagdo. O
achado de colageno nas imediacdes de carcinomas ¢ alvo de
discussdes. Soma et al. (2001) referiram ser o coldgeno uma possivel
barreira a penetragdo tumoral no conjuntivo. Entretanto, De Wever et
al. (2008) indicaram exatamente o oposto, ou seja, que o colageno
orientaria uma invasdo neoplasica. O assunto merece estudos futuros.
Conforme descrevemos, os casos de carcinoma foram envolvidos por
colagenizacdo em associacdo aos quadros de invasdo. Estes achados
estariam em conformidade com De Wever et al. (2008). Contudo, nos
carcinossarcomas, o comportamento mesenquimal diminuiu o avango
carcinomatoso, comprometendo o entendimento deste conceito.

Os quadros de carcinossarcomas somente foram
reconhecidos a partir do terceiro grupo. As lesdes exibiram importante
pleomorfismo epitelial e mesenquimal. Os casos foram acompanhados
de colagenizacdo evidente pela coloragdo esverdeada do tricromico de

Gomori. O quarto grupo nos chamou atencdo pela ocorréncia de
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células pleomorficas epiteliais € mesenquimais em flagrante diferenca
em relacdo aos casos do terceiro grupo. Ficou patente a dominancia
dos elementos sarcomatosos sobre os carcinomatosos.

Nossos achados encontraram refor¢o no que interessa a
carcinogénese animal. Apesar dos autores consultados nao
reconhecerem a ocorréncia de carcinossarcomas, alguns foram
capazes de diagnosticar fibrossarcomas como o elemento conjuntivo
(Schmutz; Chaudhry, 1969; Wigley; Carbonell, 1976; Takai et al.,
1984; Sumitomo et al.,, 1996; Zaman et al., 1996). Também
encontramos coincidéncia no que versa a literatura neoplésica
humana. Os carcinomas epidermoides ndo foram reportados como as
neoplasias epiteliais mais comuns. Todavia, foram mencionadas por
Capuano et al. (2007). Quanto a por¢do mesenquimal concordamos
com Neville et al. (2004), Capuano et al. (2007) e Kim et al. (2008) ao
reconhecermos padrdes de fibrossarcomas. Também entendemos que
este componente ndo ¢ o mais comum em carcinossarcomas. Estas
interpretacdes elevaram ainda mais o estudo em questdo, dada a
raridade das lesdes em nosologia humana.

Quanto aos sarcomas, pareceu-nos tratar de neoplasia
solida, do tipo fibrobléastica, com diferenciagdo miofibroblastica e
importante formagdo de coldgeno. Oportunamente apresentaremos
nossas consideragdes sobre os miofibroblastos.

A histogénese das neoplasias induzidas quimicamente
foi especulada por muitos autores. Com relagdo aos carcinomas
discutiu-se a participagdo de uma gama de células. Bauer e Byrne

(1950) e Ogawa et al. (2000) sugeriram células pluripotentes da regido
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do ducto intercalar associadas as c€lulas mioepiteliais. Turbiner et al.
(1969), Takai et al. (1986) e Sumitomo et al. (1996) indicaram
somente células de ducto, sem outras informag¢des. Para Kim et al.
(1974), El-Mofty (1977b) e El-Mofty (1978) os carcinomas seriam
advindos de metaplasia de células acinares e ductais.

ApoOs observacdes histopatologicas, acreditamos na
possibilidade de origem epitelial ductal. Os casos de sialadenite,
diagnosticados por Mainenti (2006) e revistos na atual pesquisa,
apontaram para perda acinar imediatamente apos a injecdo de DMBA.
Contudo, ductos de tamanhos variados permaneceram como
remanescentes glandulares. O total desaparecimento dos 4cinos, a
partir do primeiro grupo, € incoerente com a hipdtese de origem
acinar. Sendo assim, o componente epitelial dos carcinomas e
carcinossarcomas estaria relacionado a uma génese ductal. Ihrler et al.
(2002), indicaram uma possibilidade de metaplasia em células
luminais. Estas, entdo, apresentariam alteracdo fenotipica escamosa,
com perfil imunoistoquimico semelhante as células basais. Dardick
(1991) atestou que se encontra sedimentado o conceito de origem
ductal luminal para neoplasias mistas malignas humanas.

No que tange ao entendimento da histogénese dos
sarcomas pouco se apresentou até¢ o momento. Ogawa et al. (2000)
referiram a possibilidade de transformacdes neoplasicas a partir do
tecido conjuntivo de reparagdo e de musculos adjacentes as glandulas
salivares. Mainenti (2006) e Mainenti et al. (2008) comentaram a
participa¢do de fibroblastos atipicos em suas descricdes histoldgicas

pré-neoplasicas. Contudo, ndo discutiram mais sobre a matéria. Em
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nosso entendimento, a imunoistoquimica vem ao encontro destas
questdes descortinando certas duvidas.

A 1munoistoquimica foi um recurso pouco utilizado em
neoplasias induzidas em animais. Procurou-se, por exemplo, a
evidenciacdo de queratina em neoplasias epiteliais (Takai et al., 1986)
e a demonstracdo de queratinas e a-SMA em células mioepiteliais
(Ogawa et al., 1999). Em relagdo a histogénese das neoplasias
induzidas, Sumitomo et al. (1996) discutiram a possibilidade de
origem ductal basal em carcinomas, apds uso de anticorpos contra
queratina 13 e 16, EGF, S-100 e PCNA. Ainda para eles, uma
diferenciacdo destas células em mioepiteliais poderia explicar a
presenga destas em adenomas pleomodrficos de seres humanos.
Todavia, para Ihrler et al. (2002), pareceu improvavel a possibilidade
de alteragdo fenotipica entre células basais e mioepiteliais no que
interessa as glandulas salivares humanas.

Em 2000, Ogawa et al., utilizando DMBA em glandulas
salivares de filhotes de ratos colocaram em evidéncia importantes
informagdes apos imunoistoquimica das lesdes. Estes autores fizeram
uso de a-SMA, queratina 19 e PCNA. Foram capazes de diagnosticar
carcinomas, adenocarcinomas, fibrossarcomas ¢ rabdomiossarcomas.
Suas conclusdes indicaram marcagdes para células ductais (queratina
19) e células mioepiteliais (a-SMA). Citaram, ainda, que os
adenocarcinomas seriam proprios de ratas estando, as células
mioepiteliais, sempre associadas a estas neoplasias. Contudo, pouco

refletiram sobre a histogénese das lesdes. Por ser uma metodologia
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diferente da utilizada por Mainenti (2006), o trabalho tornou-se de
dificil discussao.

Fazendo uma consideragdo critica sobre os trabalhos
disponiveis em relagdo a imunoistoquimica em animais, ficou clara a
grande caréncia de estudos em carcinogénese quimica de glandulas
salivares. Por este motivo, nos ocorreu, como alternativa, valorizar a
literatura que versa sobre imunoistoquimica em humanos.

As neoplasias primarias de glandulas salivares humanas
sdo raras, segundo Neville et al. (2004). Figuram como mais
improvaveis certos tumores produzidos experimentalmente como os
sarcomas, carcinomas e carcinossarcomas (Auclair; Ellis, 1991;
Alvarez-Canas; Rodilla, 1996; Gnepp, 2005a; Lewis; Olsen, 2005;
Capuano et al., 2007; Kim et al., 2008). Talvez, esta raridade explique
a gama de anticorpos citada na literatura pertinente ao assunto. Os
estudiosos do tema sugerem, de forma pouco coincidente, uma vasta
possibilidade de marcadores. Notadamente, existe dificuldade em se
uniformizar o estudo imunoistoquimico visto que os trabalhos sdo
relatos de casos clinicos espalhados pelo mundo. Assim sendo, os
painéis se mostram extremamente variaveis entre autores.

Os anticorpos utilizados por nods apresentaram
resultados negativos (EMA, CerbB-2, miogenina, desmina e S-100) e
positivos (AE1/AE3, vimentina, o-SMA e calponina). Faz-se
necessario informar que os controles imunoistoquimicos para EMA,
CerbB-2, miogenina, desmina e S-100 foram positivos. A
negatividade dos marcadores para nossas laminas pode ser especulada

como inespecificidade dos clones para uso em ratos.
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Conforme Eveson et al. (2005), uma expressdo forte de
CerbB-2 se relaciona a prognostico desfavoravel, em se tratando de
carcinoma de ducto salivar e carcinoma mucoepiderméide. Isto ocorre
porque a proteina CerbB-2 se encontra intimamente relacionada ao
crescimento celular. Entretanto, segundo estes autores, o anticorpo
ndo teria sido explorado em outros tumores. Por este motivo, fizemos
uma tentativa com nossas neoplasias, na intencdo de avaliar seu uso
em carcinogénese de ratos. Infelizmente, como ja informado, ndo
obtivemos resultados com este marcador.

Em relacdo ao AE1/AE3 ¢ ao EMA, nossas reagdes
foram positivas para o primeiro € negativas para o segundo em todos
os casos avaliados. O anticorpo AEI/AE3, formado por um conjunto
de citoqueratinas, foi suficiente para revelar os carcinomas e o0s
elementos epiteliais nos carcinossarcomas, conforme apontamentos de
Aratjo et al. (2000) e Alves et al. (2004). Outros autores mencionaram
achados positivos para EMA em carcinossarcomas (Carson et al.,
1995; Bildirici; Eren, 2003; Volker et al., 2007; Kim et al., 2008).
Conforme ja mencionado entendemos que o clone ndo demonstrou
identidade com o material examinado.

As células fusiformes das neoplasias avaliadas ndo
apresentaram imunorreagdo positiva para AE1/AE3, EMA ou para S-
100. Conforme a opinido de alguns autores, o perfil duplo das células
mioepiteliais evidenciaria positividade para S-100 (Prasad et al., 1999;
Araujo et al., 2000; Ihrler et al., 2002; Foschini; Eusebi, 2004; Bravo
et al., 2007), citoqueratinas (Aragjo et al., 2000; Thrler et al., 2002;
Foschini; Eusebi, 2004; Eveson et al., 2005) ¢ EMA (Bravo et al.,
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2007), entre outros. Contudo, para os que citaram o uso de S-100,
parece que este resultado pode ser variavel. A luz de nossa pesquisa,
as células fusiformes estudadas certamente ndo apresentaram
filamentos epiteliais em sua constituigdo. Também ndo foram
evidentes as reacdes para EMA e S-100. Pelo exposto nos pareceu que
as células fusiformes ndo se apresentaram com fendtipo mioepitelial.

A positividade para vimentina, a-SMA e calponina
poderia apontar para a presenca de células mioepiteliais, conforme as
indicagdes de Araujo et al. (2000), que mencionaram ser estas
imputadas na formag¢do de tumores glandulares salivares. A calponina,
para Ogawa et al. (2000), seria o unico marcador para células
mioepiteliais, quando outros se mostrassem negativos. Espinosa de
Los Monteros et al. (2002) referiram que a calponina apresentaria
imunorreagdo superior ao a-SMA em células mioepiteliais. Todavia,
nossos resultados indicaram justamente o contrario, ou seja, marcagao
positiva para a-SMA e calponina, sendo a ultima mais fraca. Ainda
segundo Espinosa de Los Monteros et al. (2002), as células
mioepiteliais somente se confundem com miofibroblastos, dada a
imunorreagdo coincidente. Tal fato também foi reportado por Jay et al.
(2007).

Sob a dptica de Mentzel e Fletcher (2002) e Jay et al.
(2007), nossas lesdes de células mesenquimais poderiam ser
consideradas miofibrossarcomas visto que ocorreu positividade para
a-SMA e negatividade para desmina, S-100 e anticorpos para epitélio.
Contudo, nossos estudos nos levaram a crer que o sarcoma € o0s

componentes mesenquimais dos carcinossarcomas avaliados, se
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trataram de fibrossarcomas com diferenciacdo miofibroblastica, em
coincidéncia com Thompson e Fanburg (2005). Interpretamos que as
células positivas para a-SMA ocorreram de forma agrupada ou
esparsa no sarcoma € nos carcinossarcomas. Desta maneira, nos
pareceu coerente concordar com Soma et al. (2001), que perceberam
células margeando neoplasias malignas intimamente relacionadas a
producgdo coldgena, conforme abordado anteriormente. Para De Wever
et al. (2008), células fusiformes neoplésicas, por efeito paracrino,
alterariam o fendtipo para células a-SMA positivas do tipo
miofibroblastos. Ainda, os miofibroblastos se diferenciariam
imunoistoquimicamente dos fibroblastos, pois expressariam proteinas
musculares ausentes nestes ultimos. Os fibroblastos seriam positivos
somente para vimentina. (Dardick, 1996; Fisher, 2004). Este fato foi
observado em nossas laminas. Muitas células fusiformes somente se
evidenciaram  pela  contra-coloracdo  imunoistoquimica  da
hematoxilina quando o anticorpo utilizado foi diferente de vimentina.
Segundo Vered et al. (2007) e De Wever et al. (2008),
os miofibroblastos poderiam ser implicados ndo na contengdo
neopldsica conforme Soma et al. (2001), mas na invasdo de
carcinomas. Para Vered et al. (2007), que estudaram a carcinogénese
de lingua de ratos usando o 4NQO, os miofibroblastos estariam
presentes quando do aparecimento de neoplasias epiteliais e
secretariam metaloproteinases, contribuindo para a disseminagdo da
lesdo. Segundo Kellermann et al. (2008), os miofibroblastos seriam
fibroblastos fenotipicamente alterados e nunca encontrados em lesdes

benignas bucais. Estariam relacionados a ocorréncia de angiogénese e
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com a produgdo de iniimeras substancias como citocinas, hormdnios,
mediadores da inflamacdo, proteinas da matriz extracelular, entre
outras. Ainda conforme os mesmos, o achado destas células, em
carcinomas epidermoéides bucais, estaria relacionado a um pior
prognostico. As consideragdes destes autores certamente merecem
investigagdo. Lembramos que muitas vezes diagnosticamos células
fusiformes, sem alteracdes morfologicas, em diferenciacdo vascular
delicada. Tal fato pode estar relacionado com o aludido efeito
angiogénico.

Ainda  sobre  imunoistoquimica para  células
mesenquimais, realizamos certos diagndsticos diferenciais para
fibrossarcomas. Excluimos a possibilidade de ocorréncia de
rabdomiossarcomas dada a especificidade da miogenina para estes
casos, conforme Parham e Barr (2002a) e Parham e Barr (2002b).
Outros tumores contemplados e excluidos foram os leiomiossarcomas.
Os mesmos sdo, segundo Fisher (2004), positivos para desmina, fato
ndo ocorrido em nossos casos.

Do ponto de vista da formagdo de nossas neoplasias
parece légico que a interacdo entre certas varidveis possa responder
pela ocorréncia de lesdes neopldsicas e ndo neoplasicas. Imaginamos
que qualquer diferenga no procedimento cirurgico para deposi¢do do
carcinogeno, em associagdo a susceptibilidade ou ndo dos animais,
possa culminar em resultados diferentes. Certos sujeitos ndo foram
acometidos de neoplasia, mesmo apos vinte semanas de experimento.
No entanto, ficou claro que as células epiteliais responderam

precocemente a0 DMBA em relagdo ao tecido conjuntivo. Os
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carcinomas se mostraram incipientes, mas presentes no segundo grupo
de pesquisa, ou seja, apos dez semanas de injecdo do carcindgeno.
Nesta fase o conjuntivo exibiu algum pleomorfismo. Vale referir que
as células conjuntivas margeavam as lesdes epiteliais em
conformidade com Vered et al. (2007). Apos quinze e vinte semanas,
as lesdes se mostraram mais malignas e o conjuntivo passou a
apresentar pleomorfismo celular e nuclear evidente. Também ¢
importante ressaltar que nos carcinossarcomas o componente
mesenquimal se apresentou com crescimento mais exuberante ao
passo que os componentes epiteliais malignos revelaram presenca de
queratina em camadas e em pérolas. Estas composi¢des epiteliais
claramente nos ajudaram a classificar os carcinomas como
moderadamente diferenciados.

A origem dos carcinossarcomas ¢ acompanhada de
muita especulagdo. Segundo Stojadinovic et al (2001), trés sdo as
teorias para explicar a forma¢do destas neoplasias, ou seja, origem
monoclonal, origem policlonal e lesdes em colisdo. Sobre os tumores
de colisdo, concordamos com Mainenti (2006) e Mainenti et al. (2008)
e acreditamos que as neoplasias diagnosticadas sdo verdadeiramente
mistas malignas e, ndo, o encontro de tumores. Esta idéia parece ter
respaldo nos estudos de Mainenti (2006), uma vez que os carcinomas
e o caso de sarcoma ocorreram de maneira independente, sugerindo,
conforme j& apontado, uma resposta celular individual de cada animal.

A 1idéia de neoplasia de origem monoclonal &
referenciada por Carson et al. (1995), Dardick (1996), Goétte et al.
(2000), Volker et al. (2007) e Kim et al. (2008). Todavia, acreditamos
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que esta teoria ndo encontra sustentacdo imunoistoquimica, visto que a
vimentina ndo se relacionou ao epitélio e as citoqueratinas ndo
marcaram o conjuntivo. Assim sendo, excluimos a participagcdo de
uma unica linhagem em acordo com Alvarez-Cafias e Rodilla (1996) e
Stojadinovic et al (2001). Estes ultimos autores verificaram uma
origem policlonal em um caso de carcinossarcoma raro de mucosa
bucal, sem a participacdo glandular. Somando-se as explicacdes
anteriores, percebemos ser possivel uma origem policlonal, ou seja,

génese de células ductais e de células fibroblasticas/ miofibroblasticas.



7 CONCLUSAO

Interpretando-se todos os achados histoquimicos e

imunoistoquimicos, a luz do referencial tedrico, concluiu-se que:

a)

b)

d)

a alta incidéncia de neoplasias malignas
valorizou  sobremaneira o modelo de

carcinogénese em glandulas salivares de ratos;

as células envolvidas na formag¢ao de neoplasias
epiteliais foram entendidas como células

ductais luminais;

o estroma dos carcinomas apresentou células
com aspecto miofibroblastico relacionadas a

producdo de colageno;

o sarcoma exibiu padrdo de células fusiformes,
compativel com fibrossarcoma, apresentando
diferenciacdo ocasional de células com
caracteristicas miofibroblasticas, associadas a

producdo de colageno;
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€) 0s carcinossarcomas Se apresentaram como
neoplasias mistas malignas em conformidade
com a teoria de origem policlonal. O
componente epitelial foi tido como de origem
ductal luminal. O elemento mesenquimal foi
interpretado como originario de fibrossarcoma,
composto por ocasionais células com aspecto
miofibroblastico, relacionadas a produgdo

colagena.
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Mainenti P. Immunophenotyping of the lesions after DMBA chemical
carcinogenesis in rat’s (Rattus norvegicus) submandibular salivary
gland [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry of Sdo
José dos Campos, UNESP — Sdo Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

The chemical carcinogenesis, addressed to animal salivary gland, is
not a novel research. The use of DMBA in rat’s submandibular
salivary gland is known to produce neoplasms like sarcomas and
carcinomas either intermingled or not. Despite of the good amount of
information regarding DMBA carcinogenesis histopathology in rat’s
submandibular — parenchyma, little is known  about the
immunohistochemistry in such tumors. We proposed a revision of a
previous research conduced by Mainenti (2006), in attempt to better
understand the neoplasm formation after DMBA. The original
experiment disclosed non neoplastic lesions, mainly sialadenitis, and
tumors like carcinomas, carcinosarcomas and one case of sarcoma.
The present work used all the material from the first research like
surgical specimens in formol and slides. We compared the previous
hematoxylin and eosin slides with new ones. We also used Gomori’s
trichrome in order to disclose collagen  fibers. The
immunohistochemistry was performed using the following antibodies:
AE1/AE3, vimentin, o-SMA, calponin, desmin, myogenin, S-100,
CerbB-2 and EMA. Some previous lesions, presented as benign ones,
were diagnosed as carcinomas. The immunohistochemistry was
positive as shown: AEI/AE3 for epithelial neoplasm, vimentin for
connective tissue in mesenchymal tumors, a-SMA and calponin for
scarce pleomorphic fusiform cells in the stroma of the carcinomas and
in the mesenchymal neoplasms. We concluded that the
immunohistochemistry strongly suggested myofibroblast
differentiation in the stroma of the carcinomas and myofibroblast cells
related to the fibrosarcoma and carcinosarcomas. These cells



produced collagen shown after Gomori’s trichrome. The epithelial
neoplasm component was suggested as derived from luminal cells.

Keywords: Carcinogenesis. DMBA. Salivary gland. Neoplasms.
Immunohistochemistry. Myofibroblasts.
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