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RESUMO

Os tumores de glandulas salivares humanas originados do
ducto intercalar apresentarn grande variagdo histoldgica e citoldgica,
atribuida principalmente & presenca da célula mioepitelial. Neste estudo,
pesquisou-se a presenca dos filamentos intermediarios vimentina e
citoqueratina, de microfilamentos de actina e do antigenc epitelial de
membrana (EMA), em 30 neoplasias originadas do ductc intercalar: §
adenomas pleomorficos, 3 adenomas de células basais, 5
mioepiteliomas, 7 carcinomas adendide cisticos (CAC) e 10
adenocarcinomas polimorfos de baixo grau de malignidade (APBGM),
com o intuito de verificar o grau de diferenciacéo das células neoplasicas
e uma possivel relacdo da diferenciac@o mioepitelial com a presencga de
secregdo intra-luminal. Foram realizadas reagbes imuno-histoquimicas
para dupla evidenciagdo de antigenos. Nas neoplasias em que ha
diferenciag@o para ductc intercalar (adenoma pleomérfico, adenoma de
células basais e CAC), as células luminais expressam as citoqueratinas
7. 8, 18, 19 e eventualmente co-expressam a citoqueratina 14. Alguns
ductos apresentam células luminais positivas para EMA, especialmente
guando hé secregdo em seu limen. As células externas das estruturas
ductais e demais células com caracteristicas mioepiteliais expressam
vimentina e co-expressam eventualmente actina efou citogueratina 14,
sendo sempre negativas para as demais citoqueratinas e para EMA. A
co-expressdo de actina, vimentina e citoqueratina 14, nas células
externas das estruturas ductais, € mais comum quando a célula luminal é
positva para EMA. As células plasmocitbides, presentes no
mioepitelioma e no adenoma pleomérfico, expressam vimentina e
raramente as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19, eventualmente co-expressando

a citoqueratina 14, e s&o negativas para os outros antigenos



pesquisados. Nos tumores em gue ndo ha diferenciagio para ducto
intercalar (APBGM e adenoma de células basais soélido) as células
expressam vimentina e as citoqueratinas 7, 8, 18 e 14, eventuaimente co-
expressando as citoqueratinas 8 e 18 com a 14. Concluindo, nos tumores
com diferenciagdo para ducto intercalar, a célula mioepitelial expressa
vimentina e, eventualmente, co-expressa actina efou citoqueratina 14,
jamais co-expressando outras citoqueratinas com a vimentina. A
expressdo de citoqueratina 14 e actina pela célula mioepitelial neoplasica
& independente, indicando que tal express@o deve ser induzida por
estimulos diferentes. Entretante, a fungao secretdria das células luminais,
evidenciada pelo antigeno epitelial de membrana, parece ter infiluéncia na
expressdo de actina e citoqueratina 14, pela célula mioepitelial. Nos
tumores sem diferenciag@o para ducto intercalar, ha co-expresséo de
vimentina com as citoqueratinas 7, 8, 18 e 14, indicando caracteristicas

transicionais no sentido de diferenciagéo acinar.



1 INTRODUGAQ

As glandulas salivares podem dar origem a uma variada
gama de neoplasias, seja a partir do segmento ducto intercalar/acino,
seja a partir do segmento do ducto excrstor. A grande variagéo fenotipica
observada nas neoplasias originadas do segmento intercalar € atribuida,
principalmente, a presenca de células mioepiteliais como componentes
dessas neoplasias.

Numerosos métodos tdm sido empregados para o estudo
das neoplasias giandulares, desde os puramente morfolégicos, utilizando
microscopia de luz ou eletrdnica, até aqueles que buscam demonstrar a
presenca de diferentes componentes celulares, os .quais fornecem
importantes informagfes quanto & histogénese e biologia tumoral. O
métods imuno-histoquimico ¢ um dos mais utilizados, permitindo o
emprego de um paine! de marcadores que compreende especialmente
filamentos intermediarios de citoqueratina, vimentina e proteina glial
fibrilar acida, proteina S-100, microfilamentos de actina, filamento de
miosina e marcadores de células de origem epitelial, como o antigeno
epitelial de membrana.

Os filamentos intermedidrios constituem um grupo de
proteinas que, juntamente com a tubulina e a acting, formam o
citcesqueleto presente em praticamente todas as células dos
vertebrados. Um determinadc tipo celular apresenta, geralmente, apenas
uma classe de filamentos intermediarios, os quais sao célula-especificos
e frequentemente se mantém nas células que sofrem transformagéo
neoplasica (Erlandson®, 1984; Osborn & Weber’®, 1983).

Nas neoplasias de glandulas salivares observa-se, no
entanto, uma variagao na expresséo de filamentos intermediarios e de

microfilamentos de actina, especiaimente na célula mioepitelial
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neoplasica. Enquantc nas glandulas normais as células mioepiteliais
expressam actina (Araujo et al.®, 1994; Takai et al.*, 1995; Tsukada et
al.*, 1987) e citoqueratina 14 (Araljo & Sousa?, 1996; Born et al.® 1987:
Burns et al.", 1988; Dardick et al.?®, 1987; Dardick et al.*', 1991; Draeger
et al™ 1991; Gustafsson et al.®, 1988 Gustafsson et al.® 1988
Sousa™, 1994 Takai et al.*, 1995}, nos tumores originados do segmento
intercalar tais céiuias em geral expressam vimentina (Aradjo & Araljo’,
1980; Aradjo et al’, 1994; Azumi & Battifora®, 1987: Bergman et al’,
1991; Burns et al.'® 1988; Caselitz et al.™ 1981; Caselitz et al.'®, 1982:
Chomete et al.”®, 1991; Dardick et al.”, 1989; Dardick et al®, 1989;
Erlandson et ai.’®, 1984; Ferreiro®, 1994; Gustafsson et al.”, 1989:
Leoncini et al.*', 1988; Morinaga et al.¥’, 1987: Regezi st al.® 1991;
Takai™, 1995; Williams et al.¥”, 1993), que n30 é observada em glandulas
normais, e podem ou ndo expressar actina e 'citoq'ueratina 14 {Arauvjo &
Sousa’, 1996; Aralijo et al.’>, 1994; Dardick et al.®*, 1992; Figueiredo™,
1995; Regezi et al.¥ 1991: Sousa™, 1994; Zarbo et al.*®, 1991). Tais
variagbes estdo provavelmente relacionadas ac grau de diferenciacéo
que a célula mioepitelial alcanga nas diversas neoplasias, 0 que se
reflete nos diferentes fenotipos celulares e variados arranjos
arquiteturais observados entre os elementos neoplasicos.

Neste estudo analisamos um grupo de neoplasias de
glandulas salivares, provaveimente originadas do segmento intercalar,
por meio de métode imune-histoquimico, visando pesquisar a expressio
de filamentos intermediarios de citoqueratina e vimentina, de
microfilamentos de actina e do antigeno epitelial de membrana. Tais
marcadores s8o0 evidenciados dois a dois, com o intuito de verificar o
grau de diferenciag8o dos elementos neoplasicos € uma possivel relagéo
da sua expressdo com a presenca de secrecdo nas ceélulas luminais

neoplasicas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histogénese e caracteristicas gerais das células glandulares

As glandulas salivares humanas, maiores e menores,
comegam seu desenvolvimento come brotamentos sélidos do epitélio
oral. A medida que esses brotamentos proliferam, os corddes solidos
comecam a apresentar luz, formande uma dupla camada de células
cubbides progenitoras. As células progenitoras, aparentemente sob
influéncia do mesénquima circundante, diferenciam-se nos varios ductos,
acinos e mioepitélio (Eversole™, 1971; Regezi & Batasakis®', 1977). Esse
processo comega em torno da sexta semana intra-Gtero para as
glandulas salivares maiores, e em torne da nona semana para as
glandulas salivares menores. A fungdo salivar comega varias semanas
apds o desenvolvimento inicial das glandulas, com a morfologia glandular
madura aparecendo muitas semanas mais tarde, por ocasido do
nascimento {Regezi & Batsakis®', 1977).

A unidade glandular madura é constituida por &cinos
Serosos ou mucosos, ligados a um ducto intercalar, o qual por sua vez
esta conectado a um ducto estriado, que finalmente descarrega a
secre¢&o em um ducto excretor extralobular (Eversoley, 1971; Regezi &
Batsakis®', 1977). Células mioepiteliais estdo localizadas em torno da
periferia dos acinos e ductos intercalares ou estriados {Dardick et al?,
1989; Eversole™, 1971; Hubner et al.*, 1971; Regezi & Batsakis®', 1977).

As células acinares s&o altamente diferenciadas e sé&o
responsaveis pela producdo da secrecdo mucosa ou serosa. As células
do ducto intercalar s&o células cubdides relativamente indiferenciadas
que formam um conduto para as secregbes acinares (Regezi &

Batsakis®', 1977). Na jungdo entre &cinos e ductos intercalares foram
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descritas células contendo granulos secretc’;rioé, as quais teriam
caracteristicas intermedidrias entre células préprias do ducto intercalar e
células acinares (Tandler®, 1993). As células dos ductos estriados s&o
bem diferenciadas e apresentam profundas invaginagfes na membrana
basal e abundantes mitocdndrias. Tais células, como as células dos
tubulos proximais dos rins, desempenham um papel no transporte de
agua e eletrélitos. As células epiteliais dos ductos excretores variam de
colunares com células mucosas volumosas, na regido proximal, a células
escamosas estratificadas distalmente (Regezi & Batsakis®, 1977). As
células mioepiteliais apresentam um corpo celular estreldrio e agem como
células contrateis, aparentemente forcando ativamente a eliminagéo da
secrecado dos acinos e ductos intercalares (Hubner et al.>®, 1971; Regezi
& Batsakis®, 1977).

A microscopia eletrbnica, a célula mioepiteiial de uma
glandula salivar normal contem grande quantidade de feixes de
microfilamentos de actina, juntamente com corpos denscs de
tropomiosina e miosina e vesiculas endocitéticas (Batsakis et al® 1983;
Hubner et al.® 1971). Tonofilamentos podem estar presentes em
algumas céiulas mioepiteliais, que apresentam ainda uma intrincada rede
de filamentos de espessura intermedidria ( 7-11 nm) (Batsakis et al®,
1983; Dardick et al.”, 1989). Além disso, na sua por¢ao nao filamentosa,
a celula mioepitelial apresenta as organelas usuais, granulos de
glicogénio e poucos glébulos de gordura neutra, porém, nenhum produto
secretério (Batsakis et al.’ 1983). A célula mioepitelial é separada do
estroma por membrana basal, e esta unida as céiulas epiteliais por meio
de desmossomas (Hubner et al.®, 1971).

Duas teorias procuram explicar a Ccitcdiferenciagcdo nas
glandulas salivares, nos estagios mais tardios do desenvolvimento e na
glandula madura: a unicelular pluripotencial e a Dbicelular

semipluripotencial. Segundo a teoria unicelular pluripotencial, a célula de
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reserva do ducto excretor daria Origem a todos os outros elementos
glandulares. A outra teoria, bicelular semipluripotencial, propée que a
célula de reserva do ducto excretor daria origem as células colunares e
escamosas do ducto excretor e a célula do ducto intercalar e esta, uma
vez gerada, daria origem aos ductos estriados, a outras células do ducto
intercalar, a células acinares e a células mioepiteliais,
independentemente. A célula do ducto intercalar assumiria entdo pape!
priméarioc no fornecimento de outros tipos celulares, o que seria
infiuenciado pelo mesénquima (Eversole™, 1971).

Com relagcéo a génese de tumores, pela teoria unicelular
pluripotencial, a transformag¢do neoplasica da céluia de reserva do ducto
excretor daria origem as diversas neoplasias glandulares, sendo que o
desenvolvimento de tumores especificos estaria- relacionado a
elaborag@o de fatores potenciais de diferenciagdo. Pela teoria bicelular
semipluripotencial, tanto as céluias de reserva do ducto excretor, como a
célula do ducto intercalar estariam implicadas na génese de neoplasias.
A célula do ducto intercalar daria origem ao adenoma canalicular,
adenoma celular, cilindroma, oncocitoma, tumor de Warthin, adenoma
papilar, adenocarcinoma papilar ¢ carcinoma de células acinares. Por
outro lado, a celula de reserva do ducto excretor daria origem ao
papiloma intraductal, adenoma pleomoérfico, carcinoma epidermoide e
carcinoma mucoepidermoéide (Eversole™, 1971).

Acrescentando as observagbes anteriores achados ultra-
estruturais, Regezi & Batsakis® (1977) concordam com a teoria bicelular
para a histogénese dos tumores de glandulas salivares, que teriam
origem a partir de duas células de reserva indiferenciadas, a céiula de
reserva do ducto excretor e a célula de reserva do ducto intercalar. A
aplicacdo do estimulo oncogénico/carcinogénico agindo sobre 0 processo
de morfo e citodiferenciac&o resultaria no advento de diferentes tipos de

neoplasia, dependendo do estagio de desenvolvimentc no qual ©
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estimulo agisse. Sob essa hipotese, o ducto intercalar daria origem ao
carcinoma adendide cistico, carcinoma de células acinares, adenoma
monomorfico € tumor misto. Alguns carcinomas ductais seriam também
derivados de precursores do ducto intercalar. As células de reserva do
ducto excretor dariam origem ac carcinoma de células escamosas,
carcinoma mucoepidermdide e adenocarcinoma papilar mucinoso
(Batsakis®, 1980). |

Para Regezi & Batsakis® {1977) o adenoma pleomdrfico
teria origem a partir da célula de reserva do ducto intercalar, pois a
mesma seria progenitora tanto de células ductais como mioepiteliais, 0s
dois tipos celulares componentes do tumor.

Por outro lado, Dardick et al.?® (1983) propuseram a origem
do adenoma pleomorfico a partir da transformagao neoplasica da unidade
ducto-acinar completa, ao invés de uma celula ductal de reserva em
particular.

Para Eriandson et al.® (1984) os adenomas pleomérficos
consistem de misturas varidveis de células epiteliais ductais e células
mioepiteliais metaplasicas, aléem de focos ocasionais de granulos
secretérios apicais ou mucinas luminais, indicando diferenciagio acinar.
Segundo os autores, o adenoma pleomérfico derivaria da transformacéao
neoplasica do ducto intercalar.

Lam® (1985) afirmou que a principal célula proliferante no
adenoma pleomdrfico € a céiula mioepitelial modificada, entretanto, como
ndo observou diferenciagdo acinar, o autor concluiu que ¢ adenoma
pleomdrfico deriva da transformacdo neoplasica do ducto intercalar ou
unidade ductai-mioepitelial, ao invés da unidade ducto-acinar sugerida
por Dardick et al.?® (1983).

Dardick et al.?® (1990) enfatizaram posteriormente a teoria
multicelular para a histogénese dos tumores de glandulas salivares. Esta

teoria baseia-se em evidéncias de que todos os tipos celulares na
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glandula salivar normal, desde a fase fetal até a idade adulta, séo
capazes de sofrer divisdo celular, e que esta caracteristica nao seria
restrita a uma populagdo celular em particular, em determinada
localizag&o. Segundo a teoria multicelular de histogénese tumoral, todos
os tipos celulares na glandula adulta seriam potencialmente capazes de
originar uma neoplasia.

Com relagdo a histogénese, € importante considerar-se que,
embora células aparentemente indiferenciadas possam estar presentes
em glandulas salivares normais ou seus tumores, ndo se conseguiu
demonstrar, cientifica ou experimentalmente, a presenga de celulas
ductais de reserva e seu papel central na génese de neoplasias (Dardick
& Van Nostrand® 1987: Norberg et al.”?, 1996). A observagio
experimental da capacidade proliferativa dos diversos elementos do
parénquima glandular, inclusive células acinares e mioepiteliais {Burgess
et al.®’, 1996; Norberg et al.”?, 1996) e a observagéo de que tanto células
luminais como ndo luminais se encontram no cicle de proliferagdo celular
(Norberg et al.”®, 1997), vém embasar a teoria muiticelular defendida por
Dardick et al.?® (1990).

Baseados no conceito de que a associagdo estrutural e
funcional de acino, ducto intercalar e mioepitélio forma a unidade ducto-
acinar (Dardick et al?® 1983), Dardick & Van Nostrand® (1987)
propuseram que esta, ao sofrer indugdo neoplasica e consequente
proliferagéo, poderia originar trés tipos principais de tumores. Estes
tumores apresentariam: 1) diferenciacdo pura de células epiteliais
acinares ou ductais iuminais (certos adenomas e adenocarcinomas); 2)
crescimento coordenado de células neoplésicas luminais e mioepiteliais
(adenoma pleomérfico e carcinoma adendide cistico); ou 3} proliferagéo

exclusiva de células mioepiteliais neoplasicas (mioepiteliomas).
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A consideravel diversidade morfolégiba nos subgrupos de
tumores das categorias 2 e 3 acima, seria devida fundamentalmente a
fatores genéticos que controlariam a proliferagdo do mioepitélio
neoplasico, ac tipo e grau de atividade sintética dessas células, seu grau
de modificacdo estrutural e o tipo de metaplasia que elas apresentam
(Dardick & Van Nostrand®, 1987; Erlandson et al.*, 1984). Ou seja, a
participacédo da célula mioepitelial nesses tumores justificaria a sua
grande diversidade morfolégica, mesmeo considerando-se um tipo tumoratl
especifico (Batsakis et al’ 1983; Dardick & Van Nostrand™, 1985;
Dardick & Van Nostrand®, 1987; Erlandson et al.%°, 1984; Hubner et al.*,
1971).

2.2. Aspectos histologicos e uItra-estruturais do adenoma
pleomorfico, mioepitelioma, adenoma de células basais,
carcinoma adenéide cistico e adenocarcinoma polimorfo de

baixo grau de maiignidade

No presente estudo foram analisadas as seguintes
neoplasias, presumidamente originadas do segmentc do ductc intercalar
e pertencentes as categorias 2 e 3 descritas por Dardick & Van
Nostrand®® (1987); adenoma pleomdrfico, mioepitelioma, adenoma de
células basais, carcinoma adendide cistico e adenocarcinoma polimorfo
de baixo grau de malignidade.

O adenoma pleomoérfico constitui um tipo de neoplasia
glandular no qual se observa o crescimento combinado de células
epiteliais fuminais e células mioepiteliais, juntamente com a elaboragdo
de produtos celulares e aiteragbes metapldsicas, levande & formagéo de
regides mixo-condrdides (Dardick & Van Nostrand®, 1987; Dardick et
al.?® 1983). A principal célula proliferante no adenoma pleomorfico seria
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a célula mioepitelial (Dardick et al.?*® 1983), cujas caracteristicas
morfoldgicas observadas a microscopia de luz incluem: aspectc hialino
ou plasmocitdide; aspecto mesenquimal (células estrelarias, fusiformes
ou condréides) e aspecto epitelial (células escamosas ou claras)
(Batsakis, Kramer & Sciubba®, 1983; Dardick & Van Nostrand®, 1985). As
vezes as células mioepiteliais apresentam-se com contornos angulares,
discretamente  separadas, circundando ductos ou formando
agrupamentos de tamanhos variados ou lencois (Dardick & Van
Nostrand®™, 1985). O aspecto da célula mioepitelial neoplasica &
microscopia eletronica frequentemente esta modificado, com relagdo a
célula mioepitelial normal. A célula mioepitelial tumoral pode apresentar-
se distendida e conter grande quantidade de filamentos intermediarios, -
correspondendo ao aspecto plasmocitéide & microscopia de luz; ter
aspecto fusiforme e conter pequena quantidade de microfilamentos com
corpos densos (diferenciagéo do tipo milsculo liso); pode ser poligonal ,
assumindo um aspecto "epitelial" e exibir jungdes intercelulares do tipo
desmossomas ou formar grupos com metaplasia escamosa (Dardick Van |
Nostrand®, 1985; Dardick et al.?®, 1983; Erlandson et al.*, 1984; Sousa®,
1990). A presencga de tonofilamentos perinucleares e remanescentes de
membrana basal também s&o aspectos ocasionalmente observados nas
células mioepiteliais neoplasicas (Erlandson et al.®, 1984). Além disso,
as estruturas ductiformes presentes no adenoma pleomérfico por vezes
contém granulos de secregdo nas suas células luminais (Sousa™, 1990).
Baseado em observagBes ultraestruturais, Kierszenbaum®
(1968) descreveu dois componentes celulares distintos na porgéo
epitelial do adenoma pleomérfico, um com fungbes predominantemente
secretorias, enguanto o outre participaria do processe de fibrilogénese. O
autor considerou gque os dois tipos poderiam representar distintos graus

de diferenciacdo de um mesmo tipo celular, uma vez que observou,
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ainda, uma variedade transicional entre os dois tipos celulares bem
definidos.

Um aspecto importante, observado no adenoma
pleomorfico, é a produgéo de glicosaminoglicanas e proteoglicanas pelas
células mioepiteliais modificadas. Tais produtos da matriz intercelular
provaveimente desempenham papel importante na modulacdo de
expressdes fenotipicas das células tumorais, influenciando o cito-
esqueleto e induzindo o aumento da elaborag&o de produtos da matriz
extracelular, como fibronectina, hialuronato, proteoglicanas e
procolageno (Lam®, 1885). Essa modulagdo foi observada por Jaegger™
(1995), em ceélulas derivadas do adenoma pleomdrfico, cultivadas e
- identificadas como mioepiteliais simile, as quais apresentaram fendtipos.
variados, em contato com diversos componentes da matriz extracelular.
Quando crescidas dentro de um arranjo tridimensional de matrigel, uma
combinagdo de proteinas da membrana basal, apresentaram
morfodiferenciacae e  citediferenciacdo, formando agrupamentos
tridimensionais, com dupla camada de células epitelidides delimitando
espacos luminais. Células crescidas sobre o matrigel desenvolveram
fendtipo estrelario, lembrando as células mioepitelias normais, enquanto
laminina e colagenos tipos | e IV, quando aplicados individualmente, nao
causaram efeito no fendtipo das células (Jaegger™, 1995).

As células mioepiteliais inicialmente estéo relacionadas as
ductais luminais, mas a medida que proliferam, elas sdo gradualmente
separadas por quantidades crescentes de componentes da matriz
extracelular, resultando no desenvolvimento de zonas mixdides e
condréides (Dardick & Van Nostrand®, 1985; Dardick et al.”®, 1983).

QO mioepitelioma € composto basicamente por c¢élulas
mioepiteliais, podendo exibir um pequeno numero de esfruturas ductais e
areas mixdides (Dardick et al.¥, 1989; Dardick et al.™, 1989). No

mioepitelioma observa-se um arranjo e diferenciagéo celular semelhantes
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aos observados no componente ndo luminal do adenoma pleomérfico
(Dardick®, 1995: Takai et al® 1995). Com refagdo a arguitetura,
distinguem-se os seguintes tipos de mioepitelioma: sdlido, mixdide
(semelhante ao adenoma pleomérfico), reticular (semelhante ac adenoma
canalicular) e misto (Dardick®, 1995; Dardick et al.?’, 1989; Dardick et
al.*, 1989). Os mioepiteliomas podem apresentar ainda uma variedade
de fendtipos celulares: fusiforme, hialino, epitelial e claro. Alguns tumores
apresentam mais de um tipo celular, sendo entdo designados mistos. No
tipo fusiforme geralmente séo observados alguns ou todos os seguintes
aspectos: microfilamentos com corpos densos e insercdo em densidades
do plasmalema, filamentos intermedidrics e  tonofilamentos,
desmossomas, vesiculas de micropinocitose e lamina basal. No fipo
hialino as células s&o ovais ou poligonais, com nucleo excéntrico e uma
regido hialina no citoplasma (Dardick et al.”’, 1989). A microscopia
eletrdnica observa-se que grande parte do citoplasma & ocupada por
filamentos  intermediarios,  distribuidos  difusamente,  exibindc
caracteristicas semelhantes as células plasmocitdides observadas no
adenoma pleomorfico (Dardick et al.”, 1989; Dardick et al.*®, 1989). As
células mioepiteliais modificadas do tipo epitelial séo poligonais, podendo
apresentar-se isoladamente ou em grupos. Algumas s&c unidas por
desmossomas, possuem poucas organelas e poucos ou nenhum
filamento. As células mioepiteliais claras exibem, a coloragdo de rotina,
citoplasma discretamente eosindfilo ou nédo corado (Dardick et al.?,
1989).

O adenoma de células basais é composto histologicamente
por células isomoérficas, exibindo uma camada basal proeminente. A
microscopia de luz distinguem-se quatro padrfes celulares. solido,
trabecular, tubular e membranoso (Gardner & Daley“"’, 1983; Seifert et
al.® 1990). Mais de um desses padrbes & comumente observado em um

mesmo tumor (Gardner & Daley®, 1983). A microscopia eletrénica, sdo
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observadas ndo apenas células basais, mas também células ductais e
mioepiteliais. O desenvolvimento de estruturas distintas semelhantes &
membrana basal e a auséncia de componente mixdide no estroma, s&o
também caracteristicos (Seifert et al.**, 1990). Uma variante cribriforme
foi descrita para os subtipos de adenoma de células basais, caracterizada
pela presenga de depésitos focais hialinos, contendo lamina basal e
glicosaminoglicanos, no interior dos agrupamentos celulares. Nestes,
porém, néo se nota a presenga de ductos ou lumens, caracteristicos do
carcinoma adentide cistico (Dardick et al.*, 1992).

O carcinoma adendide cistico apresenta, como © adenoma
pleomérfico, a proliferagéo de dois tipos celulares basicos: mioepitelial e
célula cubdide ductal, formando seus padrdes de crescimento
caracteristicos: sélido, tubular e cribriforme (Caselitz et al.™ 1986;
Dardick & Van Nostrand®, 1987). No seu padréo cribriforme cléssico, o
acumulo de material hialino no interior das massas celulares, formando
espagos microcisticos ou pseudo-luminais, ocorre em associagic com as
células mioepiteliais de aspecto fusiforme (Caselitz et al."®, 1986; Dardick
& Van Nostrand®, 1987; Hubner et al.*®, 1971). Nas regides celulares
sblidas, entre os pseudo-cistos, podem-se detectar estruturas tubulares
formadas por células cubdides semelhantes as do ducto intercalar
(Caseliiz et al.™®, 1986; Dardick & Van Nostrand®, 1987). No tipo tubular
ha uma predominancia de estruturas tubulares, nas quais a proporgéc de
células cubdides e células mioepiteliais fusiformes ¢ equivalente,
conferindo aspecto caracteristico do sistema de ducto intercalar (Caselitz
et al.”® 1986). No tipo sdlido, as massas compactas de células tumorais
mostram algumas estruturas ductais dispersas e espagos microcisticos de
tamanho variado, geralmente pequenc. Em édreas adjacentes
frequentemente observa-se o aspecto cribriforme tipico (Dardick & Van
Nostrand® 1987). Um padrdc trabecular também é descrito, no qual as

trabéculas celulares neoplasicas s8o separadas por estroma hialino
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(Caselitz et al.”, 1986). Além das células dos tipos mioepitelial e ductal
luminal, também sac descritas células basaldides, com nicleos
vesiculares grandes e nucléolos distintos. Essas células estio
frequentemente reunidas em grupos solidos contendo alguns. es5pacos
pseudo-cisticos (Chomette et al.'®, 1991).

O adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade
caracteriza-se por apresentar um amplo espectro de padrdes histolégicos
(Dardick & Van Nostrand®, 1988; Norberg et al.”', 1991; Regezi et al.®?,
1991). Nesta neoplasia as células dispdem-se em corddes, tabulos,
papilas, colunas anastomosantes, estruturas glandulares ou adendides e
agregados sdélidos, de tamanhos variados (Dardick & Van Nostrand®,
1988). Ouiro aspecto observado também nesses tumores é o cribriforme,
resultante da produgao excessiva de lamina basal e formacgéo de espagos
pseudo-cisticos (Norberg et al.”’, 1991). As células neoplasicas do
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau sao ovais ou fusiformes,
apresentam tamanho uniforme (Regezi et al.® 1991) e tém mais
citoplasma e nlcleos vesiculares maiores do que as células basalbides
do carcinoma adendide cistico (Dardick & Van Nostrand®, 1988).
Histologicamente as principais caracteristicas do adenocarcinoma
polimorfo de baixo grau s&o o crescimento infiltrativo por meio de
pequenos ductos de uma camada celular e o sincicio de células
uniformes (Regezi et al.¥, 1991). A microscopia eletrénica, as células do
adenocarcinoma polimorfo de baixo grau exibem diferenciacdo ductal e
mioepitelial (Norberg et al.”’, 1991), além de células de transigio, com
caracteristicas intermediarias entre mioepiteliais e epiteliais luminais,
formando lumes ductais verdadeiros e apoiando-se em lamina basal

(Carvalho et al."", 1993; Dardick & Van Nostrand®, 1988; Norberg et al.”,
1991).
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2.3. Métodos de estudo

Com o objetivo de estudar as neoplasias de glandulas
salivares em geral e, em particular, a participagéo da célula mioepitelial,
visando ndo apenas esclarecer a histogénese dessas neoplasias, mas
também analisar as diversas caracteristicas de diferenciacdo celular
apresentadas, varios métodos t&ém sido empregados.

Morfologicamente a célula mioepitelial € identificada a
microscopia de juz e eletrbnica com base em suas caracteristicas
histolégicas e ultra-estruturais (Hubner et al.”, 1971; Palmer’’, 1986;
Shear™, 1966). Diversos métodos de coloracao histolégica e histoquimica
foram utilizados para a demonstracac da célula mioepitelial, como as
reacgfes de fosfatase alcalina e adenosina trifosfatase (Shear35, 1966),
embora n&o fossem especificas para a célula mioepitelial e
apresentassem variagdes inter-espécies (Batsakis et al.®, 1983; Palmer”,
1986). Técnicas de coloragdo histolégica também utilizadas para a
demonstragdo da célula mioepitelial compreendem a do acido tanico-
acido fosfomolibdico- Levanol "fast cyanine SRN" (TPL) (Nikai et al.”,
1986; Paimer’’, 1986), e as técnicas da hematoxilina-acido fosfotingstico
e hematoxilina férrica (Palmer”’, 1986; Shear™, 1966).

Qutros métodos amplamente utilizados incluem histoquimica
associada com microscopia eletrdnica (Lam®™, 1985), imunofluorescéncia
(Caselitz et al.™, 1981: Caselitz et al.'®, 1982; Erlandson et al.*, 1984);
imuno-histoquimica (Araljo & Aradjo’, 1990; Aradjo & Sousa®, 1996;
Araujo et al’, 1994; Caselitz & Léning", 1981; Caselitz et al.”®, 1982;
Dardick et al.*', 1991; Gugliotta et al.*, 1988; Hara et al.”!, 1983; Kahn et
al.*® 1985; Mori et al.®, 1987; Morinaga et al.¥, 1987; Sato et al.*®, 1984;
Zarbo et al.®®, 1991;) e imuno-eletromicroscopia, além de métodos de
biclogia celular e molecular, associados ou ndo com metodos

bioquimicos ou imunoguimicos.
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2.4, Estudos imuno-histoquimicos

Nos estudos imuno-histoquimicos, os principais anticorpos
utilizados para a identificacdo da célula mioepitelial incluem actina,
miosina e actomiosina, usuaimente detectados em células mioepiteliais
normais {(Aradjo et al®, 1994; Azumi & Battifora®, 1887; Chen et al.”’
1988; Gugliotta et al.*, 1988; Hirano et al.® 1990; Mori et al.®, 1987;
Morinaga et al.¥, 1987; Palmer ot al.”®, 1985: Takai et al®, 1995
Tsukada et al.%®, 1987; Zarbo et al.%®, 1991), proteina S-100 e filamentos
intermediarios de vimentina, citoqueratina, desmina e proteina glial fibrilar
acida (GFAP).

A distribuico de proteina S-100 e queratina na célula
“mioepitelial normal tem sido objeto de controvérsia, porém, celuias
mioepiteliais modificadas presentes em tumores sdo frequentemente
positivas para a proteina S-100 {Hara et al.>, 1983; Huang et al.**, 1996;
Kahn et al¥, 1983: Leoncini et al.®, 1988; Nakajima et al.® 1982
Nakazato et al.® 1982). A presenga de subtipos de citoqueratinas tem
sido demonstrada de maneira heterogénea em células mioepiteliais
neoplasicas (Araljo & Sousa’, 1996). A vimentina também tem sido
demonstrada em células mioepiteliais neoplasicas (Araljo & Aradjo’,
1990; Araljo et al.’, 1994; Burns et al.'®, 1988; Caselitz et al.’®, 1986;
Caselitz et al." 1981: Chomette et al.'®, 1991; Erlandson et al.*®, 1984;
Morinaga et al.¥, 1987), enquantc desmina (Gustafsson et al.¥, 1989) e
GFAP (Burns et al'®, 1988; Gustafsson et al.*, 1989) foram
eventualmente observadas nessas células.

Recentemente diversos estudos imuno-histoquimicos tém
utilizado também anticorpos anti-antigenos de proliferagdo celular,
visando a identificacao da populag&o celular proliferante nos tumores de
glandulas salivares (Norberg et al.”, 1997; Queiroz®, 1997; Yang et al.*,

1993).
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2.4.1. Proteina S-100

Um dos primeiros marcadores utilizades para identificagéo
da célula mioepitelial, por meio de método imuno-histoquimico, foi a
proteina S-100. Esta foi descrita inicialmente como uma proteina
especifica do tecido nervoso, assim designada devido & sua solubilidade
em solugdo de sulfato de aménio a 100%, em pH neutro. Posterirmente a
proteina $-100 foi deiectada em outras células normais, incluindo
melandcitos, células de Langerhans da pele, células reticulares
interdigitantes do linfonodo, condrdcitos e células mioepiteliais de
glandulas sudoriparas, mamarias e salivares, além de tumores originados
dessas células (Kahn et al.”, 1983; Nakajima et al.*, 1982).

A proteina S-100 € uma proteina acida, ligadora de célcio,
composta por no minimo trés formas, S-100a0, S-1 OOé e $-100b, que s&o
dimeros das subunidades alfa-alfa, alfa-beta e beta-beta,
respectivamente. Diferentes marcacfes teciduais ou celulares sao
observadas, conforme se utiliza anticorpo policlonal cu monoclonal para
a proteina S-100 ou suas varias subunidades (Haimoto et al.>® 1987).

Nas glandulas salivares normais a proteina S-100 foi
descrita em céluias ductais {Azumi & Battifora*, 1987; Chen et al.", 1988;
Kahn et al.", 1983; Okura et al.””, 1996), além das células mioepiteliais
(Azumi & Battifora®, 1987; Chen et al."”", 1988; Crocker et al.”', 1985; Kahn
et al.”’, 1983; Nakajima et al.® 1982). Sua fracdo beta (S-100beta) se
localizaria preferencialmente em células mioepiteliais e ductais, enquanto
S-100alfa se localizaria nas células glandulares secretoras e, raramente,
em células ductais ou mioepiteliais (Haimoto et al.*°, 1987). Por outro
lado, varios autores nao detectaram a presenca de proteina S-100 em
glandulas salivares normais {Dardick et al.*', 1991; Huang et al.>*, 1996;

Mori et al.*®, 1987).
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Dardick et al.>! (1991) pesquisaram a presenga de proteina
3-100 em gléndula pardtida humana normal, utilizando técnica de
imunoperoxidase e os seguintes anticorpos: S-100, anti-enolase neurdnio
especifica e anti-neurofilamentos, comparados com anticorpos anti-actina
musculo especifica e anti-ciqueratina 14. Os autores realizaram também
a técnica de dupla marcagdo por imunoflucrescéncia, empregando
anticorpos tanto para proteina S-100, come para enolase neurdnio
especifica, combinada com actina musculo especifica. Observaram
marcagdo da célula miocepitelial apenas com os anticorpos anti-actina e
anti-citoqueratina 14, e a presenga da proteina S-100 na rede de nervos
nao mielinizados do intersticio, evidenciada tambem pela microscopia
eletrOnica de transmisséo. Segundo os autores, tal marcagéo da proteina
$-100 estaria sendo interpretada erroneamente por outros pesquisadores
como sendo marcagao de c¢élulas mioepitsiiais. Entreténto, a presenga da
proteina S8-100 em células mioepiteliais neoplasicas, como no adenoma
pleomérfico e nc mioepitelioma, realmente ocorrerig, indicando a
expressao de proteinas ectépicas pela célula tumoral (Dardick et al.®’,
1991).

Diversos autores relataram a presenca da proteina S-100
em tumores originados de glandulas salivares, como adenoma
pleomérfico (Crocker et al.?', 1985; Dardick & Van Nostrand®, 1987;
Gunhan et al.*®, 1992; Hara et al.”', 1983; Kahn et al.”’, 1983; Nakajima et
al.®®, 1982; Nakazato et al.?®, 1982), adenoma de células ciaras (Hara et
al.”, 1983), carcinoma adendide cistico (Azumi & Battifora®, 1987,
Bergman et al.”, 1991; Chen et al."?, 1988; Gunhan et al.*®, 1992; Kahn et
al.®® 1985), adenoma monomdarfico (Crocker et al.?', 1985; Kahn et al.®®,
1985); adenocarcinoma polimorfo de baixo grau (Dardick & Van
Nostrand®, 1988; Norberg et al.”’, 1991; Regezi et al.¥, 1991), adenoma
de células basais (Ginhan et al® 1992; Williams et al.”, 1993) e

adenocarcinoma de células basais (Williams et al.¥’, 1993).



31

Recentemente, mais de dez proteinas diferentes foram
identificadas na familia da proteina $-100 e foram produzidos anticorpos
especificos contra cada uma delas (Huang et al.*, 1996).

Utilizando anticorpos contra proteinas $-100 diferentes (S-
100 A1; S-100 A2; S-100 A4; S-100 A6 e S-100B), Huang et al.** (1996)
estudaram, por meio de técnica imuno-histogquimica, glandulas salivares
normais e os seguintes tumores glandulares: adenoma pleomorfico,
adenoma de células basais, adenoma canalicular, mioepitelioma,
carcinoma adenodide cistico e adenocarcinoma NOS. Os autores
verificaram que nenhum dos anticorpos utilizados reagiu com a célula
mioepitelial normal, @ que as fibras nervosas periféricas reagiram com o
anticorpo anti-S-100B, confirmando os achados de Dardick et al.*! (1991).
As proteinas S-100 A1; S-100 A2, S-100 A4 e S-100 A6 foram
evidenciadas em células ductais normais e células luminais neoplésicas.
Células mioepiteliais neoplasicas expressaram os diversos tipos de
proteina S-100 utilizados, © que parece estar relacionado com a produgio
de substancias da matriz extracelular. Os autores concluiram que as
proteinas S-100 poderiam dessa forma modular ¢ micro-ambiente

extraceiular (Huang et al.>*, 1996).

2.4.2. Filamentos intermediarios

Os filamentos intermediarios sdo proteinas que, juntamente
com Os polimeros de tubulina (22-25 nm de diametro) e microfilamentos
de actina (5-7 nm de didmetro) formam ¢ cito-esqueleto presente em
praticamente todas as células de vertebrados (Erlandson™, 1984; Osborn
& Weber™®, 1983). Esses filamentos s&o chamados intermediarios devido
a seu diametro (7-11 nmy}, intermediério entre a actina e a tubulina ou, se

presentes, os filamentos espessos de miosina (Caselitz et al.", 1981;
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Caselitz et al.", 1982; Erlandson™, 1984; Mol et al.**, 1982; Osborn &
Weber’®, 1983).

Evidéencias biogquimicas, imunoldgicas e quimicas sugeriram
a existéncia de cinco subgrupos distintos de filamentos intermediarios: 1)
citoqueratinas (40-68 Kd), encontradas em epitélios queratinizados ou
nao, 2) vimentina (57Kd), restrita principalmente a células mesenquimais;
3) desmina (53Kd), caracteristica da maioria dos midcitos; 4) proteina
glial fibrilar acida (65Kd);, localizada primariamente em células gliais; e 5)
neurofitamentos (68-, 160-, 200_ Kd), encontrados na maioria dos
neurdnios (Erlandson®, 1984; Osborn & Weber™®, 1983).

Mais recentemente, os filamentos intermediarios foram
classificados em seis subtipos. As citogueratinas (Cks) acidas (CK 9-
CK20) constituem o tipo | e as citoqueratinas basicas ( CK1-CK8)
formam o tipo ll, dos filamentos intermediarios. O tipo Ill compreende a
vimentina, encontrada geraimente em células mesenquimais; desmina,
presente no musculo; proteina glial fibrilar acida, identificada em células
gliais e astrocitos; e periferina, encontrada em células neuronais. O tipo
IV consiste de neurofilamentos L, M & H e alfa internexina, identificados
em neurdnios. Os filamentos intermediarios do tipo V compreendem
laminas nucleares; e nestina , especifica para células precursoras do
sistema nervoso central, é classificada como filamente intermedidric do
tipo VI (Heatley™, 1996).

Quanto & fungdo, os filamentos intermediarios seriam
fundamentais para a citoarquitetura e integridade estrutural .do
citoptasma, conferindo resisténcia aos impactos mecanicos (Fuchs &
Cleveland”, 1998).

Algumas ceélulas exibem "in sifu" duas proteinas de
filamentos intermediarios simultaneamente, como algumas células
musculares lisas da parede vascular, que apresentam desmina e

vimentina e algumas células da glandula parétida humana, que
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apresentam citoqueratina e vimentina. Em cullura de células pode-se
observar também a co-expressdo de filamentos intermediarios. Tanto "in
vivo" como "in vitre", guando dois filamentos intermediarios coexistem, um
dos membros é sempre a vimentina (Osborn & Weber™, 1983),

No desenvolvimento de tumores, o tipo de filamento
intermediario caracteristico da célula de origem parece ser mantido, com
poucas excegdes, ndo apenas no tumor primario, como também nas
metastases sélidas. Assim, seria possivel classificar os tumores por sua
expressdo especifica de filamentos intermediarios (Moll et al.® 1982
Osborn & Weber’®, 1983; Upton et al.*, 1986).

Existe, no entanto, uma variacéo efnbriolc'ngica e taxondémica
na expressdo de filamentos intermediarios, o que poderia explicar sua
presenca por vezes variada nos tumores, possivelmente indicando a
elaboragdo de uma proteina expressa normalmente durante o
desenvolvimento embrionario (Gustafsson et al.*’, 1988; Heatley™, 1996).

Procedimentos imuno-histoquimicos para a identificacao de
proteinas de filamentos intermedidrios como a queratina, vimentina, |
desmina, proteina de neurofilamento e proteina glial fibrilar acida, foram
estabelecidos na década de 1980 (Erlandson®, 1984; Osborn & Weber',
1983; Van Muijen et al.®, 1984). Esses procedimentos contribuiram muito
para o diagnéstico diferencial dos tumores e para © estudo da
diferenciagéo ceiular (Morinaga et al.*’, 1987).

Glandulas salivares e seus tumores tém sido estudados por
meic de técnicas imuno-histoquimicas, utilisando anticorpos contra
proteinas de filamentos intermediarios (Aratjo & Araujo’, 1990; Araujo &
Sousa? 1996; Aradjo et al.®, 1994; Caselitz & Loning' 1981; Caselitz et
ai.’®, 1982; Caselitz et al."®, 1984; Erlandson et al.*® 1984; Gustafsson et
al.¥’, 1989; Morinaga et al.*”’, 1987).



2.4.2.1. Citoqueratinas

As citoqueratinas formam uma familia multigénica de
polipeptideos diferentes, cujos valores de pH isoelétrico variam de 5 a 8,
e cujo peso molecular varia de 40.000 a 68.000 (Moll et al.® 1982).
Constituem a familia mais diversificada de filamentos intermedidrios,
sendo gque as células epiteliais podem conter proporgbes variaveis de
diversas citoqueratinas (Geiger et al.*, 1987; Van Muijen et al.®, 1984).
Moll et al.® (1982) distinguiram peloc menos dezenove polipeptideos
diferentes de citoqueratina humana, numerados sequencialmente de 1 a
19.

Os polipeptideos de citoqueratina ligeiramente -basicos e
relativamente grandes sac tipicos de muitos epitélios estratificados e
compreendem os componentes 1 a 6. Peptideos de citoqueratina de
tamanho e carga elétrica intermediarios, os componentes 7 e 8, sdo
encontrados em diversos epitélios simples, traquéia, epitélic transicional
de bexiga, varias glanduias complexas e células Hel.a. A citoqueratina 8
é detectada também em epitélio embricnério precoce. Os componentes 9
a 11 sdc polipeptideos acidos relativamente grandes ou de tamanho
intermediario, encontrados apenas na epiderme. O polipeptideo 9 &
proeminente na epiderme da sola dos pés, enquanto o 10 e 11 parecem
- ser expressos na epiderme da maior parte do corpo. O polipeptideo acido
12 foi observado apenas na cérnea humana. O polipeptideo 13 € o
componente principal caracteristico de varios epitélios escamosos
estratificados n&o queratinizados, como mucosa lingual e epitélio do
canal anai, e epitélio traqueal. Os componentes 14 a 17 sdo queratinas
peguenas e acidas gue ocorrem em diferentes combinagdes na epiderme
e queratindcitos em cultura, foliculos pilosos e muitos epitélios
escamoses ndo queratinizados, bem como na traquéia e algumas
glandulas. A citoqueratina 18 mostra uma distribui¢do tecidual similar a
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do polipeptideo 8, A citoqueratina 19 é encontrada em uma ampla gama

‘de tecidos epiteliais, como componente predominante em muitos
epitélios simples e usualmente como componente menor em diversos
epitélios estratificados, bem como em certos queratindcitos em cultura e
células do carcinoma de células escamosas (Moll et al.*, 1982).

Os padrées de expresséo de citoqueratina podem variar nos
diversos estagios da "ontogenia” e diferenciagcéoc de um determinado tipo
celular, e podem inclusive ndo ser estaveis durante a transformacgéo
neoplasica (Erlandson®™, 1984). Além . disso, podem ocorrer em
necplasias de origem diversa, como leiomiossarcomas, melanomas, fibro-
histiocitomas malignos e fibrossarcomas (Heatleysz, 1996).

Apesar dessas observagfes, os filamentos intermediarios de
citoqueratina tém uma aplicagdo pratica na patologia diagnostica de
rotina. As diferencas na expressdo de citoquerétinas em diferentes
células de uma mesma neoplasia podem ser Uteis no diagnostico
diferencial e até mesmo na avaliagdo progndstica (Heatley™, 1996).

Os primeiros estudos visando caracterizar a expressio de
filamentos intermediarios em glandulas salivares normais € em tumores
de origem glandular, empregavam anticorpos policlonais contra
citoqueratinas que reconheciam varios polipeptideos (Caselitz & Loning'?,
1981: Caselitz et al.™, 1981; Caselitz et al.'®, 1982) ou anticorpos
monoclonais que também reconheciam grupos de citoqueratinas
(Gustafsson et al.*, 1988; Gustafsson et al.*®, 1988).

Utilizandc técnica de imunofluorescéncia, Caselitz et al.’
(1981); Caselitz et al.”, (1982) usaram anticorpo contra prequeratina
bovina, para identificar células de origem epitelial, e anticorpos anti-
vimentina e anti-desmina, em glandulas salivares normais e em diversos
tumores glandulares. Na glandula pardtida humana normal os filamentos
de prequeratina foram observados em células ductais e mioepiteliais. O

anticorpo anti-vimentina marcou células mesenquimais no tecido, assim
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como celulas endoteliais e células musculares lisas em vasos
sanglineos, Além disso, uma camada de células menos intensamente
positivas para vimentina foi observada por vezes na periferia dos ductos
e, em alguns casos, células triangulares positivas foram observadas entre
as células ductais de ductos estriados. A desmina foi detectada em
algumas ceélulas da parede vascular sanglinea. No adenoma
pleomoérfico, tanto os grupos celulares sdlidos, como as células
fusiformes mais dispersas, foram positivos para a prequeratina (Caselitz
et al." 1981; Caselitz et al.'®, 1982). Ambos os tipos celulares do
adenoma pleomorfico foram positivos para vimentina (Caselitz et al."®,
1981; Caselitz et al.”®, 1982), sendo que a reacéo de imuno-fluorescéncia
dupia de vimentina e queratina, no mesmo espécime, sugere a co-
expressdo de ambos filamentos em algumas células (Caselitz et al.”,
1982). Nao houve positividade das células tumorais com o uso de
anticorpo anti-desminé. A observag@o da presenga simuiténea de
prequeratina e vimentina em algumas células, levou a conclusac de que
os adenomas pleomorficos ndo seriam tumores mistos, compostos de
elementos epitehiais e mesenquimais distintos, mas, provavelmente teriam
origem a partir de células caracterizadas "in vitro" por filamentos de
prequeratina e vimentina, possiveimente as células triangulares
observadas proximo aos ductos no tecido normal (Caselitz et al.', 1982).

Erlandson et al.® (1984) analisaram a expressdc de
filamentos intermediarios de citoqueratina e vimentina, além do
microfilamento de actina e da proteina S-100, em adenomas pleomdrficos
e glandula pardtida humana normal, através de reagdo imuno-
histoquimica. Observaram positividade para os anticorpos monoclonais
AE1 e AE3, que reconhecem polipeptideos de 40, 48, 50 e 56,5 Kd e de
46, 52, 56, 58, 65 e 67 Kd, respectivamente, nas células epiteliais dos
ductos intercalares, estriados e excretores, em intensidade crescente,

enquanto as células mioepiteliais ndo marcaram. Nos tumores houve forte
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marcacéo de AE1 nas células epiteliais ductais neoplasicas e em raras
células no estroma em torno dos ductos. A reagéio imuno-histoquimica
aos anticorpos anti-vimentina foi negativa em glandulas salivares
normais, embora & imunoflucrescéncia um pequeno nimero de células
mioepiteliais mostrasse fraca fluorescéncia. Em dois tumores , raras
células mioepiteliais adjacentes aos ductos reagiram com anticorpos anti-
vimentina, enquanto as células das areas mixdides e condrdides foram
fortemente positivas. A proteina $-100 foi detectada em células epiteliais
acinares esparsas, células mioepit_eliais, células adiposas e nervos
(intensamente), nas glandulas parétidas normais. Nos tumores, as células
condrOides, estrelarias e fusiformes das areas mixdides, e as células
mioepiteliais periductais foram fortemente positivas para a proteina S-
100.

Utilizando o anticorpe monoclonal 16a, anti-citoqueratinas
de 45K/46K, Palmer & Lucas™ (1985) observaram marcag&o de células
basais situadas em ductos estriados e excretores de glandulas salivares
normais. Nao houve marcacéo das células mioepiteliais acinares ou
ductais, as quais foram positivas ao anticorpo policlonal anti-miosina
empregado. No adenoma pleomorfico, a maioria das ceélulas
consideradas mioepiteliais foi negativa para miosina, enquantc muitas
células da camada externa dos ductos de duas camadas foram positivas
para o anticorpo anti-citogqueratina, assim como algumas células das
areas sélidas. Os autores sugeriram que a célula positiva para o
anticorpo 16a, anti-citoqueratina, poderia ser uma célula de reserva, e
que a positividade das células ductais externas nos tumores ao anticorpo
16a, seria indicativa de diferenciac8o mais compative! com um fenétipo
de célula ductal de reserva do que um fendtipo mioepitelial. Afirmaram
que células com fenétipo mioepitelial foram raras nos tumores, com base

na reacdo imuno-histoquimica com o anticorpo anti-miosina.
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Técnica imuno-histoquimica de avidina-biotina e anticorpo
monoclonal anti-queratina que reage com citoqueratinas de 55 a 57Kd,
foram utilizados no estudo de Morinaga et al.”’ (1987), além de anticorpos
anti-vimentina, anti-actina e anti-miosina.. Os autores analisaram os
seguintes tumores: adenoma pleomoérfico, adenoma de células basais,
carcinoma adendide cistico e carcinoma epitelial-mioepitelial, aléem de
glandulas salivares normais. |dentificaram quatro tipos celulares: tipo 1-
positivas para actina e miosina, negativéé para vimentina e queratina,
correspondem as células mioepiteliais de glandulas salivares normais e
do carcinoma epitelial-mioepitelial; tipo 2- positivas para actina, miosina e
vimentina, negativas ou fracamente positivas para queratina, encontradas
na camada externa de estruturas tubulares organdides de duas camadas,
no adenoma pleomarfico, adenoma tubular e carcinoma adendide cistico,
e nas células externas e do revestimento de "cistos” no padraoe
cribriforme do carcinoma adendide cistico. Essas celulas foram
consideradas células mioepiteliais neoplasicas. O tipc 3 - compreende
células negativas para actina e miosina, positivas para vimentina e
ocasionalmente queratina, correspondem as células "mesenguimais" do
adenoma pleomdrfico, consideradas células mioepiteliais modificadas.
Também pertencem ao tipo 3, células indiferenciadas do carcinoma
adenoide cistico, consideradas células precursoras, e células da camada
basal do adenoma de células basais, que seriam capazes de diferenciar-
se tanto em células mioepiteliais, como em células epiteliais ductais. O
tipo 4 é constituido por células negativas para actina, miosina e vimentina
e positivas para citogueratina, correspondem as células tubulares
internas e células escamosas. S30 idénticas as células ductais epiteliais
das glandulas salivares normais (Morinaga et al.¥, 1987).

Em um estudo imuno-histoquimico envolvende glandulas
salivares humanas normais e oito casos de carcinoma adendide cistico,

provenientes de glandulas salivares maiores e menores, brénquios, pele,
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mama e metastase em linfonodo, Azumi & Battifora® {1987) utilizaram oito
anticorpos monoclonais contra grupos de citoqueratinas, e anticorpos
anti-proteina S-100, vimentina e actina musculo especifica. Observaram
forte positividade das células basais de ductos intercalares e células
mioepiteliais para o anticorpo KA1, que reconhece a citoqueratina 5 do
catalogo de Moli et al.* (1982). As demais citoqueratinas marcaram as
celulas ductais luminais, acinares, e apenas fracamente as células
mioepiteliais. As células mioepiteliais também foram positivas para a
proteina S-100, actina musculo especifica e eventualmente vimentina.
Nos carcinomas adendide cisticos, as células luminais foram positivas
para citoqueratinas, inclusive as detectadas pelo anticorpo KA1. As
células nas camadas em tomno dos pseudo-cistos expressaram
combinagbes variadas de actina, vimentina, proteina S-100 e queratina
detectada pelo anticorpo KA1.

Gustafsson et al.® {1988), em um estudo envolvendo
gléndulas salivares humanas adultas e em desenvolvimento, utilizaram os
seguintes anticorpos: PKK1, que reage com as citoqueratinas 8, 18 e 19;
PKKZ2, que reage com as citoqueratinas 7, 17 e 19; anticorpo PKK3, que
reage com a citoqueratina 18, e dois anticorpos monoclonais anti-
vimentina: Vim 9, contra vimentina bovina e Vim 24, contra vimentina de
fibroblastos humanos. Observaram que as citoqueratinas 7,17 e 19
(PKK2) estavam presentes em células ductais e mioepiteliais, e ausentes
nas acinares. A presenca de vimentina foi detectada em células
mioepiteliais e células friangulares basais de ductos estriados e
excretores de glandulas salivares adultas, por meio do anticorpo Vim 24,
porém, nao peio anticorpe Vim 9. O anticorpo Vim 9 mostrou, no entanto,
reagao positiva em células friangulares basais dos ductos periféricos ds
glandulas de fetos de 22 semanas.Por outro lado, em trabalho anterior,
0s$ autores observaram células positivas para o anticorpo Vim 9 em

carcinoma adendide cistico, na periferia dos cordbes tumorais, junto a
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membrana basal € no revestimento de pseudo-cistos. A marcagéo com o
anticorpo Vim 24 nos tumores foi menos evidente (Gustafsson et al.®®,
1988). Os autores sugeriram que a presenga de reatividade ao anticorpo
Vim 9 corresponderia a uma desdiferenciacdo das células neoplasicas,
levando a expressdo de filamemtos intermedidrios tipica de um pericdo
precoce do desenvolvimento glandular. Concluiram que a expressaoc de
filamentos intermediarios seria um marcador de diferenciacdo, e néo de
linhagem celular (Gustafsson et al.*®, 1988).

Posteriormente, os autores acima fizeram um estudo em que
utilizaram, além de anticorpos anti-citoqueratinas PKK1, PKK2, PKKS3 e
RPN 1162, e anti-vimentina Vim 9, também anticorpos anti-proteina glial
fibrilar acida e anti-desmina, para o estudo de glandulas salivares
normais e diversas neoplasias glandulares. Citoqueratinas foram
observadas em quase todas as células mioepitéliais normais. Co-
expressé@c de citoqueratina e GFAP foi verificada em algumas células
mioepiteliais, nas glandulas parétida e menores do palato, mas nao na
glandula submandibular. Nac houve marcagdo para o anticorpo anti-
vimentina nas células mioepiteliais normais. Verificaram expressdo de
trés classes diferentes de filamentos intermediarios (citoqueratinas,
vimentina, GFAP) em determinadas células de alguns tumores que
apresentavam células mioepiteliais (adenoma pleomdérfico, carcinoma em
adenoma pleomodrfico e carcinoma adendide cistico). Tais células
estavam frequentemente sifuadas perifericamente nos corddes tumorais
ou ductos e apresentavam um perfil de citoqueratinas semelhante ac da
celula micepitelial normal. Em alguns desses tumores foi demonstrada
também imuno-reatividade para desmina. Em vista da variada expressao
de GFAP, tanto em células mioepiteliais normais como neocplasicas, 0s
autores concluiram que esta ndo constitui um marcador aceitavel para
identificar células mioepiteliais tumorais (Gustafsson et al.”, 1989). Em
estudo anterior, Nakazato et al.*® (1982) haviam observado também a



41

positividade de um pequeno grupo de células em areas mixomatosas,
condréides e epiteliais sélidas do adenoma pleomérfico a reagédo imuno-
histoquimica para detecgdo da proteina glial fibrilar &cida (GFAP).

Diferentemente de Gustafsson et al.¥

(1989), no entanto, Nakazato et
al.® (1982) ndo observaram a presenca de GFAP em glandulas salivares
submandibulares e parétidas normais, concluindo ‘que o antigeno
relacionado a GFAP seria sintetisado pelas células neoplasicas.

Takai et al.™® (1995) também n&o detectaram GFAP em
celulas mioepiteliais na maioria das glandulas normais analisadas por
meio de. reagcdo imuno-histoquimica, porém, esta proteina estava
presente em 21% dos espécimes, em |6bulos atréficos da glandula
parétida, marcando células micepiteliais e células basais associadas com
ductos interlobulares. Em 14 adenomas pleomorficos e 5 micepiteliomas
observaram positividade para a GFAP em todos os casos, embora com
intensidade variada. _

Leoncini et al® (1988) utilizaram técnica imuno-
histoquimica de avidina-biotina e 0s seguintes anticorpos monocionais
contra grupos de citoqueratinas: PKK1, que reage com as citoqueratinas
8,18 e 19; SK566-23, de amplc espectro; SK2-27, que reage com as
citoqueratinas 14, 16 e 17; e SK60-61, que reage com as citoqueratinas 8
e 18; para estudar casos de adenoma pleomorfico, carcinoma em
adenoma pleomorfico e espécimes de glandulas salivares normais.
Empregaram ainda anticorpos anti-actina de musculo liso, anti-proteina
$-100 e anti-vimentina. Observaram que na glandula salivar normal,
células acinares, células ductais luminais e células mioepiteliais foram
positivas para o anticorpc SK56-23 (amplo espectro). As células ductais
luminais mostraram reagéoc intensa com os anticorpos SKB60-61
{citoqueratinas 8 e 18) e PKK1 (citoqueratinas 8, 18 e 19). As células da
camada externa dos ductos mostraram uma forte positividade ao
anticorpo SK2-27 (citoqueratinas 14, 16 e 17}, com intensidade crescente
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dos ductos maiores para 0s menores. Muitas células mioepiteliais em
torno dos acinos também foram positivas para o anticorpo SK2-27.
Algumas células ductais externas foram fracamente marcadas para a
proteina S-100 e vimentina, mas, totalmente negativas para' SK60-61
{citoqueratinas 8 e 18) e PKK1 (citoqueratinas 8, 18 e 19). As células
micepiteliais dos &cinos foram fortemente positivas para o anticorpo anti-
actina de musculo liso. Nos adenomas pleorﬁérﬁcos observaram
marcagao para o anticorpc SK2-27 principalmente nas areas solidas e
trabeculares, nas quais havia poucas células positivas para o anticorpo
SK6&60-61, mas varias celulas positivas para vimentina e proteina S-100.
Nestas areas observaram co-localizagdo de marcagdo para SK2-27 e
vimentina. Os anticorpos SK60-61 e PKK1 tiveram reag&o positiva
principalmente em tumores com 4&reas ductais e pseudo-ductais. O
anticorpo anti-actina de musculo liso foi evidenciade nas células
neoplasicas préximas as areas mixdides dos adenomas. Estas células
foram positivas também para as citoqueratinas reconhecidas pelo
anticorpo SK2-27. Os autores concluiram que ha pelo menos dois tipos
de células mioepiteliais tumorais: um contendo actina de musculo lisc e
citoqueratina (células mioepiteliais tipicas) e o outre contendo vimentina e
citoqueratina (células mioepiteliais modificadas). A proporcéo relativa
desses tipos celulares mais células epiteliais seria responsave! pela
variagao morfolégica dos turnores (Leoncini et al.¥', 1988).

Em um estudo de oito casos de adenoma de células basais
de glandulas salivares maiores (2 membranosos, 3 trabeculares-tubulares
e 3 solidos), Ferreiro™ (1994) observou positividade das células luminais
e nao luminais para as citoqueratinas detectadas pelos anticorpos
AE1/AE3. A marcagédo observada foi intensa nas células luminais e nas
células centrais das trabécuias e blocos neoplasicos, e fraca nas células

externas.
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Resultados semelhantes aos citados acima foram obtidos

por Williams et al.*

(1993), tanto em adenomas de células basais (11
casos) como em adenocarcinomas de células basais (23 casos).

Mais recentemente, uma série de anticorpos monoclonais
que reagem com subclasses de citoqueratinas tem sido utilizada no
estudo desses filamentos intermediarios em glandulas salivares e
neoplasias glandulares. Em glandulas salivares normais, a presenca de
citoqueratina 14 foi observada em células mioepiteliais e nas células
basais de ductos excretores (Araljo & Sousa®, 1996; Burns et al."’, 1988;
Dardick et al.”®, 1987; Dardick et al.*', 1991: Draeger et al.*, 1991;
Sousa®, 1994; Takai et al.™®, 1995); citoqueratinas 13 e 16 em células
basais de ductos excretores (Born et al.®, 1987; Burns et al.'®, 1988;
Draeger et al.* 1991: Geiger et al.®, 1987, Mori et al.®®, 1990);
citoqueratina 13 isolada , no ducto excretor ('Araujo & Sousa®, 1996;
Draeger et al.*, 1991); citoqueratina 19 em células ductais luminais e
mioepiteliais (Born et al.®, 1987; Burns et al."°, 1988); citoqueratina 19 em
células ductais luminais e basais (Geiger et al.*’, 1987); citoqueratinas 7
e 19 em células ductais luminais (Draeger et al.>*, 1991); citoqueratina 18
em células acinares e ductais luminais {Born et al.® 1987; Draeger et
al.® 1991; Gustafsson et al.®®, 1988); citoqueratina 8 em células acinares
e ductais luminais (Draeger et al.™, 1991).

A presenca de diversos tipos individuais de citoqueratinas
foi observada também em tumores de glandulas salivares. No grupo de
tumores em que se acredita ndo haver participagdo ativa da célula
micepitelial, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 foram evidencidas no
componente epitelial de cistadenolinfomas (Born et al.’, 1987) e a
citoqueratina 18 em carcinoma de células acinares (Gustafsson et al.*®
1988).

Loyola et al® (1998) observaram a presenca das

citoqueratinas 7, 8, 13, 14,18, 19, no carcinoma mucoepiderméide, na
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seguinte distribuicao: citoqueratinas 7, 8 e 18 nas células intermediarias,
luminais colunares e muccsas, sendo mais fracas e heterogeneamente
expressas nas células epidermdides. A citoqueratina 19 apresentou
distribuicdo semelhante, porem, foi negativa nas células mucosas. A
citoqueratina 14 mostrou marcacdo asscciada predominantemente as
células intermedidrias basais e parabasais, préximas ao estroma
neoplasico, e as epidermdides. A citoqueratina 13 marcou células
intermediarias, epidermodides e células colunares luminais. No epitélio
estratificado, a citoqueratina 13 foi expressa nas células intermediarias e
negativa nas basais. Os autores pesquisaram também  a presenca de
actina musculo especifica e vimentina. A primeira foi observada apenas
no estroma e somente dois casos de carcinoma mucoepidermoide foram
heterogeneamente positivos para vimentina. Segundo os autores, o perfil
imunohistoquimico do carcinoma mucoepiderméide,' para os antigenos
estudados, ¢ semelhante aquele do ducto excretor da glandula salivar
normal.

Crivelini et al.® (1997) estudaram oito casos de carcinoma
de células acinares de glandulas salivares menores, nos quais realizaram
reagOes imuno-histoguimicas empregando anticorpos anti-citoqueratinas
7, 8, 13, 14, 18 e 19, anti-vimentina e anti-actina. QObservaram que ©
anticorpo anti-citoqueratina 8 foi o mais especifico para as células
neoplasicas, enguanto a citoqueratina 14 estava presente apenas em
algumas células dispersas, na periferia dos iébulos tumorais. Segundo os
autores, estas ndo pareceram ser de origem mioepitelial, pois, foram
negativas tanto para actina como para vimentina. Por outro lado, a
auséncia de citoqueratina 14 nas ceélulas ductais presentes nos tumores
indicaria que as células de aspecto ductal, vistas no carcinoma de celulas
acinares, teriam recebido um estimulo prévic para a diferenciagéo acinar,
ou seriam resultado de um processo de desdiferenciaco das calulas

acinares,
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Entre os tumores com presenga de células mioepiteliais,
uma expressao variada de polipeptideos de citoqueratina foi observada
na celula mioepitelial modificada do adenoma pleomérfico por Burns et
al.”® (1988). Neste tumor, as células localizadas na periferia dos ductos,
em areas soblidas e na periferia das regides mixdides, apresentaram perfil
de citoqueratina similar a célula mioepitelial/basal da glandula normal,
apresentando reacéo imuno-histoguimica positiva para as citoqueratinas
13 e 16 (anticorpo 8.12); 14 (anticorpo 312C8-1); 3 e 6 (anticorpo ECK), e
7, 8, 17 e 18 (anticorpo PKK1), em diferentes intensidades. A excecao ¢ a
citoqueratina 19 (anticorpo 4.62), que foi negativa no tumor e positiva nas
células mioepiteliais normais. A vimentina e a proteina gliai fibrilar 4cida
foram negativas nas glandulas parétidas normais e positivas; de maneira
ndo uniforme, em células condrbides, mixdides e areas sélidas do
adenoma pleomérfico. Os autores sugeriram que a diversidade de
diferenciagdo evidenciada nas células tumorais, seria responsavel pela
morfologia do adenoma pleomarfico.

Dardick et al® (1989) observaram rea¢do imuno-
histoquimica positiva em mioepiteliomas a anticorpos monoclonais gue
reagem com as citoqueratinas 13 e 16 (anticorpo 8.12); 7, 8, 17 ¢ 18
(anticorpo PKK1); 14 (anticorpo 312C8-1); e 7 (anticorpo RPN.1162) e
reagdo negativa ao anticorpo anti-citogueratina 19 (4.62). Reacéo
positiva ao anticorpo anti-actina (HHF35) foi observada em apenas um
caso.

Draeger et al.** (1991) analisaram a expressédo de diversos
peptideos de citoqueratina, actina e vimentina em cortes por congelagéo
de adenoma pleomorfico. Nas estruturas tubulares com duas camadas
celulares, verificaram positividade das células luminais para as
citoqueratinas 7, 8, 18, 19 e, ocasionaimente, para citoqueratina 14,
enguanto as células externas expressaram intensamente a citoqueratina

14. O anticorpo 8.12 (anti-citoqueratinas 13,16) marcou irregularmente as
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céluias tubulares luminais e, de maneira mais consistente, as células
periféricas. Ocasionalmente as células periféricas foram positivas para
vimentina. As areas trabeculares e solidas mostraram marcagéo para a
citogueratina 14 e marcagao irregular para as citoqueratinas 13 e 16, 7,
8, 18 e 19. Nas areas de metaplasia escamosa e queratinizacdo parcial
houve positividade para as citogueratinas 13 e 18, 14, 13, e, em éreas
tubulares com transformacéo epidermdide, para a citoqueratina 19. As
células das areas mixdides expressaram de maneira mais consistente
vimentina, citoqueratinas 13 e _ 16 e citoqueratina 14, além de
apresentarem reatividade fraca e irregular com as outras citoqueratinas
estudadas. Os autores interpretaram o padréo de marcagéo observado no
adenoma pleomdrfico como sendo mais compativel com o segmento de
ducto excretor, do que com © segmento ductal intercalar da glandula
normal, principalmente devido a ampla distribuig&o das citoqueratinas 13
e 16 e da citogueratina 14 no tumor. _

Regezi et al® (1991) observaram positividade imuno-
histoquimica em quinze adenocarcinomas polimorfos de baixo grau para
anticorpo anti-citoqueratina de baixo pesoc molecular {reage com a
citoqueratina 8 do catalogo de Moll et al.* (1982) e anticorpo anti-
citoqueratina de alto peso molecular (reage com as citoqueratinas 1, 5,
10 ¢ 14), Quinze casos de carcinoma adendide cistico e sete casos de
adenoma monomorfico (4 canaliculares, 2 tubulares-trabeculares e 1
membranoso) examinados, também apresentaram reaglo positiva aos
anticorpos anti-citoqueratinas de baixo e alto peso molecular.

Takai et al.® (1995) verificaram marcacdo variada para a
citoqueratina 14 em adenomas pleomérficos e mioepiteliomas. Em alguns
casos a marcagio era observada nas células nac luminais do adenoma
pleomdrfico, imediatamente vizinhas das células luminais. Em outros,

ambas células, luminais e nac luminais eram positivas.
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No carcinoma adentide cistico, Figueiredo™ (1995) ,
estudando a expresséo de citoqueratinas, actina e vimentina , observou
positividade das células luminais das estruturas ductais, tanto no subtipo
cribriforme como no tubular, para as citoqueratinas 7, 8, 14, 18 e 19.
Células externas das estruturas ductais foram ocasionaimente positivas
para a citoqueratina 14, apenas no subtipo tubular. No subtipo sélido, as
células mostraram-se ocasionalmente positivas para as citoqueratinas 7,
8, 14, 18 e 19, com padrio n&o uniforme de marcagéo.

A express&o das citoqueratinas 7, 8, 10, 13, 14, 18 e 19 foi
‘estudada em um grupo de tumores de glandulas salivares, incluindo:
adenomas pleomorficos, mioepiteliomas, adenomas de células basais,
carcinomas adendide cisticos e adenocarcinomas polimorfos de baixo
grau de malignidade (Aradjo & Sousa®, 1996; Sousa®, 1994). As autoras
fizeram observagdes importantes quanto & diferenciagdo celular e
histogénese dessas neoplasias. Verificaram que células !_uminais de
gstruturas ductais foram positivas para as citoqueratinas 7, 8, 14, 18 ¢ 185,
um padrao semelhante ao do segmento intercalar de glandulas salivares
normais. As células externas ndo se coraram pelas citoqueratinas, exceto
a célula externa de ductos bem formados, no adenoma pleomorfico e
adenoma de células basais do tipo tubular, a qual foi positiva apenas
para a citogueratina 14. As ceélulas mioepiteliais modificadas
(plasmocitdides ou hialinas), observadas no adenoma pleomoérfico e
mioepitelioma, foram positivas, embora ndc uniformemente, para as
citoqueratinas 7, 8, 13, 14, 18 e 19, evidenciandc a variedade de
diferenciacédo celular das mesmas. As células dos adenocarcinomas
polimorfos de baixo grau de malignidade e dos adenomas de células
basais foram positivas para as citoqueratinas 8 e 18, nas areas em que
n&o havia formagac de ductos de duas camadas celulares. Tais células,
positivas para as citoqueratinas 8 e 18, corresponderiam as células

fransicionais, capazes de diferenciar-se em células mioepiteliais e
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epiteliais. A diferenciagsio para células luminais seria atingida apenas
quandc houvesse formacdc de estruturas ductais de duas camadas,
sugerindo gue esses tumores ndo seriam compostos exclusivamente de
células luminais ou epiteliais (Araujo & Souza®, 1996; Souza®, 1994).

Recentemente foram elucidados os mecanismos envolvidos
em diversas doencas humanas, cuja alteragdc fundamental reside em
alteracdes genéticas de filamentos intermediarics e das proteinas que
fazem a ligagéo enire os filamentos intermediarios e outros componentes
de citoesqueleto. Dessa forma pdde-se compreender melhor o papel
funcional dos filamentos intermedidrios. Verificou-se, por exemplo, que a
auséncia da citoqueratina 14, por uma mutacdo genética, leva a
alteragbes das ceélulas epidérmicas basais, tornando-as frageis e
susceptiveis a rupturas quando submetidas a forgas mecanicas,
culminando na formacgao de bolhas. Este parece ser um dos principais
mecanismos envolvidos na epidermolise bolhosa simples, que pode estar
relacicnada também a alteragdes genéticas da citogueratina 5 ou das
proteinas associadas que interagem com a rede basal de queratina
(Fuchs & Cleveland®, 1998).

2.4.2.2. Vimentina

A vimentina, um filamento intermediario constituido por
polipeptideo  com peso molecular de 57.000 daltons, ¢
caracteristicamente encontrada em células de origem mesenquimal, como
fibroblastos, macrofagos e condrécitos (Caselitz et al.’®, 1982). Além
disso, muitas células de origem ndc mesenquimal, malignas ou néao,
adquirem a expresséo de vimentina, quando perdem sua orientagéo
tridimensional normal, incluindo células em cultura e em efusdes

9
Ra

maiignas {Upton et a 1986). A presenca de vimentina tem sido
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descrita, também, em alguns tipos de carcinoma (Miettinen et ai.sﬁ, 1984;
Upton et al.**, 1986). |

Além disso, Ward et al.*® (1992) demonstraram a expresséo
de vimentina em células corticais renais hiperplasicas e neopldsicas,
embora estas células n&o apresentem normalmente tal filamento.
Segundo os autores, a expressdo de vimentina nesses casos estaria
associada a . perda de diferenciacdo das células. Presumivelmente,
celulas adjacentes a uma les&o necrotica focal devem mover-se para o
local lesado, e esse fendmeno de remodelagdo local tornaria necessaria
a revers&o das células a um fendtipo mais embricnario.

Para Morinaga et al.”’ (1987), as células epiteliais contendo
vimentina seriam menos diferenciadas ou mostrariam perda ou redugéo
da coesividade.,

No parénquima de glandulas salivares normais, existe
controversia quanto a presenga da vimentina. Enquanto diversos autores
nao detectaram este filamento (Aratjo & Aradjo’, 1990; Araljo et al?
1994; Burns et al."®, 1988; Geiger et al.**, 1987; Gustafsson et al.*®, 1988;
Gustafsson et al.*®, 1988; Morinaga et al.¥’, 1987; Takai et al.*, 1995),
outros evidenciaram sua presenca em células situadas na periferia dos
ductos e em células triangulares localizadas entre as células dos ductos
estriados (Caselitz et al.'®, 1981; Caselitz et al."” 82) e em células
mioepiteliais e células basais de ductos estriados e excretores
(Gustafsson et al.*®, 1988).

Nas neoplasias de gl&ndulas salivares nas quais se postula
a participagéo da célula micepitelial como componente tumoral, diversos
estudos mostraram a presenca de vimentina em células mioepiteliais,
seja naguelas localizadas externamente as estruturas ductais, seja nas
células mioepiteliais modificadas , no adenoma pleomdrfico (Aradjo &
Aradjo’, 1990; Aradjo et al.®, 1994; Burns et al."®, 1988; Caselitz et al.*,
1981: Caselitz et al.’, 1982; Erlandson et al.*®, 1984; Gustafsson et al.*,
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1989; Leoncini et al.*”', 1988; Morinaga et al.%, 1987; Takai et a.*®, 1995),
mioepitelioma (Aradjo & Aradjo’, 1980; Aratjo et al®, 1994; Dardick et
al.¥’, 1989; Dardick et al.* 1989: Franquemont et al.®, 1993 Takai et
al.*, 1995), adenoma de células basais (Araljo & Araujo’, 1990; Aratjo et
al.’, 1994; Ferreiro™, 1994; Morinaga et al.¥, 1987; Williams et al¥,
1993), carcinoma adendide cistico (Aradjo & Aradjo’, 1990; Aratjo et al.?,
1994; Azumi & Battifora®, 1987; Bergman et al.”, 1991; Caselitz et al."®,
1986; Chomette et al.’®, 1991; Gustafsson et al.””, 1989; Morinaga et al.%,
1987; Regezi et al.®, 1981), adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade (Araujo & Araljo’, 1990; Aratijo et al.’, 1994: Norberg et al.”,
1991; Regezi et al.¥, 1991), carcinoma epitelial-mioepitelial (Aradjo &
Aradjo’, 1990), carcinoma em adenoma pleomdrfico (Gustafsson et al. ¥,
1989), e adenocarcinoma de células basais (Williams et al.”, 1993).

Aragjo & Aradjo’ (1990) consideraram o filamento de
vimentina como um dos indicadores mais precoces da diferenciagio
mioepitelial neoplésica, baseados na observacdo de sua presenga em
todos os tumores com participagdo presumida da célula mioepitelial.
Reforgando tais achados, Aratjo et al.’ (1994) ndo encontraram vimentina
em tumores presumidamente originados de ductos excretores ou
nagueles em que ndo ha evidéncia da presenca de células mioepiteliais,
tais como cistadenoma, cistadenoma papilar linfomatoso, papiloma ductal
invertido, carcinoma mucoepiderméide, carcinoma de ducto salivar e
carcinoma de células acinares.

A co-expressdo de vimentina e de filamentos de
citoqueratina tem sido verificada em células mioepiteliais do adencma
pleomorfico, seja por meic de técnica de imunofiuorescéncia (Caselitz et
al.'®, 1982; Erlandson et al.*®, 1984), seja por imuno-histoquimica (Mori et
al.®®, 1990; Morinaga et al.¥’, 1987; Shinohara et al.*®, 1989). A presenca

simultanea dos filamentos intermediarios de vimentina e citoqueratina foi
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demonstrada também em carcinomas adendide cisticos (Caselitz et al.'®
1984; Chomette et al.”®, 1991; Chomette et al.”®, 1991).

Usando reagdes imuno-histoquimicas simples em cortes
seriados do tumor, Morinaga et al.¥’ (1987) observaram a co-expressio
de vimentina e queratina (anticorpo KL1, que reage com peptideos de 55
a 57 Kd), em células "mesenguimais" e hialinas do adenoma pleomorfico.
A co-expressdo de queratina (anticorpe KL1) e vimentina foi sugerida
também nas células que revestem espagos cisticos, células tubulares
externas e células indiferenciadas do carcinoma adendide cistico.

Utilizando técnica semelhante, Shinohara et al.*® (1989)
verificaram a co-expresséo de vimentina e queratina (anticorpo K8.12,
que reage com as citoqueratinas 13 e 16) nas células externas de
estruturas tubulo-ductais, células periféricas de focos soélidos e em
celulas mioepiteliais modificadas de adenomas pleomorficos.

A co-expressdo de filamentos intermediarios de
citoqueratina e vimentina foi demonstrada por Mori et al.* (1990), por
meio de técnica de dupla marcagéo de anticorpos , em adenomas
pleomorficos e mioepiteliomas. Os autores observaram que as células
externas das estruturas ductais apresentaram co-expressao de
citoqueratina (anticorpo 8.12, contra citoqueratinas 13 e 16), vimentina e
ainda de proteina 8-100, enquanto as células luminais apresentaram
positividade com os diversos anticorpos anti-citoqueratinas testados
(KL1, anti-citoqueratina de 56 Kd; PKK1, anti-citoqueratinas 19, 18, 8; e
K8.12, anti-citoqueratinas 13, 16), demonstrando um perfil puramente
epitelial. As células mioepiteliais modificadas ou neoplasicas mostraram
um padrdo mais heterogéneo de marcagdo, porém, também
apresentaram co-expressdo de filamentos de citoqueratina (anticorpo
8.12) e vimentina, além de proteina S-100. As células do miocepitelioma

expressaram o maior numero de proteinas, ou seja, citoqueratinas
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detectadas pelos anticorpos KL1, PKK1 e K8.12, vimentina e proteina S-
100.

Em carcinomas adendide cisticos de glandulas salivares,
Chomette et al' (1991) realizaram reagBes imuno-histoquimicas
empregando os seguintes anticorpos monoclonais; PKK1 {citogueratinas
8, 18, 19), KL1 (citogueratinas de 55-57Kd), K8.12 (citoqueratinas 13,
16}, KB.B e K4.62 (citoqueratina 19) e anti-vimentina. Observaram co-
expressao de diversas citoqueratinas e vimentina em células basaldides
e derivadas de células mioepiteliais. A co-expressdo de queratina e
vimentina nao foi observada em células luminais.

Chomette et al.'® (1991), utilizando os mesmos anticorpos
do trabalho anterior (Chomette et al.'®, 1991) observaram também co-
expressao de vimentina e de diversas citoqueratinas, especialmente nos
carcinomas basalbide sblido e basaldide parcialmente diferenciado. Na
variante anaplasica, apenas algumas poucas celulas foram fr_a_camente

positivas com antisoro para citoqueratina & vimentina.

2.4.3, Actina

A actina, um microfilamento do citoesqueleto, estd presente
em grande duantidade, tanto em células musculares como n&o
musculares (Tsukada et al.”?, 1987; Tsukada™, 1987). A presenga de
microfilamentos de actina, bem como de filamentos intermediarios de
citoqueratina foi demonstrada em populagbes celulares de adenomas
pleomédrficos, tante por método imuno-citoquimico, como através de
método de imuno-eletromicroscopia, utilizando anticorpo anti-actina
humana (Caselitz & Léning'?, 1981).

Com base em diferengas no ponto isoeiétrico e na

sequéncia de amino-acidos, a actina foi dividida em seis isotipos
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diferentes. As isoformas de actina apresentam, como os filamentos
intermediarios, uma restrigéo tecidual. Duas das actinas séo inespecificas
(isotipos beta e gama ndo musculares), ou seja, sdo comuns a muitos
tipos celulares. As actinas de musculo liso (alfa e gama) e as actinas
sarcomericas (alfa de muscuio esquelético e alfa de musculo cardiaco),
entretanto, apresentam especificidade para musculo do tipo liso e
sarcomérico, respectivamente (Tsukada et al.¥?, 1987; Zarbo et al.*
1991).

O anticorpo monocional HHF35 detecta um epitopo comum
aos isotipos de actina alfa das células musculares esqueléticas,
cardiacas e lisas, mais actina gama de células musculares lisas, mas nao
os isotipos de actina de células nédo musculares (Tsukada et.a!.gz, 1987;
Tsukada et al.**, 1987).

Tsukada et al.® (1987) demonstraram que a positividade da
reacao  imuno-histoquimica ao anticorpo HHF35  mantem-se,
independente do fixador utilizado, sendo encontrada nas seguintes
céelulas contrateis: células musculares miocardicas, células mioepiteliais
da glandula mamaria e células musculares lisas. Posteriormente os
autores observaram também a positividade da reagéo imuno-histoquimica
ao anticorpo HHF35 em diversas condi¢des patoldgicas, como nos
miofibroblastos presentes em certas reagdes fibrosas @ em células de
tumores com diferenciagdo muscular (Tsukada et al.*, 1987).

A presenga de actina foi detectada por meio de reagao
imuno-histoquimica, em células mioepiteliais de glandulas salivares
normais, com a utilizagéo do anticorpo HHF35, empregando fixacao em
solucdo de formaiina (Aradjo et al.’, 1994) e solucdoc de “methacarn”
modificada (Takai et al.*, 1995).

Tsukada et al® (1987) observaram positividade ao
anticorpo HHF35 em células micepiteliais normais, € em dois casos de

carcinoma adendide cistico e trés de adenoma pleomérfico. A recée fol
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observada nas células tumorais localizadas na periferia de alguns blocos
celulares, simulando a diferenciagéo mioepitelial normal na periferia dos
acinos. Entretanto, a maioria dos adenomas pleomérficos estudados (6
em 9 casos) foi negativa para o anticorpo HHF35.

Chen et al."” (1988) verificaram reagdo imuno-histoguimica
positiva ao anticorpo HHF35 em 10 dos 13 casos de carcinoma adendide
cistico com padrao cribriforme, em células que revestiam espacos
pseudo-cisticos e outras células nac luminais. Nos tumores com padrao
tubular, houve positividade nas células nac luminais e reagéoc negativa
nas luminais. Os autores consideraram as céjulas que revestiam espacos
pseudo-cisticos e outras células n&o luminais, observadas nos tumores
cribriformes e solidos, similares as c¢élulas nac luminais do padrao
tubular, sendo ambas de natureza mioepiteiial. Essas células também
expressaram, além de actina, queratina de baixo pe'so molecular (54Kd)
e, ocasionaimente, queratina detectada por anticorpo policlonal {contra
citoqueratinas de 40-85 Kd) e proteina S-100. Por outro lado, as células
luminais verdadeiras, observadas nos tumores cribriformes, tubulares e
solidos, expressaram antigeno carcino-embridnico (CEA), antigeno
epitelial de membrana (EMA), queratina detectada pelo anticorpo
policlonal, queratina de 54Kd e proteina $-100.

Utilizando um anticorpo monocclonal anti-alfa actina de
musculo liso (SM-1), Gugliotta et al.* (1988) observaram reagio imuno-
histogquimica positiva em células mioepiteliais localizadas em torno de
acinos de glandulas salivares normais, perém, ndo em céluias basais de
ductes excretores,

Hirano et al.*® {(1990) realizaram estudo imuno-histoquimico
utilizando dois anticorpos anti-actina; HUC1-1, que reconhece as quatro
isoformas de alfa actina (musculo cardiaco,esquelético, vascular e
entérico) e 1A4, que reconhece apenas uma isoforma de alfa actina de

musculo liso vascular, em glandulas salivares normais, adenomas
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pleomérficos e carcinomas adendide cisticos. Os autores compararam a
expressdo de actina com a expresséo de vimentina (anticorpo V9), e de
citoqueratinas  (anticorpos 34BE12 e AE-1).Em glandulas salivares
normais observaram rea¢ac positiva aos anticorpos anti-actina em
celulas mioepiteliais e células musculares lisas, reaglo positiva para as
citoqueratinas em células epiteliais ductais e ocasionaimente reég:éo
positiva para vimentina nas células mioepiteliais. Nos tumores, células
histologicamente semelhantes a mioepiteliais foram positivas para ambos
0s anficorpos anti-actina, na maioria dos casos estudados. Os dois
anticorpos  anti-citoqueratinas estavam distribuidos difusamente nos
tumores, particularmente nas células epiteliais escamosas e no
revestimento ductal. A expresséo de vimentina foi alta em ambos os
tumores.Os autores concluiram que a actina muscular seria um bom
marcador para a diferenciagdo micepitelial, tanto em glandulas salivares
normais como em tumores destas originados.

Reagdo positiva ac anticorpo anti-actina de musculo liso
1A4 foi observada também por Oraeger et al.* (1991), em células
micepiteliais de glandulas salivares normais.

A expressdo de proteinas musculares (desmina e actinas)
em glandulas salivares normais e adenomas pleomérficos foi estudada
por Zarbo et al.® (1991), por meio de método imuno-histoquimico. Os
autores utilizaram anticorpos monoclonais contra pan-actina muscular
(HHF35), actinas de musculo liso (CGA-7) e actina sarcomerica (WILLY).
Observaram a presenca de actina musculo-especifica, mas, nao de actina
sarcomérica e desmina , na célula micepitelial, em todas as glandulas
normais e nas células mioepiteliais periductais do adenoma pleomorfico.
Filamentos de desmina e actina musculo-especifica foram evidenciados
em casos n3o sobrepostos de adenoma pleomdrfico, em células
fusiformes e estrelarias. A desmina foi observada em dois dos 11 casos

gue sofreram congelagéo, enquanto a actina foi evidenciada em 50% dos
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casos de adenoma pleomorfico, demonstrando que a célula mioepitelial
neoplasica no adenoma pleomérfico nem sempre apresenta actina
muscular. Tal observagdo poderia estar relacionada a perda de fungéo
contratl e de filamentos de diferenciagdo com a tranéformagéo
neoplasica, apesar da manutencdo da morfologia semelhante 2
micepitelial.

1.% (1991), observaram fraca positividade a

Regezi et a
reagao imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-actina mdsculo
especifica, em apenas 2 de 15 adenocarcinomas polimorfos de baixo
grau examinados, sendo os restantes negativos. Nos casos de carcinoma
adendide cistico, observaram marcag@o para actina em 14 de 15 casos
examinados.

Utilizando dois anticorpos monoclonais anti-actina, HHF35
e MSA (actina musculo especifica), ambos reconhecendo isoformas de
actina de musculo liso, esqueiético e cardiaco, Dardick et al.* (1992}
estudaram casos de adenoma pleomérfico e mioepitelioma,' alem de
glandulas salivares normais. Utilizaram ainda dois tipos de fixador,
formalina e Carnoy madificado (90% metanol, 10% acido acético glacial).
Com o fixador alcodlico, observaram que todos os espécimes de glandula
salivar normal mostraram forte marcacao das células mioepiteliais com
ambos 0s anticorpos. A marcagdo variou nos tumores, com maior
positividade ao anticorpo MSA (57% dos casos) do que ac anticorpo
HHF35 (14%), em material fixado em formalina, porém, houve um certo
grau de falsa positividade. Com o fixador alcodlico, houve positividade
aos dois anticorpos em 31% dos casos. Os autores concluiram que a
fixacdo em metanol seria mais apropriada para o estudo imuno-
histoquimico de actina e que a expressdo de actina observada nesse
material refletiria a heterogeneidade morfoldgica e funcional das células

tumorais.
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Franquemont et al® (1993) procuraram verificar a
diferenciagdo miogénica em 5 casos de mioepitelioma, sendo 3
fusiformes e 2 plasmocitdides, por meio de reagio imuno-histoquimica
com os anticorpos HHF35, 1A4 (anti-alfa actina de musculo 'liso) e 33
(anti-desmina). Utilizaram  também  anticorpos  anti-vimentina,
citoqueratina, antigeno epitelial de membrana, proteina $-100, e proteina
glial fibrilar &cida. Observaram que as células plasmocitides néo
reagiam contra antigenos musculares (HHF35, 1A4 e desmina) e eram
positivas - aos anticorpos anti-citoqueratinas, vimentina, proteina glial
fibrilar acida e proteina S-100. Ao exame ultra-estrutural, observaram que
as celulas plasmocitéides n&o apresentavam corpos densos ou vesiculas
pinocitsticas. Diante das observagbes, consideraram que .as células
plasmocitdides nao exibiam evidéncias ulira-estruturais ou imuno-
histoquimicas miogénicas, dessa forma o termo mioepitelial foi
considerado ndo apropriado pelos autores, que sugeriram a denominagao
adenoma plasmocitdide, em lugar de mioepitelioma plasmocitdide.

Comparando a expressao de actina e vimentina em 24
tumores de glandulas salivares, sendo 2 adenomas de células basais, 7
adenomas pleomdrficos, 2 mioepiteliomas, 7 carcinomas adendide
cisticos e 6 adenocarcinomas polimorfos de baixo grau de malignidade,
Aradjo et al® (1994) verificaram positividade consistente para actina
apenas nas células tumorais do carcinoma adendide cistico dos padrdes
cribriforme e tubular. Por outro lado, a vimentina foi observada em todos
os tumores estudados , as vezes apenas focalmente. Os autores
sugeriram que a actina seria pelo menos parcialmente substituida por

vimentina, nas células mioepiteliais necplasicas.
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2.4.4. Antigeno epitelial de membrana (EMA)

Nos estudos imuno-histoquimicos das neoplasias de
glandulas salivares, um anticorpo bastante utilizado é o que reage com o
antigeno epitelial de membrana (EMA), para evidenciagdo de células
epiteliais luminais, tendo em vista a controvérsia quanto ao grau de
diferenciagéo epitelial € mioepitelial em alguns desses tumores (Caselitz
et al.’®, 1986; Gusterson et al.*, 1982; Kahn et al.®®, 1985).

O antigeno epitelial de membrana faz parte de um grupo de
mucinas epiteliais polimérficas, as quais sdo silomucinas de alto peso
molecular, consistindo de uma proteina central, com uma repeticéc linear
de 20 amino-acidos e glicosila¢bes de alto peso molecular. Sua detecgéo
imuno-histoguimica, juntamente com anticorpos contra outras mucinas
epiteliais polimorficas, ajuda a discriminar componentes glandulares e
secretorios de tumores epiteliais (Williams et al.”’, 1993).

O antigeno epitelial de membrana foi isolado a partir de
membranas que revestem gidbulos gordurosos do leite humano,
secretados por um processo de pinocitose reversa pelas células
mamarias. Tais membranas, isoladas do leite apds a extracao de lipideos,
mastraram-se imunégenos efetivos para a produgdo de anticorpos
policlonais e monoclonais. Além do epitélio mamario, 0s anticorpos anti-
EMA apresentam imunoreatividade com epitélio normal glandular, ductal
e fransicional, com tlbulos distais e coletores do parénquima renal e
apéndices cutaneos. Epitélio escamoso normal, hepatocitos, tecido mole,
sindvia, células linféides e elementos hematopoiéticos séo negativos para
o anticorpo anti-EMA (Pinkus & Kurtin’®, 1985).

Em adenocarcinomas, o antigenc epitelial de membrana foi
detectado em tumores originados em mama, estdémago, pancreas, colon,
bexiga, pulméo, prostata, endométrio, ovario e tiredide, sendo os padroes

de reatividade imuno-histoquimica mais comuns a marcacao
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citoplasmatica e da membrana luminal apical. Qutras neoplasias epiteliais
de celulas escamosas ou de células transicionais foram também positivas
para EMA, bem como carcinoma anapldsico de pequenas células e
mesoteliomas (Pinkus & Kurtin’®, 1985).

Em glandulas salivares normais, o antigeno epitelial de
membrana foi evidenciado na borda luminal de células ductais de ducto
intercalar e estriado (Azumi & Battifora®, 1987; Bergman et al.”, 1991;
Caselitz et al.™® 1986; Chen et al."”, 1988; Gusterson et al.*®; 1982: Kahn
et al*®® 1985), em células acinares serosas de glandulas parétida e
submandibular (Chen et al.””, 1988), em células acinares {(Caselitz et al."’
1986) e ocasionalmente em células acinares mucosas de glandulas
salivares menores (Gusterson et al.®, 1982).

0O antigeno epitelial de membrana foi demonstrado na borda
apical de células epiteliais ductais luminais e na secregac luminal, em
diversos tumores glandulares, como adenoma pleomorfico (Glunhan et
al.®®, 1992; Gusterson et al.®®, 1982; Kahn et al.®®, 1985), adenoma de
células basais (Ferreiro® 1994; Gusterson et al.® 1982 Kahn et al.®
1985), carcinoma adendide cistico (Bergman et al.”, 1991; Caselitz et
al.” 1986; Chen et al.”, 1988 Gunhan et al.*, 1992; Gusterson et al.*®,
1982; Kahn et al.®, 1985), adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade (Norberg et al.”", 1991) e adenocarcinoma de células basais
(Williams et al.”’, 1993).

No adenoma pleomdrfico foi descrita, ainda, fraca marcagéo
para EMA em células com metaplasia escamosa (Gusterson et al.®,
1982), além de marcacdo variavel em areas mixdides e condroides. A
marcacdo para EMA nas celulas das areas mixoides refletiria derivagao
epitelial, enquanto a marcacao do material mixdide sugeriria capacidade

secretoria (Gunhan et al.* 1992; Gusterson et al.*®, 1982).



3 PROPOSIGAO

E nosso objetivo neste trabalho estudar a expressédo de
filamentos intermediarios de citoqueratina e vimentina, do microfilamento
de actina e do antigeno epitelial de membrana, em neoplasias de
glandulas salivares originadas do segmento intercalar. Esses marcadores
serdo analisados dois a dois, buscando-se verificar a diferenciacao dos
diversos elementos celulares dos tumores ¢ relacionar a diferenciacdo da
célula mioepitelial neoplasica com a presenga de secregdo nas células

luminais.



4 MATERIAL E METODOS

As neoplasias de glandulas salivares estudadas foram
obtidas dos arquivos dos Laboratdrios de Patologia Bucal da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos - UNESP e da Facuidade de
Odontologia de Sao Paulo - USP. Foram estudadas as seguintes
neoplasias. 03 adenomas de células basais, 05 mioepiteliomas, 05
adenomas pleomorficos, 10 adenocarcinomas polimorfos de baixo grau
de malignidade e 07 carcinomas adendide cisticos. Dois casos de
mucocele contendo i6bulos de glandulas salivares menores foram
utilizados como controle.

Foram realizadas rea¢des imuno-histoquimicas para dupla
evidenciagéo de antigenos, utilizando-se a técnica da Streptoavidina-
peroxidase, para o primeiro antigeno e Sfreptoavidina-fosfatase alcalina,
para o segundo antigeno.

Os seguintes antigenos foram demonstrados por estas |
técnicas:

- HHF 35 x EMA

-HHF 35 x CK 14

- HHF 35 x VIMENTINA

- EMA x VIM

-EMA xCK 14

-CK14 x VIm

-CK7xCK14

-CK8xCK14

-CK18xCK 14

-CK19xCK 14
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O paine! de anticorpos empregado baseou-se em estudos
anteriores, realizados ne Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de
Odontologia da USP, Sdo Paulo {Aratic & Araﬂjcﬂ, 1990; Arauvjo &
Sousa’®, 1996; Aradjo et al.®, 1994).

Os blocos de parafina contendo fragmentos das neoplasias
previamente fixados em solugdo de formol a 10% foram cortados em
fatias de 3 micra de espessura, em laminas previamente tratadas com
organosilano. Os cortes seguiram os seguintes passos:

- desparafinaggo em xilol e reidratacdo em série descendente de
etanol,

- eliminagdo de pigmentos formolicos pelo tratamento em
hidroxido de amdnia a 10% em etanol 95°,

- lavagem em agua corrente e agua destilada,

- incubacéo com perodxido de hidrogénic a 6% mais metanol 1:1,
com o objetivo de bloquear a peroxidase endogena tecidual,

- lavagem em agua corrente e agua destilada e imersdc por 2
vezes em tampao Tris, pH 7,4, durante cinco minutos cada,

- incubacédc com o anticorpo primario diluido em tampaoc Tris
acrescido de soroalbumina bovina (BSA) a 1%, a temperatura
ambiente,

Os anticorpos primarios utilizados, bem como suas diluigbes
e tempo de incubacgado, estao na tabela |.

Os procedimentos posteriores foram sempre precedidos de
duas lavagens em Tris pH 7,4, durante 5 minutos cada.

- incubag&o com o anticorpo secundario biotinilado, na diluig¢éo
de 1:300, por 30 minutos, a temperatura ambiente (Kit K0O492 -
Dako)

- lavagem,

- exposicdo ao complexo streptoavidina-bictina-peroxidase, por
30 minutos, a temperatura ambiente, numa diluicéo de 1:300,
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- lavagem,

- visualizaggo da atividade da peroxidase pela imersdo em
solugdo de diaminobenzidina, 20 mg, dissolvida em 100mi de
tamp&o Tris pH 7,4, com adicéo de 600 microlitros de H,0, a 20
volumes por 3 minutos,

- lavagem em agua corrente e agua destilada.

A seguir foi realizada eluicdo com acido oxalico a 0,5%, pH
2,8 a 4°C, durante 15 horas, para se proceder a segunda parte da reag&o:

- lavagem em agua corrente e agua destilada e duas passagens
em Tampéc Tris, durante 5 minutos cada,

- incubagdo com o anticorpo primario a temperatura ambiente,

- lavagem,

- incubagdo com o anticorpo secundario biotinitado, por 20
minutos, & temperatura ambiente (Kit AACO-5M - Biogenex),

- lavagem, _

- exposicdo do complexo da streptoavidina-biotinag mais fosfatase
alcalina, por 20 minutos, a temperatura ambiente (Kit AAOO-5M
- Biogenex),

- lavagem,

- exposicdo ao substrato cromogénico, preparado com 1
comprimido de Fast-Red em 5ml de tamp&o naphiol-fosfato, por
cerca de 10 minutos, acompanhada ac microscopio, &
temperatura ambiente,

- lavagem em agua corrente, dgua destilada,

- contra-coloracdo dos cortes com hematoxilina de Mayer e
montagem em glicergel.

Quando se utilizou anticorpo anti-citoqueratina, foi feito
tratamento em forno de microondas, antes do blogueio da peroxidase
enddgena. Nos casos em que o anticorpo anti-citcqueratina era utilizado

apenas na segunda fase da reacao, testou-se esse tratamento antes e
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depois da eluigo, tendo-se obtido melhores resultados com o dltimo. QO
procedimento consta de. colocagdo das laminas em cuba de vidro
contendo acido citrico a 10 mM {pH 6,0), levada ao forno de microondas
por 3 vezes, durante 5 minutos cada, a 700w. |

Cinco dos tumores estudados foram fixados em solugao de
Carnoy modificada (metacarn), sendo: 90% de metanol e 10% de acido
acético glacial; para servir de controle ac material submetido ao
tratamento em forno de microondas.

Controles positivos para cada anticorpo, conforme indicados
pelo fabricante, foram utilizados. Controles negativos foram incubados
com solucédc tampado no fugar do anticorpo primario. Os cortes foram

visualizados em microscopio de luz.
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TABELA | - Anticorpos utilizados, concentragéo e tempo de inc.ubagéo.

Anticorpo Concentragao Tempe de incubacgéo

(min.)

CK14* 1:50 30
VIMENTINA™ (clone V9) 1:50 120
EMA* (clone E29) 1:80 120

ACTINA* (clone HHF35) 1:50 60

CK7* 1:50 30

CK 8" 1:60 60

CK18* 1:600 60

CK 19" (clone RCK 108} 1:50 60

* Biogenex Lab., San Ramon, Ca.
**Dako Corporation; Santa Barbara, Ca.



5 RESULTADOS

Foram analisadas 30 neoplasias de glandulas salivares
menores, sendo: 05 adenomas pleomérficos, 05 mioepiteliomas, 03
adeniomas de células basais, 10 adenoccarcinomas de baixo grau de
malignidade e 07 carcinomas adendide cisticos. Dois casos de mucocele
contendo Iébulos de glandulas salivares menores foram utilizados como
controle.

Glandulas salivares normais estavam presentes também em
fragmentos de bidpsias de diversos tumores, servindo como controles
internos das reacdes. Nelas pbdde-se observar que as células acinares
expressam as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. As células ductais intercalares
luminais expressam as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 e, eventualmente co-
expressam a citoqueratina 14 (CK 14). Em alguns ductos as células
luminais séo positivas para EMA em seu polo apical. As células ductais
externas expressam CK 14, Células mioepiteliais achatadas, na periferia
dos acinos e de alguns ductos sdo positivas para CK 14 e para actina,
Nao se observa marcagéo das esftruturas glandulares para vimentina,

presente apenas no estroma.

Adenoma Pleomérfico (cinco casos). todos os tumores
estudados apresentam estruturas ductais, formadas por duas camadas
celulares ou mais, muitas vezes com proliferacac de células poligonais ou
escamosas na sua por¢ao externa. Os tumores sdo predominantemente
celulares, com massas de células poligonais, plasmocitdides e
fusiformes, por vezes com metaplasia escamosa. Areas mixdides ou
hialinas, contendo células estrelarias ou plasmocitdides, estdo presentes

nos tumores em geral. Aspecto condrdide foi raramente observado.
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As celulas ductais luminais s&o positivas para as
citoqueratinas 7, 8, 18, 19 e muitas vezes co-expressam a citoqueratina
14. Em diversos ductos, as células externas s&o positivas para CK 14, co-
expressando também vimentina (Figuras 1-4). Em algu'ns ductos
formados por duas camadas de células, a célula externa co-expressa
vimentina e actina (Figuras 5,6). Nos ductos com conteddo secretério,
cujas celulas luminais séo grandes e colunares, estas sao positivas para
o antigeno epitelial de membrana (EMA} e as células externas s&o
positivas para vimentina, eventualmente co-expressando actina e CK 14,
Por vezes um mesmo ducto mostra células luminais positivas para EMA
ao lado de outras positivas para CK 14. Em outros ductos observa-se co-
expressao destes dois antigenos na mesma célula fuminai (Figuras 7,8).

As células hialinas ou plasmocitéides apresentam marcagao
variada, mostrando-se positivas para CK 14, algumas vezes co-
expressando a CK 14 coma CK 7, a CK8 e a CK 18, As células hialinas
ou plasmocitdides em geral sdo positivas para vimentina e negativas para
actina. As células poligonais sdo positivas para vimentina e CK 14. Nas
regides com metaplasia escamosa as células mais periféricas séo
positivas para CK 14. As células fusiformes sdo positivas para vimentina
e muitas vezes co-expressam também actina. Nas areas condrdides as

celulas s&o positivas apenas para vimentina,

Mioepitelioma (cinco casos): 0s tumores apresentam blocos
de células plasmocitéides ou hialinas e por vezes fusiformes. Raros
ductos séo observados na periferia dos tumores. As células hialinas ou
plasmgocitbides mostram marca¢do variada para as citoqueratinas, sendo
que nes tumores, em geral notam-se grupos de células positivas para CK
14 ou CK 7 e, menos comumente, grupos de células positivas para as
CKs 8, 18 e 19 (Figura 9). Observam-se ainda focos de células

plasmaocitbides apresentando co-expresséo das citoqueratinas 14 e 7, 14
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e 8, e 14 e 19 (Figuras 10,11). As células hialinas ou plasmocitdides em
geral e as células fusiformes s&o positivas para vimentina e as fusiformes

algumas vezes co-expressam actina {Figuras 12,13).

Adenoma de células basais (trés casos). um dos tumores
€ do tipo tdbulo-trabecular, apresentando tubulos com duas camadas
celulares e células cubicas com arranjo trabecular, com células colunares
baixas na periferia, outro tumor & predominantemente tubular, com ductes
bem diferenciados, formados por duas camadas de células e grande
guantidade de secregdo nos lumens e o terceirc fumor &
predominantemente sdélido (tipo monomérfico) com poucas estruturas
tubulares e trabeculares.

No tumor do tipo tubulo-trabecular as células luminais das
estruturas tubulares sdo positivas para a CK 14 e co-expressam as
citoqueratinas 14 e 7, 14 ¢ 8 ou 14 e 18, enquanto as externas s&ao
positivas para vimentina, e algumas vezes co-expressam a vimentina com
CK 14 ou com actina (Figura 14).

No tumor tubular, ¢ conteldo secretdrio e a céluia luminal
sdo uniformemente positivos para EMA.  Esta célula expressa ainda CK
7, CK 8 CK 18 e CK 19 e eventualmente a CK 14. A célula externa é
positiva para vimentina, co-expressando vimentina e actina, vimentina e
CK 14 e também actina e citoqueratina 14 (Figuras 15-17).

No tumor sélido algumas células s&o positivas para as
citoqueratinas 8, 18, 14 e 19. Nas estruturas ductiformes com apenas
uma camada de células, a marcagdo & semelhante. Nas estruturas
ductiformes com duas camadas de células o padrdo de marcagdo &
semelhante ao observado no tipo tGbulo-trabecutar. As células em geral

s80 positivas para vimentina e negativas para actina e EMA.
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As células ductais [uminais sdc positivas para . as
citogueratinas 7, 8, 18, 19 e muitas vezes co-expressam a citoqueratina
14. Em diversos ductos, as células externas sdo positivas para CK 14, co-
expressando também vimentina (Figuras 1-4). Em algdns ductos
formados por duas camadas de células, a célula externa co-expressa
vimentina e actina (Figuras 5,6). Nos ductos com conteudo secretério,
cujas celulas luminais s&o grandes e colunares, estas sdo positivas para
0 antigeno epitelial de membrana (EMA) e as células externas sao
positivas para vimentina, eventualmente co-expressando actina e CK 14.
Por vezes um mesmo ducto mostra células luminais positivas para EMA
ao lado de outras positivas para CK 14. Em outros ductos observa-se co-
expressée destes dois antigenos na mesma célula luminal (Figuras 7,8).

As células hialinas ou plasmocitdides apresentam marcagao
variada, mostrando-se positivas para CK 14, algumas vezes co-
expressando a CK 14 com a CK7, a CK8 e a CK 18. As células hialinas
ou plasmocitdides em geral séo positivas para vimentina e negativas para
actina. As células poligonais s&o positivas para vimentina e CK 14. Nas
regides com metaplasia escamosa as celulas mais periféricas séo
positivas para CK 14. As células fusiformes s8o positivas para vimentina
e muitas vezes co-expressam também actina. Nas areas condroides as

células s&o positivas apenas para vimentina.

Mioepitelioma (cinco casos): os tumores apresentam blocos
de celulas plasmocitdides ou hialinas e por vezes fusiformes. Raros
ductos s&o observados na periferia dos tumores. As células hialinas ou
plasmocitéides mostram marcagéo variada para as citoqueratinas, sendo
gue nos tumores, em geral notam-se grupos de células positivas para CK
14 ou CK 7 e, menos comumente, grupos de células positivas para as
CKs 8 18 e 19 (Figura 9). Observam-se ainda focos de células

plasmocitdides apresentando co-expressac das citoqueratinas 14 ¢ 7, 14
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Adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade (dez casos): os tumores s&io formados por l&bulos,
constituidos por células isomdérficas, com nucleos grandes e ovais, areas
papiliferas e ductos formados por uma ou raramente 2 camadas de
células. Em alguns tumores notam-se grupos de células maiores,
caracterizadas por citoplasma amplo, bem delimitado e nlcleo
arredondado central, e células com aspecto mMucoso ou oNcocitico.

Nas massas sdlidas, as células expressam vimentina e de
maneira nao uniforme CK 7, CK 8, CK 18 e CK 14, eventualmente co-
expressando as citoqueratinas 7, 8 e 18 com a CK 14 e a vimentina com
a CK 14 (Figuras 18-22). Nesses tumores, as células com citoplasma
amplo e as células com aspecto mucoso ou oncocitico deixam de
expressar a vimentina e Ck 14 expressam CK7, CK8 e CK 18. As células
com aspecto mucoso séo positivas também para o'antigeno epitelial de
membrana (Figuras 23,24).

Nos ductos formados por uma camada, as células
expressam vimentina, CK 7, CK 8 e CK 18 ¢, raramente, co-expressam
CK 14. Nos raros ductos formados por duas camadas, as células
luminais expressam as citoqueratinas 7, 8 e 18, por vezes co-
expressando a CK 14. As celulas externas desses ductos sdo positivas
para vimentina e eventualmente co-expressam a citoqueratina 14. As

células neoplasicas em geral sdo negativas para actina (Figura 25).

Carcinoma adenéide cistico {sete casos): dois casos séo
formados predominantemente por estruturas ductiformes, constituidas por
duas camadas de celulas., Qutros quatro tumores sac formados
predominantemente por cilindros constituidos por corddes de células gue
se anastomosam, delimitando porgdes de estroma, conferindo o aspecto
cribriforme. Pequenas estruturas ductiformes sao vistas em meic a essas

células. Algumas estruturas tubulares sdo ocasionalmente observadas. O
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outro tumor & formado principaimente por estruturas solidas, por vezes
com pequenos ductos em seu interior e escassas estruturas ductais e
cribriformes.

Nos tumores predominantemente tubulares, as células
luminais expressam as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 e co-expressam CK
14. Também se nota co-expressdo de EMA e CK 14, especialmente
gquando ha presencga de conteudo secretdrio luminal. As células externas
s&o positivas para vimentina, co-expressando algumas vezes actina e CK
14 (Figura 26-30).

Nos tumores predominantemente cribriformes, as células
luminais apresentam um padréo semelhante ao das células iuminais dos
tumores tubulares. As céluias que revestem os espagos pseudo-cisticos
e as periféricas dos cilindros 50 positivas para vimentina e por vezes
co-expressam actina e CK 14 (Figura 31).

No tumor predominantemente sélido as células s&o positivas
para vimentina e eventualmente co-expressam a actina. Muitas células
expressam as citoqueratinas 7, 8 e 18 e co-expressam CK 14. Quando
hé presenga de pequenos lumens no interior dos 16bulos sdlidos, estes
séo delimitados por células que expressam as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19

e co-expressam CK 14 e EMA (Figura 32).

De maneira geral, nos diversos tumores examinados, 0S8

principais tipos celulares observados foram:

- Células ductais luminais negativas para EMA, expressando as
citoqueratinas 7, 8, 18 e 19, muitas vezes co-expressando a CK 14.
Observadas no adenoma de células basais tubulo-trabecular, adenoma

pleomorfico e carcinoma adendide cistico.
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- Células ductais luminais positivas para EMA, expressando as
citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 e raramente co-expressando a citoqueratina
14, observadas no adenoma de células basais do tipo tubular, no

adenoma pleomérfico € em alguns lumens do carcinoma adendide cistico.

- Células externas de estruturas ductais, positivas para vimentina e
co-expressando eventualmente actina e CK 14. Estas células sdo
negativas para as citoqueratinas 7, 8, 18, 19 e para EMA. Observadas no
adenoma de células basais do tipo tubular, no qual a co-expresséo de
vimentina, actina e citoqueratina 14 foi mais comum, e no adenoma de
células basais tubulo-trabecular, adenoma pleomoérfico e carcinoma
adendide cistico, nos quais a co-express@o de vimentina, actina e

citoqueratina 14 foi mais rara.

- Celuias plasmocitdides geralmente expressando vimentina e
raramente as citoqueratinas 7, 8 ¢ 18, eventuaimente co-expressando CK
14. Tais células sdo em geral negativas para a CK 19, assim como para
actina e EMA. Observadas no adenoma pleomoérficc e mioepitelioma.

- Células fusiformes em geral positivas para vimentina, as vezes
co-expressando actina € negativas para todas as citoqueratinas e para
EMA. Observadas no adenoma pleomérfico € mioepitelioma.

- Ceélulas com metaplasia escamosa formando ninhos, sendo as
mais periféricas positivas para CK 14. Observadas no adenoma

pleomorfico.

- Células poligonais co-expressando vimentina e citoqueratina 14.

Observadas no adenoma pleomorfico.



6 DISCUSSAO

No presente trabalho foram analisados tumores de
glandulas salivares que embora apresentem comportamento biclégico
variado, tém em comum a provavel histogénese a partir da célula de
reserva do ducto intercalar (Batsakis®, 1980; Eversole® 1971).

Neste estudo optou-se pela técnica imuno-histoquimica da
dupla marcagé&o, para se verificar se a expresséo dos diversos filamentos
nas células neoplasicas ocorre independentemente ou n&o, buscando
dessa forma contribuir para o entendimento da célula tumoral.

Com relagdo a metodologia empregada, a técnica de

1.¥ em 1991, utilizando

recuperacao de antigenos descrita por Shi et a
irradiagado por microondas, produz resultados corhparéveis a digestdo
proteclitica e em muitos casos até superiores a esta, mesmo para
anticorpos para 0s quais néo é requerida a digestao enzimatica (Norton™,
1993). No presente estudc foram utilizados cinco tumores fixados em |
metacarn, fixador que impede a perda de sensibilidade da reacdo imuno-
histoquimica, provocada pelos fixadores aldeidicos (Zarbo et al.®, 1991).
Nesses tumores fixados em metacarn ndo foi feita a irradiagde por
microondas, com o objetivo de comparar os resultados com aqueles
obtidos com os tumores tratados em forno de microondas. Observou-se
que, embora a marcagdo tenha sido ligeiramente mais intensa no material
fixado em metacarn, conforme havia cbservado anteriormente Sousa®
{1994), ndo houve diferenga expressiva com relagdo aos cortes tratados
em microondas.

Alguns dos tumores estudados exibem muitas vezes um
padrao glandular, com presenca de estruturas ductais formadas por duas
camadas de células, sendo uma interna ou luminal e outra externa. Esse

padrao morfologico mimetiza o ducto intercalar, confirmando a origem
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Figura 1 - Adenoma pleomérfico. citoqueratina 7 (CK 7) (diaminobenzidina) x CK 14

(fast red). Expressdo da CK 7 nas células ductais luminais e CK 14 nas
externas. 630x.
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Figura 2 - Adenoma pleomérfico. CK 8 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red).
Expresséo da CK 8 nas células ductais luminais e CK 14 nas externas.400x.
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B Fig'ur 3 - Adenoma -pleomérﬂco. CK 14 (diaminobe (fast red). A
direita, expressdo da CK 14 nas células ductais luminais e de vimentina nas

externas. A esquerda células poligonais e plasmocitéides positivas para CK
14. 200x.
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Figura 4 - Adenoma pleomérfico. CK 14 (diaminobenzidina) x vimentina (fast red).
Células ductais externas co-expressando CK 14 e vimentina e células
luminais negativas. 630x.
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Figura 5 - Adenoma pleomérfico. Actina (diaminobenzidina) x CK14 (fast red).
Expressdo de CK 14 nas células ductais externas e células luminais
negativas. Algumas células ndo luminais e paredes vasculares positivas
para actina. 200x.
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Figura 6 - Adenoma pleomérfico. Actina (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red).
Expressdo de CK 14 em células ductais luminais e externas. Positividade
para actina em paredes vasculares. 400x.




~ Figura 7 - Adenoma pleomérfico. EMA (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red).

Expressdo de EMA nas células ductais luminais e de CK 14 nas exiernas.
400x.
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m_lj-'igura 8 - Adenoma pleomé_rﬁdo. EMA ﬁai;minobenzidi'na) x CK 14 (fast red). Detalhe

da figura anterior, mostrando co-expressdo de EMA e CK 14 em alguns
limens (setas). 630x.
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Figura 9 - Mioepitelioma. CK 7 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Expresséo de CK

7 em grupos de células plasmocitéides. Algumas células plasmocitdides
positivas para a CK 14. 400x.
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Figura 10 - Mioepitelioma. CK 7 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Co-expressio de
CK 7 e CK 14 em algumas células plasmocitdides (setas) e expressédo de

CK 14 em outras. 630x,
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Figura 11 - Mioepitelioma. CK 19 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Co-expresséao
de CK 19 e CK 14 em algumas células (setas) e expresséo isolada de CK

19 ou CK 14 em outras. 400x.
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Figura 12 - Mioepitelioma. CK t4 (diaminobenzidina) x vimentina (fast red). Expressio

de CK 14 em células luminais e de vimentina em células plasmocitoides.
400x.
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Figura 13 - Mioepitelioma. Actina (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Expresséo de
CK 14 em grupos de células plasmocitdides e de actina em paredes
vasculares. 400x.
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Figura 14 - Adenoma de células basais, tipo tdbulo-trabecular. CK 14

(diaminobenzidina) x vimentina (fast red). Expresséo de CK 14 nas células
tubulares luminais e de vimentina nas externas. 630x.
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Figura 15 - Adenoma de células basais, tipo tubular. CK 14 (diar_ninobenzidina) X
vimentina (fast red). Co-expressdo de CK 14 e vimentina nas células
tubulares externas. Células luminais negativas.630x.
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Figura 16 - Adenom

a de células basais, tipo tubular. Co-expresséo de CK 7 e CK 14 nas
células luminais e discreta expresséo de CK 14 nas externas. 630x.
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Figura 17 - Adenoma de células basais, tipo tubular. EMA (diaminobenzidina) x CK 14
(fast red). Expressdo de EMA nas células tubulares luminais e discreta
expressdo de CK 14 nas externas. 630x.
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(diaminobenzidina) x vimentina (fast red). Expressdo de vimentina em
massas celulares sélidas e expressédo de CK 14 em grupos celulares
menores e células luminais. 200x.
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Figura 19 - APBGM. CK 14 (diaminobenzidina) x vimentina (fast red). Co-expresséo de
CK 14 e vimentina em areas trabeculares. 400x.




Figura 20 - APBGM. CK 7 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Co-expressdo de CK 7
e CK 14 em alguns grupos de células tumorais (setas) e expresséo de CK 7
em outros. 630x.
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Figura 21 - APBGM. CK 7 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Co-expressdo de CK 7
e CK 14 em células tumorais de areas papiliferas. 400x.




Flgura 22 APBGM. CK 8 (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red) Co-expressﬁo de CK
e CK 14 em grupos de células tumorais de areas solidas. 630x.



85

i ¥

Sk ¢ ; X \ o
Figura 23 - APBGM. EMA (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). A esquerda expresséo
de EMA em células mucosas e a direita expresséo de CK 14 em algumas
células tumorais. 400x.
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Figura 24 - APBGM. EMA (diaminobenzidina) x vimentina (fast red). Expressdo de EMA
em células mucosas e discreta expressdo de vimentina nas demais células

tumorais. 400x.
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Figura 25 - APBGM. Actina (diaminobenzidina) x CK 14 (fast
nas células tumorais e de actina em paredes vasculares. 630x.
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Figura-zs - Car;:inoma adénéicie istlcb-fCAC); iipo t'u_b‘ular._ cK 7 w('<:|iamiﬁo'benzidina_) X
CK 14 (fast red). Co-expressdo de CK 7 e CK 14 nas células luminais e
discreta expressdo de CK 14 nas externas. 630x.
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Figura 27 - CAC, tipo tubular. EMA (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red). Co-expressdo
de EMA e CK 14 em células luminais. 630x.
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Figura 28 - CAC, tipo tubular. EMA (diaminobenzidina) x vimentina (fast red).
Expressdo de EMA nas células luminais e de vimentina nas externas.
630x.
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630x.
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Figura 30 - CAC, tipo tubular. CK 14 (diaminobenzidina) x vimentina (fast red).
Expressdo de CK 14 nas células luminais e expressdo de vimentina nas
externas, com discreta co-expressdo em algumas células externas.830x.
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Figura 31 - CAC, tipo cribriforme. Actina (diaminobenzidina) x CK 14 (fast red).
Expresséo de CK 14 nas células ductais luminais e expresséo de actina
nas células que revestem os pseudo-cistos e periféricas dos cilindros.

400x.

Flgura 32 - CAC érea séhda CK 14. (diaminobenzmma) X vimentina (fast red}
Expressdo de vimentina na maioria das células tumorais e expresséo de
CK 14 em algumas células, principalmente luminais. 630x.



6 DISCUSSAO

No presente trabalho foram analisados tumores de
glandulas salivares que embora apresentem comportamento biolégico
variado, tém em comum a provavel histogénese a partir da célula de
reserva do ducto intercalar (Batsakis®, 1980; Eversole® 1971).

Neste estudo optou-se pela técnica imuno-histoquimica da
dupla marcagéo, para se verificar se a expressdo dos diversos filamentos
nas ceélulas neoplasicas ocorre independentemente ou n&o, buscando
dessa forma contribuir para o entendimento da célula tumoral.

Com relagcdo a metodologia empregada, a técnica de
recuperagédo de antigenos descrita por Shi et al.¥ em 1991, utilizando
irradiacdo por microondas, produz resultados comparaveis a digestao
proteolitica e em muitos casos até superiores a esta, mesmo para
anticorpos para os quais ndo é requerida a digestdo enzimatica (Norton™,
1993). No presente estudo foram utilizados cinco tumores fixados em
metacarn, fixador que impede a perda de sensibilidade da reag&o imuno-
histoguimica, provocada pelos fixadores aldeidicos (Zarbo et al.® 1991).
Nesses tumores fixados em metacarn nado foi feita a irradiagao por
microondas, com o objetivo de comparar os resultados com aqgueles
obtidos com os tumores tratados em forno de microondas. Observou-se
que, embora a marcagéo tenha sido ligeiramente mais intensa no material
fixado em metacarn, conforme havia observado anteriormente Sousa®
(1994), nao houve diferenga expressiva com relagéo aos cortes tratados
em microondas.

Alguns dos tumores estudados exibem muitas vezes um
padréo glandular, com presenca de estruturas ductais formadas por duas
camadas de células, sendo uma interna ou luminal e outra externa. Esse

padrao morfolégico mimetiza o ducto intercalar, confirmando a origem
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histogenetica desses tumores. Tal aspecto pode ser observado no
adenoma pleomdrfico, adenoma de células basais tubular e tlbulo-
trabecular e carcinoma adenéide cistico.

No grupo de tumores estudados, mostram um padrao
morfolégico diferente, por ndo apresentarem organizacdo glandular
especifica, 0 adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de malignidade e o
adenoma de células basais do tipo sdlido.

Analisando a co-expressdo de filamentos intermedidrios,
mais a actina e o antigeno epitelial de membrana, os resultados mostram
que tanto as células de linhagem micepitelial, como as luminais dos
fumores com arranjo glandular e as células dos tumores que ndc formam
padrac glandular, apresentam um perfil imunochistoquimico definido, com
algumas pequenas variagbes.

Nos tumores que formam estruturas giandulares. observou-
se que as ceélulas ductais luminais expressaram as citoqueratinas 7, 8, 18
e 19 e eventuaimente co-expressaram a CK 14. Algumas estruturas
ductais, especialmente aquelas com conteldo secretdric, mostraram
expressdo do antigeno  epitelial de membrana (EMA) e
eventuaimente a co-expressdo da CK 14.

Por outro lade, as células ductais externas, expressaram a
vimentina, e co-expressaram actina ¢/ou CK 14. Em nenhum momento
essas células expressaram as citoqueratinas 7, 8, 18, 19 ou o antigeno
epitelial de membrana. Além de estruturas glandulares, em alguns
tumores, como no adenoma pleomarfico e no mioepitelioma, as células de
linhagem micepitelial apresentaram-se com fendtipo plasmocitdide
expressando vimentina, sendc ndo uniformemente positivas para as
citoqueratinas 7, 8 e 18 e co-expressando eventuaimente a CK 14. As
células mioepiteliais exibiram ainda fendtipo fusiforme, co-expressando
vimentina € actina ou foram poligonais ou cubicas, co-expressando

vimentina, citoqueratina 14 e, eventualmente, actina.
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Ha que se ressaltar que o mioepitelioma raramente
apresenta estruturas ductais. Esse tumor € constituido em geral por
celulas plasmocitdides ou fusiformes, com o perfil descrito acima.

Nos tumores que nédo apresentam organizag¢do glandular,
observaram-se células ovaladas formando arranjos celulares sdlidos,
expressando vimentina e as citoqueratinas 7, 8 € 18, com co-expressio
eventual da citoqueratina 14, e ¢élulas formando ductos de uma camada,
expressando vimentina, citoqueratinas 7, 8, 18 e, eventualmente co-
expressando a CK 14. No adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade, observaram-se ainda células com citoplasma amplo e
granulosc e outras com aspecto mucoso ou oncocitico, expressando as
citoqueratinas 7, 8 e 18, porém, nao a citoqueratina 14 e a vimentina. As
celulas de aspecto mucosoc ou oncocitico co-expressam o antigeno
epitelial de membrana. As células granulosas, mucosas e oncociticas
parecem corresponder as células granulosas descritas  por
Tandler” 1993, na jungdo entre ducto intercalar e 4&cino, com
caracteristicas intermediarias entre células préprias do ducto intercalar e
celulas acinares.

Tem sido demonstrado que a célula miospitelial neoplasica
raramente reproduz as caracteristicas fenotipicas observadas na
glandula normal, seja do ponto de vista morfoldgico, seja na expressio de
determinados antigenos. Enquanto a célula mioepitelial normal €
basicamente uma célula estrelaria, com prolongamentos longos e
delicados que envolvem as celulas glandulares vizinhas {Hubner et
al.®1971; Regesi & Batsakis® 1977) nas neoplasias essa célula
apresenta morfologia varidvel, com elementos fusiformes, estrelarios,
poligonais, plasmocitdides e hialinos (Batsakis et al®, 1983: Dardick & Van
Nostrand™, 1985; Dardick et al”®, 1983). Ao microscopio eletrdnico, a
célula mioepitelial tumoral deixa de exibir a totalidade dos aspectos que a

caracterizam como célula micepitelial da glandula normal, ou seja,
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miofilamentos, vesiculas de micropinocitose, hemidesmossomas e
membrana basal (Dardick et al*® 1983), apresentando por vezes alguns
vestigios destes componentes, o que permite sua caracterizagdo sub-
celular como célula mioepitelial (Dardick st al.®, 1983; Sousa® 1 990).

A analise imuno-histoquimica, a célula mioepitelial da
glandula normal apresenta filamento de actina (Aradjo et al.®, 1994; Chen
et al.", 1988; Dardick et al.*?,1992; Draeger et al.*, 1991; Gugliotta et
al.* 1988; Morinaga et al.¥, 1987; Takai et al.*®, 1995; Tsukada et al. %
1987; Zarbo et al.®, 1991) e citoqueratina 14 (Aratjo & Sousa?, 1996;
Bumns et.al.'®, 1988; Dardick et al.?®,1987; Dardick et al.*' 1991; Draeger
et al.* 1991; Sousa®™, 1994; Takai et al.®, 1995) e & negativa para
vimentina (Aradjo & Araujo’, 1990; AraGjo et al.’> 1994; Bumns et al.’,
1988; Draeger et al.**, 1991; Geiger et al.**, 1987; Morinaga et al.”, 1987
Takai et al.®, 1995), a qual foi descrita, porém, em células triangutares
basais dos ductos periféricos de glandulas salivares em formagéo, em
fetos {anticorpo Vim 9), ou em células mioepiteliais e células triangulares
basais de ductos estriados e excretores em glandulas adultas (anticorpo
Vim 24) (Gustafsson et al.*®, 1988). Nao obstante, a célula mioepiteiial
neoplésica é positiva para vimentina, conforme demonstrado por diversos
autores (Araljo & Araujo’, 1990; Aradijo et al.®, 1994; Burns et al.®, 1988;
Caselitz et al." 1981; Caselitz et al.'®, 1982; Dardick®, 1995; Erlandson
et al.*® 1984 Gustafsson et al.¥’. 1989: Leoncini et al.®!, 1988; Morinaga
et al.%”, 1987; Takai et al.*°, 1995).

O anticorpo anti-actina HHF 35 reconhece isétipos de actina
presentes em células contrateis, como as musculares cardiacas,
asqueléticas e lisas e células mioepiteliais de giandulas salivares
(Tsukada et al.®®, 1887). A presenca de actina nas células mioepiteliais
localizadas na periferia dos acincs e ductos intercalares das glandulas

salivares parece estar relacionada com o papel funcional de contracéo
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dessas células, a fim de facilitar a eliminagao da secrecéo das células
acinares ou ductais luminais (Draeger et al.* 1991).

Nos tumores de glandulas salivares nos quais ha
reconhecidamente participacdo mioepitelial, tem sido observada a
presenca de actina, detectada pelo anticorpo HHF 35 embora de
maneira ndo uniforme (Araujo et al.®, 1994; Chen et al.””, 1988; Dardick et
al.®?, 1992, Takai et al.%, 1995; Tsukada et al.®, 1987; Zarbo et al.*
1991).

A express@o de CK 14 nas células basais das estruturas
ductais confere as mesmas uma rede de filamentos firme e elastica, que
indicaria uma funcéo de sustentagdo e de protegdoc com relagéo as
células luminais mais frageis (Draeger et al.*!, 1991). Na epiderme, a
presenca das citoqueratinas 14 e 5 e de proteinas que fazem a ligagéo
entre os filamentos intermediarios e outros elementos do citoesqueleto, &
fundamental para a ancoragem das células basais. A auséncia da
citoqueratina 14, por mutagdo genética, leva a formacgao de bolhas, por
perda de ancoragem da célula basal (Fuchs & Cleveland, 1998).
Paralelamente, Domingues* constatou que em fetos humanos as células
do epitélio bucal ao migrarem para formar a giandula salivar, ndo
apresentam a citoqueratina 14, nem mesmo na camada basal. A
citoqueratina 14 parece, pois, expressar-se nas células quando as
mesmas necessitam ancorar-se ao tecido conjuntivo circundante, o que
provavelmente ocorre apds a morfodiferenciagéo glandular.

A CK 14 tem sido observada em diversas neoplasias de
glandulas salivares em que participam células mioepiteliais. Sua

presenca foi verificada tanto em células luminais como em células

* Domingues, M.G. (Faculdade de Odontologia, USP - S&o Paulo).

Comunicacdo pessoal, 1998.
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externas de estruturas ductais desses tumores. e de maneira nao
uniforme, nas células mioepiteliais modificadas do adenoma pleomérfico
e mioepitelioma (Aradjo & Souza®, 1996; Burns et al.'’, 1988; Dadick et
al.®, 1989; Draeger et al.®* 1991: Figueiredo®, 1995 Sousa® 1994
Takai et al.*’, 1995),

Diante da variagdo de aspectos apresentados pela célula
mioepitelial nas neoplasias glandulares, Araljo et al.® (1994) e Dardick®
(1995) enfatizam a inadequagéo de se usar marcadores “absolutos” de
células mioepiteliais em glandulas salivares normais como critério
diagnostico para alguns tumores dessas glandulas, dos quais participam
céluias mioepiteliais.

Nossos resultados mostraram que, mesmo sendo positivas
para vimentina, um dos indicadores mais precoces da diferenciagdo
mioepitelial neoplasica (Aradjc & Aradjo’, 1990), muitas células
mioepiteliais presentes nos tumores de gléndula salivar co-expressam
vimentina com citoqueratina 14 & com actina.

A co-expressdo desses dois Ultimos filamentos com a
vimentina sugere um grau intermediario de diferenciagdo da célula
mioepitelial, que apresenta um filamento considerado precursor de
diferenciagao mioepitelial (vimentina), paralelamente a outros dois {actina
e citogueratina 14), caracteristicos da diferenciacdo mioepitelial
completa, observada na glandula normal.

Embora presentes na célula mioepitelial da glandula normal,
nas neoplasias a expressadc da actina e da citogueratina 14, quando
ocorre, parece ser independente. Assim, células poligonais e
plasmocitéides eventualmente co-expressam vimentina e citoquerating
14, porém, ndo actina. Por outro lado, as células fusiformes, em geral co-

expressam vimentina e actina e sdo negativas para a CK 14.
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Nas demais células neoplasicas observadas, cuja
positividade para vimentina indica uma natureza miocepitelial, observa-se
co-expresséo nao uniforme de actina e/ou citoqueratina 14.

No adenoma de células basais tubular e, por \rezes, no
adenoma pleomérfico e no carcinoma adendide cistico tubular,
observamos ductos bem definidos, formados por dupla camada, cujas
células luminais e conteddo secretério sdo positivos para o antigeno
epitelial de membrana (EMA). EMA é a designacgéo de uma glicoproteina
isolada a partir das membranas dos glébulos gordurosos do leite. Sua
expressdo nos tumores de glandula salivar indica diferenciagéo epitelial
luminal, muitas vezes associada com presenca de secre¢ao intra-luminal
(Azumi & Battirora®, 1987; Bergman et al.”, 1991: Caselitz et al.™®, 1986;
Caselitz et al.", 1988; Ferreiro®, 1994; Gunhan et al.*®, 1992; Gusterson
et al.*’, 1982; Kahn et al.*®, 1985; Norberg et al.”’, 1991; Williams et al.¥,
1993). A pesquisa de EMA constitui um instrumento utii para a
investiga¢do da histogénese e heterogeneidade desses fumores,
apresentando também valor diagnéstico em adenomas pleomoérficos
constituidos predominantemente por células fusiformes e na variante
sélida do carcinoma adendide cistico (Gusterson et al.*®, 1982). Achados
semelhantes aos nossos, com relacdo ao antigeno epitelial de
membrana, foram relatados no adenoma pleomérfico (Giunhan et al.®,
1992; Gusterson et al.®, 1982, Kahn et al.%® 1985), em adenomas de
células basais do tipo tubular (Gunhan et al.® 1992: Gusterson™, 1982;
Kahn et al.™® 1985) e em carcinomas adendide cisticos (Azumi &
Battifora® 1987 Bergman et al.”, 1891 Caselitz et al.”®, 1986; Chen et
al."’, 1988; Gunhan et al.*®, 1992; Kahn et al.**, 1985). Nossos resuitados
mostraram que nos ductos cujas células luminais séo positivas para EMA,
a célula externa co-expressa mais comumente vimentina com actina e
com citogueratina 14 do que em outros, cujas células luminais séo

positivas para citoqueratina 14 e negativas para EMA. Nestes Ulitimos,
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observados no adenoma de células basais tubulo-trabecular, no adenoma
pleemdrfico e no carcinoma adendide cistico, a célula ductal externa é
positiva para vimentina e mais raramente co-expressa vimentina e actina
ou vimentina e citoqueratina 14. Essas observagdes parecem ihdicar que
a co-expressao dos trés filamentos - vimentina, citoqueratina 14 e actina
em estruturas ductais, € mais comum quando a célula externa esta em
contato com . celulas luminais mais diferenciadas. Estas teriam
caracteristicas secretérias, como a marcagdo mais intensa para o
antigeno epitelial de membrana no pdlo apical e no contetdo secretdrio
intra-luminal,

Araljo & Sousa’ (1996) sugerem gue uma diferenciagéo
mioepitelial completa deve estar correlacionada com fungGes. secretérias
e excretdrias. Nossos achados confirmam esta sugestdo, embora a célula
ductal externa ainda co-expresse vimentina, demonstrando um perfil
imuno-histoquimico distinto da célula mioepitelial da glanduia normat.

A co-expressdo de CK 14 e actina nas células ductais
externas combinaria fungéo de ancoragem ao esfroma e suporte para as
células luminais, por meio de sua express@io de CK 14 (Fuchs &
Cleveland™, 1998), e uma fungéo contrétil, semelhante & da célula
muscular, necessaria para seu envolvimentco em atividade excretora
(Hubner et al.*®, 1971; Regezi & Batsakis®', 1977). Por outro lado, a co-
expresséo de vimentina nessas células sugere para as mesmas um papel
de células precursoras (Draeger et al.** 1991), porém ja com o
comprometimente para diferenciagdo mioepitelial como demonstra a
expresséo de actina e CK 14.

Nos tumores em que se observa organizagao glandular
especifica, mimetizando ducto intercalar, com estruturas ductais formadas
por camada interna e externa, houve a expresséo das citoqueratinas 7, 8,
18 e 19 nas células luminais. Devido a sua presenca constante nas

células luminais, a co-expressfio entre elas néo foi analisada.
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Eventualmente as células luminais expressam ainda a citoqueratina 14.
Achados semelhantes foram observados em adencmas pleomdrficos
(Aradjo & Sousa®, 1996; Draeger et al.** 1991; Sousa®, 1994: Takai et
al.®, 1995); carcinomas adenéide cisticos (Aradjo & Sousa® 1996;
Figueiredo®, 1995, Sousa®™, 1994) e no adenoma de células basais
(Aratjo & Sousa’, 1996; Sousa®™, 1994). Algumas células luminais foram
positivas para. o antigeno epitelial de membrana (EMA), indicando
atividade secretdria das mesmas. Nesse caso, as células luminais deixam
de expressar ou apresentam apenas esporadicamente a citoqueratina 14.
Em nenhum dos tumores as células luminais expressaram vimentina ou
actina, por isso ndo foi feita a dupla marcagdo destas com as
citoqueratinas 7, 8, 18 e 19.

Em nenhum dos tumores analisados foi observada a
presenca das citogueratinas 7. 8, 18 e 19 nas células externas das
estruturas ductais. Na maior parte das vezes essas células expressam
vimentina, podendc ainda co-expressar citoqueratina 14 e actina,
conforme discutido anteriormente.

Nos tumores em que n&c ha organizagdo glandular
especifica, as ceélulas apresentam caracteristicas transicionais,
demonstradas pela positividade as citoqueratinas 7, 8, 14 e 18, e a
vimenting, provavelmente correspondendo as ceélulas transicionais
descritas nos estudos com microscopia eletronica (Carvaltho et at
1993; Dardick & Van Nostrand®, 1988; Norberg et al.”', 1991).

Nesse Uitimo grupo de tumores, as células apresentam
caracteristicas morfolégicas e imuno-histoquimicas que indicam graus
variados de diferenciagdo, aparentemente com comprometimentc para
diferenciagdo acinar. As menos diferenciadas séo positivas para
vimentina e as vezes para as citoqueratinas 7, 8, 14 e 18, outras
encontram-se em estagios de maior diferenciacao, ndo mais expressando

vimentina e citoqueratina 14 e, finalmente, apresentande o antigeno
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epitelial de membrana. A formacdo de estruturas funcionais
possivelmente ndo ocorre devido a deficientes interagdes célula-célula e
célula-matriz extra-celular. Em cultura primaria de células derivadas do
adenoma pleomérfico humano, Jaeger™ (1995) observou que és células
apresentavam caracteristicas imuno-citoquimicas e sub-celulares de
célula mioepitelial neoplasica. Tais células formaram estruturas luminais
apenas quando crescidas dentro de um arranjo tridimensional de
matrigel, uma combinacdo de proteinas da membrana basal,
demonstrando a impertancia das interagdes célula-célula e célula-matriz
extra-celular na formagéo de estruturas funcionais.

Concluindo, nos tumores com diferenciago para ducto
intercalar, a célula mioepitelial expressa vimentina e, eventualmente, co-
expressa actina e citoqueratina 14. Jamais a célula mioepitelial nesses
tumores co-expressa outras citoqueratinas com a vimentina, Nos tumores
sem diferenciagdo para ducto intercalar, como o adenoma de células
basais do tipe sblido e o adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade, ha co-expressao de vimentina com citoqueratinas (7, 8, 18 e
14}, 0 que indica que a célula que da arigem a estes tumores apresenta
caracteristicas transicionais.

A expressdo de citoqueratina 14 e actina pela ceéiuia
mioepitelial & independente, indicandc que tal expressdo deve ser
induzida por estimulos diferentes. Entretanto, a fungéo secretdria da
célula luminal, detectada pela EMA, parece ter influéncia na expresséo

de actina e citoqueratina 14 pela célula mioepitelial.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos foi possivel conciuir que:

No grupo de tumores nos quais ha formacéo de estruturas
ductais de duas camadas de células (adenoma pleomoérfico, adenoma de
células basais, tipo tubular e tibulo-trabecular e no carcinoma adendide
cistico, tipo tubular), as células luminais expressam as citoqueratinas 7,
8, 18 e 19 e eventualmente co-expressam a citoqueratina 14.

e Algumas estruturas ductais apresentam co-expressio das
citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 com o antigeno epiteliai de membrana nas -
¢élulas iurninais, indicando atividade secretoria das mesmas.

« As células externas das estruturas ductais e demais
células ndo luminais expresam vimentina, eventuaimente co-expressando
actina efou citoqueratina 14 e sdoc sempre negativas para as
citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 e o antigeno epitelial de membrana, |
demonstrando diferenciagao micepitelial.

o A co-expressdo de vimentina, actina e citoqueratina 14
pelas células ductais externas € mais comum quando a célula luminal
expressa o antigeno epitelial de membrana, indicando atividade

secretoria.

No grupo de tumores nos quais praticamente néo ha
formagdo de estruturas ductais de duas camadas (adenoma de celulas
basais, tipo sélidc e adenocarcinoma polimorfo de baixo grau de
malignidade), as células apresentam caracteristicas transicionais,
expressando vimentina, podendo expressar também as citoqueratinas 7,
8, 18 e 14. Eventualmente ha co-expressdo das citoqueratinas 8 e 18

com a citoqueratina 14.



102

e Algumas ceélulas co-expressam o antigeno epitelial de
membrana com as citoqueratinas 7, 8 e 18, indicando atividade

secretdria.
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ABSTRACT

Human salivary gland tumors originated from intercalated
ducts present a broad range of histologic and cytologic patterns, mainly
due to the presence of myoepithelial cells. The aim of this study is to
verify the differentiation grade of neoplastic cells and a possible relation
between myoepithelial cell differentiation and the presence of luminal
secretory contents. The expression of vimentin and cytokeratin {CKj}
intermediate filaments, actin myofilament and epithelial membrane
antigen (EMA) was investigated by double labeling immunocytochemical
technique, in thirty salivary gland neoplasms: 5 pleomorphic adenomas, 5
myoepitheliomas, 3 basal cell adenomas, 7 adenoid cystic carcinomas
{ACC) and 10 polimorphous low grade adenocarcinomas (PLGA). Tumors
with intercalated duct differentiation (pleomorphic adenomas, basal cell
adenomas and ACC) express CKs 7, 8, 18 and 19 in the luminal cells and
coexpress eventually CK14 with these CKs. Some luminal cells stained
with anti-EMA antibody, mainly where a secretory content in the lumen
was observed. Quter ductal cells and other myoepithelial-like cells
express vimentin, sometimes coexpressing actin and/or CK14 with
vimentin. Plasmacytoid cells in myoepitheliomas and pleomorphic
adenomas express vimentin and rarely CKs 7, 8, 18 and 19, sometimes
coexpressing these CKs with CK14 but they are negative for the
remaining antigens. Tumors without intercaiated duct differentiation (solid
basal cell adenoma and PLGA) express vimentin and CKs 7, 8, 14 and
18, sometimes coexpressing CKs 8 and 18 with CK14. In conclusion, in
tumors with intercalated duct differentiation, myoepithelial cells express
vimentin and sometimes coexpress actin andfor CK14 with vimentin,
never coexpressing other CKs with vimentin. CK14 and actin are

independently expressed by myoepithelial cells, so their expression is



probabty induced by different stimulus. However, the secretory function of
luminal cells, visualized by EMA staining, seems to be related to the
expression of actin and CK14 by myoepithelial cells, Tumors without
intercalated duct differentiation show coexpression of vimentin and CKs 7,

8, 18 and 14, suggestive of a transitional aspect into acinar differentiation.
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