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RESUMO

O carcinoma mucoepiderméide (CME) € a neoplasia maligna de glandulas
salivares mais comum, apresentando grande diversidade de tipos celulares e histogénese
incerta e controversa. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo imunohistoquimica
de citoqueratinas (CKs) de epitélios simples (CKs 7, 8, 18 e 19) e de epitélios complexos
(CKs 6, 13 e 14) e de um marcador de diferenciacdo mioepitelial (actina de musculo liso -
AML) em CMEs de glandulas salivares maiores e menores nas diferentes gradacdes
histoldgicas, na tentativa de estabelecer correlacdo entre a imunopositividade das células
tumorais e o processo de diferenciacdo e histogénese. Foram selecionados 80 casos de
CMEs de glandulas salivares do Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e
Otorrinolaringologia do Hospital do Cancer/A.C. Camargo, Sdo Paulo, entre 1957 e 1997.
Os locais mais acometidos foram parétida (47,5%) e palato (26,3%). Do total, 45% dos
casos foram classificados como de alto grau, 44% de baixo grau, e somente 11% de grau
intermedidrio de malignidade. Células escamosas estavam presentes em 98% dos casos,
intermediarias em 71%, mucosas em 54%, claras em 30%, colunares em 29% e oncociticas
em 3%. O padrdo de crescimento neopldsico mostrou proporcao similar entre os arranjos
solido (89%) e cistico/ductal (81%). A expressdo das CKs variou de acordo com o tipo
celular: células escamosas apresentaram alta expressdo de CKs 6, 7, 8, 14, 18 e 19; células
intermediarias de CKs 6, 7 € 8; células mucosas somente de CK7; células claras de CKs 6,
7 e 8; e células colunares de CKs 6, 7, 8 e 18. A CK13 mostrou expressdo reduzida em
todos os tipos celulares. Diferenciacao mioepitelial, embora infreqiiente, foi mais observada
nas células escamosas e intermedidrias. Nas glandulas salivares normais adjacentes, 4cinos
Serosos € mucosos apresentaram alta expressdo imunohistoquimica de CK18; ductos
intercalados de CKs 6, 7, 18 e 19; ductos estriados de CKs 6, 7, 8, 13, 18 e 19; células
ductais excretoras de CKs 6, 7, 8, 18 e 19; células basais excretoras de CK14; e células
mioepiteliais de AML e CK14. A grande variedade de tipos celulares associada a expressao
imunohistoquimica de diferentes CKs e em menor propor¢cdao de AML, similar aos ductos
excretores, reforca o conceito de origem do CME a partir de células indiferenciadas
pluripotentes localizadas nos ductos excretores das glandulas salivares normais.
Palavras-chave: carcinoma mucoepidermdide - histogénese — imunohistoquimica —

citoqueratinas — actina de misculo liso



ABSTRACT
Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most common malignat salivary
gland tumor, composed of several different cell types, with unsettled and controversial
histogenesis. The purpose of this study was to analyze the immunohistochemical
expression of cytokeratins (CKs) of simple epithelia (7, 8, 18 and 19) and stratified
epithelia (6, 13 and 14) and a myoepithelial marker (smooth muscle actin - SMA) — in
MECs from major and minor salivary glands in their different histological grading, in order
to establish a correlation between tumor cells immunostain and MEC histogenesis and
differentiation. Eighty cases of salivary gland MECs retrieved from the Department of
Head and Neck Surgery and Otorhinolaryngology/A.C. Camargo Cancer Hospital, Sao
Paulo, Brazil, from 1957 to 1997, were selected. The most common sites were parotid
(47,5%) and palate (26,3%). From the total, 45% of the cases were classified as high grade,
44% as low grade, and only 11% as intermediate grade. Squamous cells were present in
98% of the cases, intermediate cells in 71%, mucous cells in 54%, clear cells in 30%,
columnar cells in 29% and oncocytic cells in 3%. Tumor organization showed similar
amount of solid nests (89%) and cystic structures or duct-like elements (81%). Cytokeratin
expression was variable according to the cellular type: squamous cells presented high
expression of CKs 6, 7, 8, 14, 18 and 19; intermediate cells of CKs 6, 7 and 8; mucous cells
only of CK7; clear cells of CKs 6, 7 and 8; and columnar cells of CKs 6, 7, 8 and 18. CK13
was infrequently expressed in all cell types. Myoepithelial expression, albeit uncommon,
was more frequently observed in squamous and intermediate cells. In normal salivary gland
tissue found adjacent to the tumors, serous and mucous acini showed high
immunohistochemical expression of CK18; intercalated ducts of CKs 6, 7, 18 and 19;
striated ducts of CKs 6, 7, 8, 13, 18 and 19; ductal cells of excretory ducts of CKs 6, 7, 8,
18 and 19; basal cells of excretory ducts of CK14; and myoepithelial cells of SMA and
CK14. The diversity of cellular types associated to the immunohistochemical expression of
different CKs and, in less amount of SMA, similarly to excretory ducts reinforces the
concept of MEC origin from pluripotential cells localized at the excretory ducts of normal
salivary glands.
Key-words: mucoepidermoid carcinoma - histogenesis — immunohistochemistry —

cytokeratins — smooth muscle actin
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1. INTRODUCAO:

O carcinoma mucoepiderméide (CME) € a neoplasia maligna mais comum das
glandulas salivares, representando entre 12 e 52% dos tumores malignos e 3 e 15% de todos
os tumores de glandulas salivares (Brandwein et al., 2001; Guzzo et al., 2002; Vargas et
al., 2002; Pires et al., 2004a; Ito et al., 2005; Otoh et al., 2005; Luna, 2006; Rapidis et al.,
2007).

O CME € um tumor de origem epitelial composto por propor¢des variadas de
células escamosas, mucosas, intermedidrias, claras e colunares, que podem estar
organizadas em um arranjo cistico ou sélido (Dardick, 1996; Ellis & Auclair, 1996; Loyola
et al., 1998; Cheuk & Chan, 2000, Foschini et al., 2002; Luna, 2006; Silveira et al., 2006).

Acredita-se que a histogénese do CME deriva de células pluripotentes de
reserva presentes no ducto excretor ou na regido ductal intercalar-acinar das glandulas
salivares (Dardick et al., 1984; Loyola et al., 1998; Pires et al., 2004a, Yook et al., 2004).
Alguns autores demonstraram alguma evidéncia imunohistoquimica ou ultraestrutural de
diferenciacdo mioepitelial em CME (Dardick et al., 1984; Kahn et al., 1985; Chaudhry et
al., 1989; Hassanin et al., 1989; Regezi et al., 1991; Yook et al., 2004), enquanto outros
ndo encontraram nenhuma imunomarcac¢do mioepitelial em CME (Loyola et al., 1998;
Prasad et al., 1999; Foschini et al., 2002). Assim, pela grande diversidade dos seus
componentes celulares, sua histogénese permanece ainda incompletamente determinada e
controversa (Chaudhry et al., 1989; Loyola et al., 1998; Yook et al., 2004; Luna, 2006).

Alguns estudos tém sido realizados a fim de se determinar um painel
imunohistoquimico para 0 CME, e assim esclarecer sua histogénese (Hassanin et al., 1989;
Araujo et al., 1991; Regezi et al., 1991; Loyola et al., 1998; Araujo et al., 2000; Foschini et
al., 2002; Sobral et al., 2002; Pires et al., 2004b; Silveira et al., 2006). Foi identificada uma
ampla variedade na expressdo de citoqueratinas (CKs) por diferentes autores (Regezi et al.,
1991; Loyola et al., 1998; Foschini et al., 2002; Sobral et al., 2002; Pires et al., 2004b;
Silveira et al., 2006), no entanto, a co-expressdo de outros filamentos intermedidrios, como
vimentina, desmina, proteina fibrilar acidica glial e neurofilamentos, ndo foi caracteristica

evidente (Regezi et al., 1991).



A despeito destes achados da literatura, existem ainda poucos estudos relativos
a expressdo de CKs e marcadores de diferenciacao mioepitelial nas diferentes localizacdes
e gradacdes histoldgicas de CMEs de glandulas salivares avaliando grandes séries de casos,
reforcando a relevancia do presente estudo, realizado na tentativa de se obter o perfil
imunohistoquimico de CKs e do grau de diferenciacio mioepitelial em 80 CMEs de
glandulas salivares maiores e menores, em seus diferentes graus histologicos de

malignidade.



2. REVISAO DA LITERATURA:

2.1. Glandulas Salivares

O sistema de glandulas salivares € constituido de trés grandes pares de
agregados de tecido glandular exdcrino, as glandulas salivares maiores, e inimeros
agregados pequenos de tecido glandular distribuidos pela mucosa oral, as glandulas
salivares menores (Ellis & Auclair, 1996).

As glandulas salivares originam-se de um broto epitelial derivado da cavidade
oral primitiva, que prolifera em dire¢do ao ectomesénquima formando estruturas cordonais
e uma por¢do mais dilatada terminal chamada bulbo. Ocorre luminizacdo e diferenciagio
celular dos corddes epiteliais e estruturas bulbares, sendo que a por¢ao proximal origina os
ductos excretor e principal, a porc¢ao distal os ductos estriados, e o bulbo terminal os ductos
intercalados e dcinos. O epitélio do bulbo terminal antes da diferenciacdo € composto por
duas camadas celulares, a mais interna se diferencia nos ductos intercalados e nas células
acinares € a mais externa nas células mioepiteliais (Eversole, 1971; Batsakis, 1980; Dale,
1994; Ellis & Auclair, 1996).

As glandulas salivares sdo constituidas por um parénquima com indmeros
ductos que confluem para as por¢des secretoras terminais. As células secretoras podem ser
serosas, mucosas ou mistas, e sdo denominadas 4cinos. O sistema de ductos das glandulas
salivares se inicia com a formagao dos ductos intercalados em continuidade com as células
acinares. Sao ductos de pequeno didmetro revestidos por células cuboidais com nucleo
central (Eversole, 1971; Dardick et al., 1987; Dale, 1994). As células mioepiteliais
encontram-se entre as células ductais e a membrana basal dos ductos intercalados e 4cinos
(Eversole, 1971; Dardick et al., 1987; Morinaga et al., 1987; Dale, 1994). Em continuidade
com os ductos intercalados encontram-se os ductos estriados revestidos por células
cilindricas com nicleo central (Eversole, 1971; Dale, 1994). A saliva € secretada para a
cavidade oral através dos ductos excretores, que se apresentam com revestimento pseudo-

estratificado de células cilindricas altas e células basais pequenas na proximidade com o



ducto estriado, e com revestimento estratificado de células cilindricas luminais e basais
ndo-luminais quando se aproximam da cavidade oral (Eversole, 1971; Dardick et al., 1987;
Dale, 1994).

O processo de histogénese responsdavel pelo desenvolvimento da grande
variedade histologica dos tumores de glandulas salivares permanece incompletamente
elucidado (Prasad et al., 1999; Yook et al, 2004). Em termos histolégicos, as
caracteristicas arquiteturais das neoplasias de glandulas salivares, como os tipos celulares,
seus arranjos e inter-relacdo, refletem similaridade com o tecido glandular normal. O
reconhecimento dos diferentes tipos celulares em determinados tumores de glandulas
salivares €, portanto, uma peca importante para a obtencdo de seu correto diagndstico

microscépico (Dardick, 1996).

2.2. Carcinoma Mucoepidermoéide (CME)

O CME foi descrito pela primeira vez como entidade distinta por Stewart et al.
(1945), que o denominaram tumor mucoepiderméide, neoplasia composta de células
mucosecretoras e escamosas com origem no ducto das glandulas salivares.

Os CME:s sdo considerados os tumores malignos mais freqiientes das glandulas
salivares maiores e menores (Spiro et al., 1978; Lopes et al., 1999; Brandwein et al., 2001;
Guzzo et al., 2002; Vargas et al., 2002; Yih et al., 2005; Lopes et al., 2006; Luna, 2006;
Pires et al., 2002; Pires et al., 2004a; Ito et al., 2005; Otoh et al., 2005; Pires et al., 2006;
Rapidis et al., 2007), podendo representar de 3 a 15% de todos os tumores de glandulas
salivares e de 12 a 52% dentre os malignos (Brandwein et al., 2001; Guzzo et al., 2002;
Vargas et al., 2002; Pires et al., 2004a; Ito et al., 2005; Otoh et al., 2005; Luna, 2006;
Rapidis et al., 2007).

O CME pode ocorrer em uma ampla faixa etdria, que se estende da primeira a
nona décadas de vida, com pico de prevaléncia entre a quarta e quinta décadas. Acomete
igualmente ambos os sexos, com localizagc@o preferencial em parétida e glandulas salivares

menores, principalmente palato. E usualmente caracterizado como uma massa firme,



indolor, de crescimento lento, embora eventualmente possa estar associado a dor, paralisia
facial e ulceracao superficial (Spiro et al., 1978; Ellis & Auclair, 1996; Pires et al., 2002;
Otoh et al., 2005; Rapidis et al., 2007).

Histologicamente, o CME ¢ constituido basicamente por trés diferentes tipos
celulares: células mucosas, escamosas e intermedidrias. As células mucosas podem ser
colunares ou poligonais com citoplasma abundante contendo mucina, determinando uma
aparéncia clara e eosinofilica, similar as células mucosas acinares. As células escamosas
possuem freqiientemente uma forma poliédrica, podendo ser arredondadas ou ovodides, ou
como uma célula escamosa madura com citoplasma eosinofilico abundante. As células
intermedidrias sdo caracterizadas usualmente pela perda do aspecto poligonal das células
escamosas, de tamanho menor e menos coesas, podendo apresentar-se com halo claro
perinuclear correspondendo ao citoplasma escasso. Alguns tumores podem apresentar
também nimero varidvel de células claras, com morfologia grande e poligonal, possuindo
membrana celular discreta, nicleo pequeno central, e abundante citoplasma claro ou
eosinofilico contendo glicogénio, e que ocasionalmente podem constituir uma por¢ao
considerdvel do tumor. Também podem estar presentes, com menor freqiiéncia, células
colunares, as quais usualmente encontram-se revestindo estruturas ductais e cisticas, com
aspecto poligonal grande e nicleo deslocado para a basal. Todos estes tipos celulares
podem encontrar-se organizados em dois padrdes distintos: cistico, em que ha formacao de
estruturas cisticas e glandulares ductais, e sélido, com formacao de ilhas tumorais, em meio
a um estroma colageinizado (Dardick, 1996; Ellis & Auclair, 1996; Cheuk & Chan, 2000;
Gnepp et al., 2001; Rosai, 2004; Luna, 2006). A organizagdo histolégica do CME lembra a
do ducto excretor das glandulas salivares, ao qual tem sido atribuida a sua origem (Dardick,
1996; Loyola & Araujo, 1996).

A gradagdo histologica do CME € baseada principalmente no grau de
desenvolvimento cistico e sélido do tumor, na celularidade resultante da diferenciacdo das
células escamosas e intermedidrias, no padrdo de invasdo tumoral, presenca de necrose e
grau de maturagcdo celular. Nos tumores considerados de baixo grau de malignidade, a
organizacdo proeminente ¢ de estruturas cisticas com predominio de células mucosas, com

minimo pleomorfismo celular, raras mitoses, e freqiiente extravasamento de mucina, que



pode levar a formacdo de um estroma fibroso com esclerose e apresentar células
inflamatdrias cronicas. Nos de grau intermedidrio de malignidade, a formacgdo cistica se
torna menos proeminente, dispersa entre ilhas de células escamosas, com predominio de
células intermedidrias, pleomorfismo celular entre brando e moderado, presenga de mitoses
ocasionais, uma infiltracdo ndo circunscrita e presenca de infiltrado inflamatério cronico
perifericamente. J4 nos tumores de alto grau de malignidade, o predominio é de ilhas
solidas de células escamosas e intermedidrias pobremente diferenciadas, com acentuado
pleomorfismo celular, mitoses freqiientes, com invasdo subjacente e reduzido infiltrado
inflamatério cronico, podendo muitas vezes ser indistinguivel de um carcinoma de células
escamosas (Dardick, 1996; Ellis & Auclair, 1996; Goode et al., 1998; Cheuk & Chan,
2000; Sobral et al., 2002, Luna, 2006).

A grande diversidade de neoplasias de glandulas salivares levou ao
desenvolvimento de diferentes teorias especulativas quanto a sua histogénese. Inicialmente
acreditava-se em uma origem mesenquimal, enquanto a idéia de origem epitelial foi sendo
gradativamente aceita (Gustafsson et al., 1988). As células de reserva do sistema de ductos
das glandulas salivares tém sido consideradas como responsaveis pelo desenvolvimento
neoplédsico em vdrios tumores, € encontram-se praticamente em todo o epitélio dos ductos
intercalado e excretor (Eversole, 1971; Batsakis, 1980). As células progenitoras do ducto
excretor seriam responsdveis pela formacdo de células escamosas, mucosas e colunares,
enquanto que as do ducto intercalado pelas acinares, dos ductos intercalado e estriado, e
provavelmente das células mioepiteliais (Eversole, 1971). Dessa forma, acredita-se que o
CME seja derivado das células de reserva dos ductos excretores (Eversole, 1971; Batsakis,
1980; Loyola et al., 1998), no entanto, como a maior capacidade regenerativa da unidade
ductal das glandulas salivares encontra-se na jung¢do entre o ducto intercalado e o 4cino, sua
histogénese ndo pode ser completamente aplicada apenas a esta hipétese (Batsakis, 1980).

A variante central do CME é menos comumente observada, representando
somente entre 1 ¢ 4% de todos os CMEs (Pires et al., 2003; Pires et al., 2004b). O
desenvolvimento do CME no interior dos ossos gnéticos é controverso, e foi descrito como
possivelmente originado através da metaplasia do epitélio de cistos odontogénicos; do

aprisionamento de tecido de glandula salivar durante embriogénese; do aprisionamento



iatrogénico de glandulas salivares menores; do epitélio do seio maxilar; ou dos
remanescentes da lamina dentédria (Bouquot et al., 2000; Pires et al., 2003; Pires et al.,
2004b). Entretanto, apesar da origem controversa o CME que se desenvolve no interior da
mandibula ou da maxila € uma entidade bem aceita (Pires et al., 2003) e a mais comum das
neoplasias de glandulas salivares desta localiza¢ido (Bouquot et al., 200).

O amplo espectro histolégico e a variedade de tipos celulares presentes nos
CMEs pode ser resultado da diferenciacio das células tumorais baseada em uma
organizacdo semelhante a unidade ductal-acinar normal. As células luminais podem

potencialmente se diferenciar em células claras, colunares e escamosas, enquanto que as

nao-luminais em células mucosas, intermedidrias, escamosas e claras (Dardick, 1996).

2.3. Citoqueratinas (CKs): expressao no Epitélio Normal

O citoesqueleto intracitoplasmatico é formado por trés subunidades protéicas
diferentes: os microfilamentos de actina, os microtibulos de tubulina, e os filamentos
intermedidrios, constituidos por um grupo de proteinas fibrosas heterogéneas (Berkovitz &
Barret, 1998; Chu & Weiss, 2002; Silveira et al., 2002; Alberts et al., 2004). Os
microfilamentos apresentam de 4 a 6 nm de didmetro e peso molecular em torno de 43 kD e
os microtibulos didmetro entre 22 e 25 nm e peso molecular de cerca de 60 kD. Os
filamentos intermedidrios apresentam didmetro intermedidrio entre 7 € 11 nm, mas peso
molecular extremamente variavel, entre 40 ¢ 200 kD (Moll et al., 1982; Berkovitz &
Barret, 1998; Silveira et al., 2002).

Os filamentos intermedidrios sdo constituintes celulares presentes em quase
todas as células eucaridticas, com estrutura semelhante a um corddo, e funcdo primdria de
fornecer resisténcia mecanica (Gustafsson et al., 1988; Chu & Weiss, 2002; Alberts et al.,
2004). Suas proteinas associadas sdo as citoqueratinas (CKs - tipos I e II), desmina,
vimentina, proteina fibrilar acidica glial e neurofilamentos (Berkovitz & Barret, 1998;

Alberts et al., 2004).



As CKs representam, em humanos, cerca de 75% de todos os filamentos
intermedidrios do citoesqueleto protéico, a maior parte das proteinas estruturais epiteliais, e
sdo essenciais ao desenvolvimento e diferenciacdo das células epiteliais (Sawaf et al., 1991;
Coulombe & Omary, 2002; Silveira et al., 2002; Kirfel et al., 2003; Alberts et al., 2004).
Os filamentos de CKs estendem-se do limite nuclear a periferia celular, formando uma rede
complexa e extensa que interage com a membrana plasmdtica, relacionando-se com
desmossomos e hemidesmossomos (Chu & Weiss, 2002; Alberts et al., 2004). Existem 20
subtipos diferentes de CKs, que sdo classificadas de acordo com o seu peso molecular, que
varia entre 40 e 70 kD; sua composi¢do acidica ou bésica, com pH variando entre 4,9 e 7,8;
e seu ponto isoelétrico (Moll et al., 1982, Sun et al., 1985; Sawaf et al., 1991; Berkovitz &
Barret, 1998; Chu & Weiss, 2002; Silveira et al., 2002). Assim, de acordo com o peso
molecular, o pH e a presenca de determinantes antigénicos, as CKs sdo divididas em dois
tipos: dcidas ou tipo I, que sdo numeradas de 10 a 20; e neutras ou bdsicas ou tipo II,
numeradas de 1 a 9 (Sawaf er al., 1991; Berkovitz & Barret, 1998; Silveira et al., 2002;
Kirfel et al., 2003).

Na maioria dos casos, uma subunidade de CK de baixo peso molecular se
pareia com uma de alto peso molecular, assim como uma subunidade acidica ird se parear
com uma bdésica; o componente bdsico de cada par é sempre cerca de 8 kD maior que o
acidico, com relacdo molar de 1:1 (Berkovitz & Barret, 1998; Chu & Weiss, 2002; Silveira
et al., 2002). Os pares sdo assim organizados: CKs 1/10, CKs 3/12, CKs 4/13, CKs 5/14,
CKs 6/16 ou 6/17, CKs7/19 e CKs 8/18 (Moll et al., 1982). Ao menos, um par de cada
subfamilia é co-expresso em um determinado tecido epitelial (Berkovitz & Barret, 1998;
Chu & Weiss, 2002; Kirfel et al., 2003).

As CKs constituem o grupo de filamentos intermedidrios de maior diversidade
e mais expressos nas células epiteliais (Coulombe & Omary, 2002; Kirfel et al., 2003;
Alberts et al., 2004). Uma tnica célula epitelial é capaz de sintetizar uma grande variedade
de CKs que podem copolimerizar a fim de formar um unico sistema de filamentos (Moll et
al., 1982; Alberts et al., 2004).

A expressdo de CKs varia entre os epitélios em seus diferentes estdgios de

desenvolvimento e durante o seu curso terminal de diferenciacio e, eventualmente, pode ser



caracteristica para diferentes tecidos epiteliais, podendo funcionar como forma de
classificacdo epitelial (Moll et al., 1982; Sawaf et al., 1991; Pelissier et al., 1992, Berkovitz
& Barret, 1998; Chu & Weiss, 2002; Silveira et al., 2002). Ainda, durante a transformacgao
maligna do tecido epitelial, o padrao de expressdo das CKs costuma ser mantido, podendo
ser de utilidade diagnéstica (Moll et al., 1982; Chu & Weiss, 2002; Nikitakis et al., 2004).
A maioria das diferencas encontradas pode ser explicada pela composi¢do celular mais
complexa da lesdo maligna (Moll et al., 1982; Chu & Weiss, 2002).

Dessa forma, a andlise imunohistoquimica da expressdo de CKs pode ser
considerada uma ferramenta util na identificacdo e diferenciacdo dos diferentes tipos
epiteliais e suas origens, assim como na distin¢do de diferentes tipos celulares dentro de um
mesmo tecido (Berkovitz & Barret, 1998; Silveira et al., 2002; Nikitakis ef al., 2004; Pires
et al., 2004b).

Com relacdo aos tecidos bucais, o epitélio pavimentoso estratificado da
cavidade bucal pode ser dividido em tipo I, que corresponde a mucosa superficial ou de
revestimento ndo-queratinizada, ou tipo II, da mucosa mastigatéria queratinizada do palato
duro e gengiva, e tipo III, da mucosa especializada da superficie dorsal da lingua em seus
2/3 anteriores (Sawaf et al., 1991; Berkovitz & Barret, 1998; Silveira et al., 2002). A
mucosa estratificada ndo-queratinizada expressa as CKs 4 e 13, respeitando a expressao
encontrada em outros epitélios semelhantes. As dreas de epitélio queratinizado adicionam a
expressdo das CKs 1, 10 e 11. A camada basal de todos os queratindcitos expressa as CKs 5
e 14, e em menor propor¢do a CK19. As CKs de epitélio simples, 7, 8, 18 e 19, usualmente
ndo sdo expressas neste epitélio (Sawaf er al., 1991; Berkovitz & Barret, 1998; Chu &
Weiss, 2002; Silveira et al., 2002).

O resumo do padrdo de expressdo de CKs no epitélio da cavidade bucal, assim
como a sua distribui¢do, encontra-se descrito na tabela 1. A expressdo de CKs no epitélio
glandular é mais complexa e varidvel de acordo com o tipo de estrutura epitelial presente, e
usualmente mescla a expressao de epitélio simples e complexo, encontrando-se resumida na

tabela 2.



Tabela 1 - Expressao de citoqueratinas (CKs) no epitélio oral por subtipo.

CKs Tipo de epitélio Localizacao
CK1 Epitélio estratificado queratinizado Palato duro e gengiva.
CK2 Epitélio estratificado queratinizado Palato duro e gengiva.
CK3 Epitélio estratificado queratinizado Ausente na cavidade oral.
(camada cOrnea)
CK4 Epitélio estratificado ndo-queratinizado Epitélio sulcular e mucosa jugal.
(queratindcitos suprabasais)
CK5 Epitélio estratificado queratinizado e no- Camada basal de todos os queratindcitos.
queratinizado
CK6 Epitélio estratificado ndo-queratinizado Papilas filiformes, mucosa oral e
(alta renovagdo) glandulas salivares.
CK7 Epitélio simples Células de Merkel, botdes gustatdrios e
glandulas salivares.
CK8 Epitélio simples Palato mole, células de Merkel, botdes
gustatdrios e glandulas salivares.
CK9 Epitélio estratificado queratinizado Ausente na cavidade oral.
CK10 Epitélio estratificado queratinizado Palato duro e gengiva.
CKl11 Epitélio estratificado queratinizado Palato duro e gengiva.
CK12 Epitélio estratificado queratinizado Ausente na cavidade oral.
(camada cornea)
CK13 Epitélio estratificado ndo-queratinizado Epitélio sulcular, mucosa jugal e
(queratindcitos suprabasais) glandulas salivares.
CK14 Epitélio estratificado queratinizado e nio- Camada basal de todos os queratindcitos
queratinizado e glandulas salivares.
CK15 Epitélio escamoso estratificado Inconstante na cavidade oral.
CK16 Epitélio estratificado ndo-queratinizado Glandulas salivares.
(alta renovagdo)
CK17 Epitélio estratificado ndo-queratinizado Glandulas salivares.
(alta renovagdo)
CK18 Epitélio simples Palato mole, células de Merkel e
glandulas salivares.
CK19 Epitélio simples (principalmente) e camada Palato mole, células de Merkel, botdes
basal de epitélio estratificado ndo- gustatorios e glandulas salivares.
queratinizado
CK20 Epitélio simples Células de Merkel e botdes gustatdrios.

Fontes: Moll et al., 1982; Sawaf et al., 1991; Berkovitz & Barret, 1998; Chu & Weiss, 2002; Coulombe & Omary 2002; Silveira et al.,
2002; Kirfel et al., 2003.
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Tabela 2 - Expressao de citoqueratinas (CKs) no epitélio de glandulas salivares normais.

Epitélio glandular Expressdo positiva
Acinos CKs8e 18
Células basais CKs7,14¢e 19
Células mioepiteliais CKs 4,5,6,13,14,16,17¢e 19
Ductos intercalados e estriados CKs7,8,18¢ 19
Ductos excretores CKs4,5,6,7,8,13,14,16,17,18 ¢ 19

Fontes: Moll et al., 1982; Gustafsson et al., 1988; Sawaf et al., 1991; Araujo & Sousa, 1996; Berkovitz & Barret, 1998; Chu & Weiss,
2002.

2.4. Citoqueratinas (CKs): expressao em Carcinomas Mucoepidermoéides

A expressio de CKs nos carcinomas mantém similaridade com o tecido
origindrio da lesdo maligna na maioria dos casos (Gustafsson et al., 1988; Chu & Weiss,
2002; Silveira et al., 2002), embora algumas CKs sejam exclusivas do tumor e outras
caracteristicas apenas do tecido normal (Moll et al., 1982). Tais diferengcas sdo mais
significativas quanto maior a complexidade do tecido de origem e € provavel que essas
divergéncias de expressdo ocorram por um processo de selecdo de tipos celulares que nao
sd0 quantitativamente predominantes no tecido total para comparagdo, ou pela
heterogeneidade tissular (Moll et al., 1982).

Os estudos iniciais nos CMEs concentraram-se na descri¢do dos tipos celulares
que o compdem, a fim de definir melhor a organizacdo celular do tecido tumoral e entender
os processos histogénicos envolvidos no seu desenvolvimento (Dardick et al., 1984;
Chaudhry e al., 1989). De forma similar a outras malignidades de glandula salivar, o CME
consiste em uma unidade acinar-ductal, na qual a multiplicidade de fendtipos neoplasicos
estd relacionada ao potencial de diferenciacao das células epiteliais luminais e mioepiteliais
nao-luminais (Chen, 1979; Dardick et al., 1987; Loyola et al., 1998). Poucos estudos tém
sido realizados na tentativa de se estabelecer um perfil imunohistoquimico para o CME,
que pudesse esclarecer sua histogénese, e assim, que pudesse ser ttil em seu diagndstico

diferencial (Hassanin et al., 1989; Araujo et al., 1991; Regezi et al., 1991; Loyola et al.,
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1998; Araujo et al., 2000; Foschini et al., 2002; Sobral et al., 2002; Pires et al., 2004b;
Silveira et al., 2006).

O padrio de expressao de CKs em CMEs apresenta positividade para as CKs 5,
6,7, 13, 17 e 18; negatividade para a CK 20; e expressividade varidvel para as CKs 8, 14 e
19. Foi encontrado um padrdo de expressdo para CMEs de glandulas salivares maiores de
alto grau de CKs 7, 8 13, 14 e 19, que foi idéntica ao padrdo encontrado nos tumores de
baixo grau. A CK 7 foi encontrada em praticamente todas as células, enquanto que as CKs
8, 14 e 19 foram visualizadas em apenas algumas células dispersas, e a CK 13 apenas nas
células luminais dos espagos cisticos e nas células escamosas (Araujo et al., 2000; Chu &
Weiss, 2002; Sobral et al., 2002).

Anélise imunohistoquimica para as CKs 7, 8, 14, 17, 19 e 20 realizada em
CMEs de baixo grau de malignidade encontrou a expressio de quase todas as CKs
estudadas com variagdes em grau, a excecdo da CK 20 que foi negativa na maioria dos
casos, em que cada tipo celular individualmente apresentou um padrdo especifico. As
células basais apresentaram positividade para as CKs 14 e 17, e focalmente para a CK 8. As
células intermedidrias, na maioria das vezes o maior componente celular das lesdes de
CME, apresentaram uma ampla variedade de expressdo com positividade para as CKs 7, 8§,
17 e 19, focalmente para a CK 14, e raramente para a CK 20. As células escamosas
apresentaram positividade apenas para as CKs consideradas de alto peso molecular, 14 e
17, enquanto que as células mucosas apenas a apresentaram para as CKs de baixo peso
molecular, 7, 8 e 19. As células colunares mostraram positividade semelhante as
intermedidrias, ou seja, para as CKs de alto e baixo peso molecular, CKs 7, 8, 17 e 19,
focalmente para a CK14 e raramente para a CK20 (Foschini et al., 2002).

Em estudo realizado por Silveira et al. (2006), avaliando a expressdo das CKs
7, 8 10, 13 e 14 em onze casos de CMEs, de graus baixo, intermedidrio e alto de
malignidade, o perfil encontrado foi similar. As células escamosas apresentaram
positividade de forte a moderada para as CKs de alto e baixo peso molecular, 7, 10, 13 e
14; assim como as células intermedidrias que apresentaram positividade para as CKs 7, 8,

10 e 14; enquanto que as células mucosas apenas apresentaram imunomarcagdo forte para
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as CKs de baixo peso molecular, 7 e 8. Ja as células claras apresentaram somente
positividade moderada para a CK7.

A expressdao imunohistoquimica das CKs 7 e 20 foi avaliada em 26 casos de
CMEs de glandulas salivares e apresentou positividade difusa para a CK7 em 24 casos
(92,3%) e focal em 2 casos (7,7%). A CK20 apresentou imunopositividade fraca e focal em
somente 2 casos (7,7%), classificados como de graus baixo e intermedidrio de malignidade
(Nikitakis et al., 2004).

De acordo com Foschini & Eusebi (2004), o perfil imunohistoquimico de CKs
nos CME varia de acordo com os tipos celulares, e consequentemente com o padrido de
crescimento neopldsico. A CK14 € expressa preferencialmente na por¢do externa dos cistos
e ninhos tumorais, enquanto que a CK7 na porcao central.

O resumo do padrio imunohistoquimico de expressdo de CKs em CMEs

descrito na literatura encontra-se nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Perfil imunohistoquimico de citoqueratinas (CKs) em carcinomas mucoepidermdides
descrito na literatura.

Autor Ano N’ de casos CKs

Regezi et al. 1991 42 1,5,8,10e 14

Loyola et al. 1998 17 7,8,13,14,18 ¢ 19
Araujo et al. 2000 20 7,8,13,14e 19
Foschini et al. 2002 10 7,8,14,17e 19

Sobral et al. 2002 5 7,8,13,14¢ 19

Pires et al. 2004b 23 1,5,6,7,8,10, 13, 14,16, 18 ¢ 19
Silveira et al. 2006 11 7,8,10,13 e 14
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Tabela 4 - Perfil imunohistoquimico de citoqueratinas (CKs) de acordo com os tipos celulares em
carcinomas mucoepidermdides descrito na literatura.

Autor, ano N’ de casos CE CMU cI CCL CcCcoL
(CKs)
Loyola et al., 1998
(CKs 7,8, 10, 13, 14, 17 CKsl3el4 CKs7,8e¢e CKs7,8,13, Negativas CKs7,8,
18 e 19) 18 14,18 e 19 13,18 e 19
Araujo et al., 2000
(CKs,7,8,13, 14 e 20 CKs7,8, CKs7,8e CKs7e8 NC NC
19) 13,14 e 19 19
Foschini et al., 2002
(CKs 7,8, 14,17, 18, 10 CKs14e17 CKs7,8e CKs7,8, 14, NC CKs 7, 8,
19 e 20) 19 17,18 e 19 17e 19
Silveira et al., 2006
(CKs7,8,10,13 e 11 CKs 10,13 CKs7e8 CKs7,8,10e CK7 NC
14) el4 14

(CE — células escamosas; CMU — células mucosas; CI — células intermedidrias; CCL — células claras; CCOL —

células colunares; NC — ndo classificadas).

2.5. Diferenciacao Mioepitelial nos Carcinomas Mucoepidermdéides

As células mioepiteliais (CM) apresentam fendtipo epitelial e muscular liso, e
constituem a camada externa de glandulas exdcrinas normais, como as glandulas salivares,
mamdrias e sudoriparas (Morinaga et al., 1987; Foschini et al., 2000). Siao células
alongadas de aparéncia estrelada, citoplasma estendendo-se em processos dendriticos, e
localizadas entre a membrana basal e as células epiteliais, dificilmente visualizadas nas
coloragdes de rotina em Hematoxilina & Eosina (Kahn et al., 1985; Foschini et al., 2000).
No entanto, sdo facilmente observadas através de microscopia eletronica pela presenca dos

desmossomos intercelulares e filamentos intracitoplasmaticos (Kahn et al., 1985; Morinaga
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et al., 1987; Foschini et al., 2000). Na microscopia de luz, sio melhor evidenciadas através
de técnicas de imunohistoquimica (Kahn et al., 1985; Foschini et al., 2000).

Em mama, glandulas sudoriparas e salivares normais as CMs jd foram
demonstradas em imunohistoquimica através de anticorpos contra algumas CKs, 5,14 e 17,
proteina S100, actina, actina de musculo liso (AML), miosina de musculo liso de cadeia
pesada, caldesmonina e calponina (Kahn et al., 1985; Morinaga et al., 1987; Hassanin et al,
1989; Prasad ef al., 1999; Foschini et al., 2000; Clarke et al., 2005; Furuse et al., 2005).
Andlise ultraestrutural das células basais em todos os niveis do sistema ductal em glandulas
salivares normais demonstrou que essas células representam uma combinacdo de CMs,
tipo-mioepiteliais e células aparentemente indiferenciadas, que podem ser importantes na
determinacdo histogénica dos tumores de glandulas salivares (Dardick et al. 1987).

O papel das CMs no desenvolvimento dos tumores de glandulas salivares é
controverso, e ja foi explorado em diferentes estudos de andlise ultraestrutural,
imunofluorescéncia, imunohistoquimica e cultura de tecidos (Kahn et al., 1985; Dardick et
al., 1987; Prasad et al., 1999; Furuse et al., 2005). Acredita-se que as neoplasias de
glandulas salivares podem ser subdivididas em duas classes: as que derivam das células de
reserva dos ductos intercalados, que apresentam CMs mais facilmente identificadas no seu
desenvolvimento, e as que apresentam origem associada ao ducto excretor, que nao
apresentam e ndo se originam das CMs, onde provavelmente encontra-se 0 CME (Eversole,
1971; Dardick et al., 1987). Entretanto, pelo fato das CMs terem sido descritas na base dos
ductos excretores, e pelo fato de em alguns casos, existir positividade imunohistoquimica
para alguns antigenos associados as mesmas em CMEs, sugeriu-se um papel destas células
no desenvolvimento destes tumores (Dardick et al., 1987; Regezi et al., 1991).

Kahn et al. (1985) demonstraram imunopositividade para a proteina S100 em
algumas células neoplasicas de CME, refor¢ando os achados de Dardick et al. (1984) que
observaram a presenca de células epiteliais e mioepiteliais nestes tumores através de
microscopia eletronica de transmissdo. Estudo imunohistoquimico realizado por Hassanin
et al. (1989) com 16 casos de CME de glandulas salivares maiores e menores demonstrou

positividade para a proteina S100 nas células escamosas variando de leve a intensa, nas

15



intermedidrias de leve a moderada em alguns casos, e nas claras de forma leve em raros
casos.

No entanto, estudos mais recentes baseados em anélise imunohistoquimica
realizada em CME de glandulas salivares maiores e menores tém mostrado que a
diferenciac@o mioepitelial parece ser minima ou ausente nas lesdes de CME, que parece ser
constituido basicamente de células epiteliais (Regezi et al., 1991; Loyola et al., 1998;
Prasad et al., 1999; Araujo et al., 2000; Foschini et al., 2002; Foschini & Eusebi, 2004;
Yook et al., 2004).

O CME apresenta um amplo espectro morfolégico e a tendéncia a se
desenvolver com mais freqiiéncia nos tecidos contendo CMs, como glandulas salivares,
mama e pulmdo (Dardick et al., 1990; Pia-Foschini et al., 2003; Tomaso et al., 2004).
Dessa forma, ainda sdo necessarios estudos comparativos descritivos para que se confirme

ou exclua o papel das CMs nos CMEs.
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3. PROPOSICAO:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo imunohistoquimica de
diferentes tipos de citoqueratinas e de um marcador de diferenciacdo mioepitelial, a actina
de musculo liso, em carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares em suas
diferentes localizacdes em glandulas maiores e menores, e em suas diferentes gradagdes
histoldgicas, na tentativa de estabelecer um imunofendétipo das células tumorais, buscando

auxiliar o esclarecimento de seu processo de diferenciacdo e histogénese.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Selecao da Amostra

Foram selecionados 80 casos de CME de glandulas salivares maiores e menores
oriundos dos arquivos do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Céancer A.C.
Camargo da Fundacdo Antonio Prudente em Sao Paulo/SP atendidos no periodo entre 1957
e 1997, base comum de trabalhos realizados por Pires et al. (2002, 2004a).

Os critérios de inclusdo estabelecidos foram: disponibilidade de no minimo cortes
de 5 laminas de 5 pm de espessura e 15 laminas silanizadas de 3 um de espessura; material
representativo proveniente de peca cirdrgica; e nimero equivalente de glandulas salivares
maiores € menores.

As informagdes sécio-demograficas e clinicas foram obtidas a partir dos prontudrios

médicos dos pacientes.

4.2. Analise Histopatologica

Foram selecionadas 1aminas de cortes de 5 um de espessura, que foram coradas
com Hematoxilina & Eosina, Acido Periédico de Schiff e Mucicarmim. Todos os casos
foram revisados, e o diagndstico histopatolégico confirmado avaliando-se os cortes corados
nas trés coloragdes. O diagndstico histopatolégico, assim como a gradac@o dos tumores em
graus de malignidade obedeceu aos critérios sugeridos pela Organizagdo Mundial de Satde
e pelo Instituto de Patologia das For¢as Armadas dos Estados Unidos (Batsakis & Luna,
1990; Auclair et al., 1992; Dardick, 1996; Ellis & Auclair, 1996; Cheuk & Chan, 2000;
Gnepp et al., 2001; Rosai, 2004; Barnes et al., 2005). Os critérios utilizados para a
gradacdo histolégica dos CMEs encontram-se resumidos na tabela 5. Os tumores também
foram classificados quanto aos tipos celulares presentes - células escamosas, mucosas,

intermedidrias, claras e colunares; ao percentual de formacdo ductal/cistica e/ou sdlida; e a
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presenca de glandula salivar normal e de suas estruturas adjacentes — 4cinos serosos e
mucosos, ductos intercalado, estriado e excretor, e células mioepiteliais. Ambas as
classificacdes foram realizadas por 2 profissionais separadamente, e 0s casos nos quais nao

houve concordancia, foram re-analisados até que se obtivesse um consenso.

Tabela S - Critérios de gradacgao histoldgica dos carcinomas mucoepidermdides.

Pardmetro histologico Pontuagdo
Componente intracistico < 20% +2
Presenca de invasdo neural +2
Presenca de necrose +3
Mitoses (4 ou mais por 10 campos de maior aumento) +3
Anaplasia +4
Grau histologico Pontuacdo
Baixo grau de malignidade 0a4
Grau intermediario de malignidade Soub
Alto grau de malignidade 7 ou mais

Baseado em: Batsakis & Luna, 1990; Auclair et al., 1992; Dardick, 1996; Ellis & Auclair, 1996; Cheuk & Chan, 2000; Gnepp et al.,
2001; Rosai, 2004; Barnes et al., 2005.

4.3. Analise Imunohistoquimica

Cortes histologicos de 3 um em laminas silanizadas foram desparafinizados
com duas seqiiéncias de xilol por 10 minutos cada em temperatura ambiente, hidratados em
solucdo de etanol em concentragdes decrescentes (100%, 90%, 70% e 50%), e lavados em
agua corrente e destilada. Foram lavados com perdxido de hidrogénio a 10% por 25
minutos através de 5 banhos de 5 minutos cada para inibir a agdo da peroxidase enddgena, e
novamente lavados em dgua corrente e dgua destilada.

A recuperagdo antigénica foi realizada com uma solucdo de 4cido citrico
monohidratado (10mM) em dgua destilada em pH 6,0 a 25°C e incubados com albumina

bovina sérica a 1% (BSA: bovine serum albumin) em dois ciclos de 12 minutos aquecidos
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em forno de microondas (Panasonic — modelo NN7809BH) em poténcia alta (750W), para
inibir a ligacdo inespecifica de anticorpos.

Ap6s resfriamento do liquido, em torno de 2 horas em temperatura ambiente, 0s
cortes foram lavados com &4gua corrente e destilada, e solu¢do salina tamponada com
fosfato pH7,4 (PBS: phosphate-buffered saline).

Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios, diluidos em BSA a 1%
e azida sddica a 0,1% em PBS, em camara timida por 18 horas a 4°C. Os anticorpos

primdrios, as especificacdes e as titulacdes empregadas encontram-se descritos na tabela 6.

Tabela 6 - Anticorpos primdrios, clones, fabricantes e diluicdes empregados na andlise
imunohistoquimica dos 80 casos de carcinomas mucoepidermdides.

Anticorpo primdrio Clone Fabricante Diluicao

CK6 LHK6B Novocastra 1:200

CK7 OV-TL 12/30 Dako 1:400

CK8 35H11 Dako 1:200

CK13 KS-1A3 Novocastra 1:400

CK14 LL002 Novocastra 1:200

CK18 DC10 Dako 1:400

CK19 RCK108 Dako 1:400

o - actina musculo liso especifica 1A4 Dako 1:400

Apés a incubac@o com 0s anticorpos primadrios, os cortes foram lavados em
PBS (3 trocas), e o anticorpo secunddrio conjugado a peroxidase foi entdo adicionado
(Strept AB Complex/HRP Duet, Mouse/ Rabbit, Dako, 1/500) durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente os cortes foram novamente lavados em PBS (3 trocas) e expostos ao
sistema estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept AB Complex/HRP Duet, Mouse/Rabbit,
Dako, 1:500) por mais 30 minutos. A revelagdo foi feita com 120mg de substrato
cromogénico 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma) misturando-se em 200ml de PBS, 2ml

de perdxido de hidrogénio (20 volumes) e 2ml de dimetilsulf6xido (DMSO), e incubando-
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se em camara seca a 37°C durante 5 minutos. Terminada esta etapa, as laminas foram
novamente lavadas em dgua corrente e destilada, contra-coradas com Hematoxilina de
Carrazi durante 5 minutos, desidratadas através de 2 banhos em solu¢do de etanol a 100%,
diafanizadas em xilol com 2 trocas de 10 minutos cada, e montadas em Balsamo do
Canada. Preparados histolégicos controles foram usados em todas as reacdes.

A expressdao das CKs e da AML foi classificada baseada na média de células
coradas em 10 campos de grande aumento (400x) de cada espécime sob microscopio
optico, ndo levando em consideracdo a intensidade. Os critérios de classificacdo
estabelecidos para a expressdo imunohistoquimica foram: negativo (incluindo até 5% de
positividade das células neopldsicas), e positivo para acima de 5% de positividade das
células neoplésicas.

A positividade foi avaliada independentemente:

1. Em cada um dos grupos celulares componentes dos CMEs — células
escamosas, mucosas, intermedidrias, claras e colunares, buscando determinar a expressao
das CKs e sua quantificacdo em cada grupo celular;

2. Em cada um dos padrdes de organizacdo neoplasico — ductal/cistico e s6lido,
a fim de se obter um imunofendtipo de CKs nas diferentes formas de arquitetura presentes
nos CME;

3. Em cada uma das estruturas das glandulas salivares normais, maiores e
menores, quando presentes como controle interno — 4cinos serosos € mucosos, ductos
intercalado, estriado e excretor (células ductais e basais), e células mioepiteliais, buscando
determinar o perfil imunohistoquimico do tecido normal e comparar com as células

neopldsicas na tentativa de se obter uma correlagcdo histogénica.

Essa andlise foi realizada por 2 profissionais separadamente, € 0s casos nos

quais ndo houve concordancia, foram re-analisados até que se obtivesse um consenso.
A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP e aprovada. O certificado da

resolucdo estd anexado ao final desta dissertagao.
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5. RESULTADOS:

5.1. Caracteristicas Sécio-Demograficas e Clinicas

Do total de 80 casos analisados, 40 (50%) acometiam as glandulas salivares
maiores, sendo que 38 (47,5%) a pardtida e 2 (2,5%) a sublingual. Nao houve casos
envolvendo a glandula submandibular. Dos 40 (50%) casos envolvendo as glandulas
salivares menores, 21 (26%) localizavam-se no palato, 6 (7,5%) na mucosa jugal, 6 (7,5%)
na lingua, 4 (5%) no rebordo alveolar e 3 (4%) no assoalho de boca. Com relacdo ao
género, 41 casos (51%) foram encontrados no género masculino e 39 (49%) no feminino,
gerando uma proporcdo de 1,05:1. O intervalo de idade dos pacientes no momento do
diagndstico variou entre 6 e 96 anos, com uma média de 46 anos. A maioria dos pacientes
estava na faixa etdria entre 41 e 79 anos, sendo que 13 (16%) na 52, 14 (17%) na 6% e 15
(19%) na 7* década de vida. O resumo da distribui¢do dos 80 casos de CME de glandulas

salivares de acordo com localizagdo, género idade encontra-se descrito na tabela 7.

22



Tabela 7 - Distribuicdo dos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares de
acordo com localizag@o, género e idade.

Informacaes clinicas Niimero de casos (%)
Localizacdo
Glandulas maiores Parétida 38 47,5
Sublingual 2 2,5
Glandulas menores Palato 21 26
Lingua 6 7,5
Mucosa jugal 6 7,5
Rebordo alveolar 4 5
Assoalho de boca 3 4
Género
Masculino 41 51
Feminino 39 49
Idade
12 década 3 4
2% década 7 9
3% década 12 15
42 década 8 10
5% década 13 16
62 década 14 17
7% década 15 19
Acima da 82 década 8 10
TOTAL 80 100

5.2. Caracteristicas Histopatoldgicas

A coloracido de HE associada as técnicas histoquimicas de PAS sem diastase,

com diastase e mucicarmim positivas confirmaram o diagnéstico de CME nos 80 casos. De
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acordo com o grau de malignidade, 36 casos (45%) foram classificados como de alto grau e
35 (44%) como de baixo grau. Os tumores de grau intermedidrio representaram a menor
proporcao totalizando 9 casos (11%) (figuras 1, 2 e 3).

Com relacdo aos tipos celulares observados, 78 casos apresentavam células
escamosas (98%), 57 intermedidrias (71%) e 43 mucosas (54%). Os tipos celulares
verificados com menor freqiiéncia foram as células claras e as colunares, encontradas em
24 (30%) e 23 (29%) casos, respectivamente. Em 2 casos foram observadas células
oncociticas (figuras 4, 5, 6, 7, 8 € 9). Alguns tumores apresentavam todos os tipos celulares,
enquanto em outros havia predomindncia de um unico tipo celular. A neoplasia organizava-
se em arranjos lobulares solidos (71 casos — 89%) e/ou cistico/ductal (65 casos — 81%),
entremeados por tecido conjuntivo fibroso, em alguns casos hialino ou entremeado por
infiltrado inflamatério mononuclear (figuras 10 e 11).

O resumo da distribuicdo dos 80 casos de CME de glandulas salivares de
acordo com o grau de malignidade, os tipos celulares e o padrdo de organizacdo encontra-se

descrito na tabela 8.

Figura 1 - Area tumoral mostrando cavidade revestida por células mucosas e escamosas em
carcinoma mucoepiderméide de baixo grau histolégico de malignidade (H&E, aumento original
10x).
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Figura 2 - Lencol de células intermedidrias ¢ mucosas encontrado em carcinoma mucoepiderméide
de grau intermedidrio de malignidade (H&E, aumento original 20x).

Figura 3 - Proliferac@o de células escamosas com area de necrose em carcinoma mucoepiderméide
de alto grau histolégico de malignidade (H&E, aumento original 20x).
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Figura 4 - Células escamosas encontradas nos carcinomas mucoepidermédides de glandulas
salivares (H&E, aumento original 20x).

Figura 5 - Células intermedidrias encontradas nos carcinomas mucoepidermdides de glandulas
salivares (H&E, aumento original 20x).
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Figura 6 - Células mucosas encontradas nos carcinomas mucoepidermdides de glandulas salivares
(H&E, aumento original 20x).

Figura 7 - Células claras encontradas nos carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares
(H&E, aumento original 20x).
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Figura 8 - Células colunares encontradas nos carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares
(H&E, aumento original 40x).

Figura 9 - Células oncociticas encontradas nos carcinomas mucoepiderméides de glandulas
salivares (H&E, aumento original 20x).

28



Figura 10 - Padrao de crescimento cistico/ductal encontrado nos carcinomas mucoepidermdides de
glandulas salivares (H&E, aumento original 10x).

Figura 11 - Padrdo de crescimento sélido encontrado nos carcinomas mucoepidermdides de
glandulas salivares (H&E, aumento original 10x).
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Tabela 8 - Distribui¢do dos 80 casos de carcinomas mucoepidermdides de acordo com o grau de
malignidade, os tipos celulares e o padrdo morfoldgico.

Varidveis histologicas Niumero de casos (%)

Tipos celulares

Células escamosas 78 98
Células intermedidrias 57 71
Células mucosas 43 54
Células claras 24 30
Células colunares 23 29
Células oncociticas 2 3

Morfologia neopldsica
Cistica/ductal 65 81
Sélida 71 89

Grau de malignidade

Baixo grau 35 44
Grau intermediario 9 11
Alto grau 36 45

A identificacdo dos diferentes tipos celulares variou de acordo com o grau
histolégico de malignidade: os tumores de alto grau apresentaram predominio de células
escamosas (34 casos — 94,4%) e intermedidrias (24 casos — 66,7%). Os tumores de grau
intermedidrio também apresentaram maior numero de células escamosas e intermedidrias, 9
(100%) e 8 (88,9%) casos, respectivamente. No entanto, os tumores de baixo grau
apresentaram melhor distribuicdo dos principais tipos celulares, 35 casos (100%) com
escamosas, 25 (71,4%) com intermedidrias e 27 (77,1%) com mucosas. A presenca de
células claras e colunares foi menos comum em todos os graus histolégicos de malignidade,

variando de 11,1% a 44,4% dos casos (tabela 9 e figura 12).
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Tabela 9 - Distribui¢do dos tipos celulares nos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de
acordo com o grau histolégico de malignidade.

Tipos celulares Graus histologicos de malignidade

Baixo grau (n=35) Grau intermedidrio (n=9) Alto grau (n=36)

Células escamosas 35 (100%) 9 (100%) 34 (94,4%)
Células intermedidrias 25 (71,4%) 8 (88,9%) 24 (66,7%)
Células mucosas 27 (77,1%) 4 (44,4%) 12 (33,3%)
Células claras 8 (22,9%) 4 (44,4%) 12 (33,3%)
Células colunares 12 (34,3%) 1(11,1%) 10 (27,8%)
100% 100%
100% - 94%
80% - 7%
71%
60% -
44% 44%
40% -
20% -
| ]
Baixo grau Grau intermediario Alto grau
m CE BCl O0CMU mCCL mCCOL ‘

Figura 12 - Distribui¢do dos 80 casos de carcinomas mucoepidermédides de glandulas salivares
correlacionando os tipos celulares (CE — células escamosas; CI — células intermedidrias; CMU —
células mucosas; CCL — células claras; CCOL — células colunares) com o grau histolégico de
malignidade.

Dentre os 80 casos de CME, 40 (50%) apresentavam glandula salivar normal
adjacente, 21 (52,5%) eram de pardtida, 9 (22,5%) de palato, 3 (7,5%) de lingua, 2 (5%) de
assoalho de boca, 2 (5%) de mucosa jugal, 2 (5%) de sublingual e somente 1 (2,5%) de
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rebordo alveolar. Nestes 40 casos, pudemos observar 28 (70%) casos com 4cinos Serosos e
19 (47,5%) com mucosos, 28 (70%) com ductos intercalados, 38 (95%) com ductos
estriados e 31 (77,5%) com ductos excretores. As células mioepiteliais ndo foram

identificadas através de técnicas de histoquimica.

5.3. Caracteristicas Imunohistoquimicas

Em geral, a maioria dos casos de CME apresentou alguma positividade para as
diferentes CKs. No entanto, somente 17 casos (21,3%) apresentaram imunopositividade
para o marcador imunohistoquimico de diferenciacio mioepitelial (AML). A expressdo
imunohistoquimica das CKs e da AML foi varidvel de acordo com o tipo celular.

As células escamosas, observadas em 78 casos, apresentaram expressao
imunohistoquimica para as CKs de epitélio simples, com 65 casos (83,3%) para a CK7, 58
casos (74,4%) para a CK8, 44 casos (56,4%) para a CK18 e 42 casos (53,9%) para a CK19
(figuras 13, 14, 15 e 16). A expressdo das CKs de epitélio complexo nas células escamosas
foi mais variada, com 54 casos (69,2%) positivos para a CK6, 43 casos (55,1%) para a
CK14 e somente 26 casos (33,3%) para a CK13 (figuras 17 e 18). A diferenciacdo
mioepitelial foi verificada em apenas 15 casos (19,2%) das células escamosas.

As células intermedidrias, presentes em 57 casos, apresentaram expressio
imunohistoquimica positiva das CKs 6, 7 e 8 com 23 (40,4%), 35 (61,4%) e 27 (47,4%)
casos, respectivamente (figuras 19, 20 e 21). As CKs menos expressas nas células
intermediarias foram as CKs 13, 14, 18 € 19 com 5 (8,8%), 10 (17,5%), 20 (35,1%) e 13
(22,8%) casos, respectivamente. A expressao de AML foi encontrada somente em 10 casos
(17,5%) das células intermedidrias.

A expressdo imunohistoquimica nas células mucosas, presentes em 43 casos,
foi menos observada para a maioria dos marcadores imunohistoquimicos, com somente 3
(7%) casos positivos para a CK6, 4 casos (9,3%) para a CKS8, 6 casos (14%) para a CK18, 4
casos (9,3%) para a CK19 e 1 caso (2,3%) para a CK13. A expressao da CK7 foi a tinica
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excecdo com 20 casos (46,5%) positivos (figura 22). A expressio da CK14 nao foi
observada neste tipo celular, e a de AML foi visualizada em somente 1 caso (2,3%).

As células claras, presentes em 24 casos, apresentaram expressiao
imunohistoquimica positiva das CKs 6, 7 e 8, com 15 (62,5%), 14 (58,3%) e 14 (58,3%)
casos, respectivamente, apresentando imunopositividade menos comum das CKs 13, 14, 18
e 19, com somente 7 (29,2%) , 3 (12,5%), 4 (16,7%) e 7 (29,2%) casos, respectivamente
(figuras 23, 24 e 25). A diferenciacdo mioepitelial foi verificada nas células claras em
apenas 1 caso (4,2%).

A expressdo imunohistoquimica nas células colunares, presentes em 23 casos,
foi mais observada para as CKs 6, 7, 8 e 18 com 12 (52,2%), 17 (73,9%), 13 (56,5%) e 12
(67,1%) casos, respectivamente, e menos observada para as CKs 13, 14 e 19 com 4
(17,4%), 1 (4,4%) e 7 (30,4%) casos, respectivamente (figuras 26, 27, 28 e 29). A
imunoexpressio de AML também quase ndo foi observada nas células colunares
totalizando apenas 2 casos (8,7%).

Dos 2 casos que apresentaram células oncociticas, a imunomarcag¢do foi
positiva para as CKs 6, 7, 8, 18 e 19 em apenas 1 dos casos (figuras 30, 31, 32, 33 e 34).

O painel imunohistoquimico de CKs e de diferenciacdo mioepitelial de acordo

com o tipo celular encontra-se descrito na tabela 11 e figuras 35, 36, 37 e 38.
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Figura 13 - Imunopositividade para CK7 nas células escamosas nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 14 - Imunopositividade para CK8 nas células escamosas nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 15 - Imunopositividade para CKI18 nas células escamosas nos carcinomas
mucoepiderméides de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 16 - Imunopositividade para CK19 nas células escamosas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 17 - Imunopositividade para CK6 nas células escamosas nos carcinomas mucoepidermoides
de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 18 - Imunopositividade para CKI14 nas células escamosas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 19 - Imunopositividade para CK7 nas células intermedidrias nos carcinomas
mucoepiderméides de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 20 - Imunopositividade para CK6 nas células intermedidrias nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 21 - Imunopositividade para CK8 nas células intermedidrias nos carcinomas
mucoepiderméides de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 22 - Imunopositividade para CK7 em algumas células mucosas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 40x).
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Figura 23 - Imunopositividade para CK6 nas células claras nos carcinomas mucoepiderméides de
glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 24 - Imunopositividade para CK7 nas células claras nos carcinomas mucoepiderméides de
glandulas salivares (Aumento original 40x).
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Figura 25 - Imunopositividade para CK8 em algumas células claras nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 40x).

Figura 26 - Imunopositividade para CK6 nas células colunares nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 27 - Imunopositividade para CK7 nas células colunares nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 28 - Imunopositividade para CK8 nas células colunares nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares (Aumento original 40x).
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Figura 29 - Imunopositividade para CK18 nas células colunares nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares (Aumento original 40x).

Figura 30 - Imunopositividade para CK7 nas células oncociticas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 40x).
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Figura 31 - Imunopositividade para CK6 nas células oncociticas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 40x).

Figura 32 - Imunopositividade para CK8 nas células oncociticas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 40x).
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Figura 33 - Imunopositividade para CKI18 nas células oncociticas nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 40x).

Figura 34 - Imunopositividade para CK19 nas células oncociticas nos carcinomas
mucoepiderméides de glandulas salivares (Aumento original 40x).
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Figura 35 - Expressdo imunohistoquimica de AML nos carcinomas mucoepidermdides de
glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 36 - Auséncia de expressdo imunohistoquimica de AML nos carcinomas mucoepiderméides
de glandulas salivares, em contraste com o controle positivo interno da reagcdo (Aumento original
20x).
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Tabela 11 - Distribuicdo dos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares de
acordo com a expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) e actina de muisculo liso
(AML) por tipo celular.

Painel Tipos Celulares
imunohistoquimico Células Células Células Células
escamosas  intermedidrias mucosas Células claras  colunares
(n=78) (n=157) (n=43) (n=24) (n=23)

Citoqueratinas de epitélio simples

CK7 65 35 20 14 17
(83,3%) (61,4%) (46,5%) (58,3%) (73.9%)
CK8 58 27 4 14 13
(74,4%) (47,4%) (9,3%) (58,3%) (56,5%)
CK18 44 20 6 4 12
(56,4%) (35.1%) (14%) (16,7%) (57.1%)
CK19 42 13 4 7 7
(53,9%) (22,8%) (9,3%) (29,2%) (30,4%)

Citoqueratinas de epitélio complexo

CK6 54 23 3 15 12
(69,2%) (40,4%) (7%) (62,5%) (52,2%)

CK13 26 5 1 7 4
(33,3%) (8,8%) (2,3%) (29,2%) (17,4%)

CK14 43 10 0 3 1
(55,1%) 17,5%) (12,5%) (4,4%)

Diferenciacdo mioepitelial

AML 15 10 1 1 2
(19,2%) (17,5%) (2,3%) (4,2%) (8,7%)
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Figura 37 - Distribui¢do dos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares de
acordo com a expressdo imunohistoquimica de citoquertinas (CKs) de epitélio simples por tipo
celular (CE - células escamosas; CI — células intermediarias; CMU — células mucosas; CCL —
células claras; CCOL - células colunares).
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Figura 38 - Distribui¢do dos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares de
acordo com a expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) de epitélio complexo por tipo
celular (CE - células escamosas; CI — células intermedidrias; CMU — células mucosas; CCL —
células claras; CCOL - células colunares).
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Com relacdo ao padrao morfolégico de organizagdo, a arquitetura cistica/ductal
apresentou imunopositividade para todas as CKs, em que as CKs mais comumente
expressas foram as CKs 7, 8 e 18, positivas em 50 (76,9%), 27 (41,5%) e 28 (43,1%) dos
65 casos, respectivamente. Dos 71 casos com padrio sélido também se observou
positividade para todas as CKs, que foi mais observada na expressdao das CKs 6, 7, 8 e 18
com 38 (53,5%), 46 (64,8%), 34 (47,9%) e 30 (42,3%) casos, respectivamente (tabela 12 e
figuras 39,40 e 41).

Tabela 12. Distribui¢do dos 80 casos de carcinomas mucoepidermdides de glandulas salivares de
acordo com a expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) por padrdao morfolégico.

Marcadores Arquitetura
imunohistoquimicos Cistica/Ductal (n=65) Solido (n=71)
CK6 20 (30,8%) 38 (53,5%)
CK7 50 (76,9%) 46 (64,8%)
CK8 27 (41,5%) 34 (47,9%)
CK13 5(7,7%) 14 (19,7%)
CK14 10 (15,4%) 25 (35,2%)
CK18 28 (43,1%) 30 (42,3%)
CK19 20 (30,8%) 25 (35,2%)
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Figura 39 - Imunopositividade para CK7 no padrdo de crescimento cistico/ductal nos carcinomas
mucoepiderméides de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Figura 40 - Imunopositividade para CK7 no padrédo de crescimento sélido nos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares (Aumento original 20x).
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Figura 41 - Imunopositividade para CK6 no padrdo de crescimento sélido nos carcinomas
mucoepiderméides de glandulas salivares (Aumento original 20x).

Em geral, a maioria dos casos de CME apresentou positividade para as CKs de
epitélio simples e complexo. A CK7 foi expressa em todos os tumores de baixo grau, e a
CK8 em 85,7% dos casos de tumores deste grau de malignidade. Os tumores de alto grau
apresentaram expressao elevada para as CKs 6, 7 e 8 com 72,2%, 77,8% e 83,3% dos casos
imunopositivos, respectivamente. Os tumores de grau intermedidrio apresentaram a
expressao mais elevada das CKs 6 e 8 com 86,9% dos casos em cada uma das CKs. A
CK13 apresentou expressdo reduzida abaixo de 50% em todos os graus histoldgicos de
malignidade.

Dentre os 17 casos (21,3%) que apresentaram diferenciacdo mioepitelial, 10
(58,8%) eram de alto grau, 3 (17,7%) de grau intermedidrio e 4 (23,5%) de baixo grau.

O resumo do painel imunohistoquimico de CKs e de diferenciacdo mioepitelial
segundo o grau histolégico de malignidade encontra-se descrito na tabela 13 e figuras 42 e

43.
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Tabela 13 - Distribui¢do dos carcinomas mucoepidermdides de glandulas salivares de acordo com a
expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) e actina de musculo liso (AML) por grau
histoldgico de malignidade.

Marcadores Graus histolégicos de malignidade
Imunohistoquimicos Baixo grau Grau intermedidrio Alto grau
(n=35) (n=9) (n=36)

Citoqueratinas de epitélio simples

CK7 35 (100%) 6 (67,7%) 30 (83,3%)
CK8 30 (85,7%) 8 (88,9%) 28 (77,8%)
CK18 23 (65,7%) 4 (44,4%) 23 (63,9%)
CK19 23 (65,7%) 4 (44,4%) 20 (55,6%)

Citoqueratinas de epitélio complexo

CK6 23 (65,7%) 8 (88,9%) 26 (72,2%)
CK13 15 (42,9%) 3 (33.3%) 12 (33,3%)
CK14 23 (65,7%) 5 (55,6%) 21 (58,3%)

Diferenciagdo mioepitelial
AML 4 (11,4%) 3 (33,3%) 10 (27,8%)
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Figura 42 - Distribuicdio dos 80 casos de carcinomas mucoepidermdides de glandulas salivares de
acordo com a expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) de epitélio simples por grau
histologico de malignidade (BG — baixo grau; GI — grau intermedidrio; AG — alto grau).
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Figura 43 - Distribui¢do dos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de glandulas salivares de
acordo com a expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) de epitélio complexo por grau
histologico de malignidade (BG — baixo grau; GI — grau intermedidrio; AG — alto grau).
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O tecido glandular salivar normal adjacente também mostrou perfil
imunohistoquimico varidvel. Dentre os &cinos mucosos, observou-se imunopositividade
somente para as CKs 7 (26,3%), 8 (10,5%) e 18 (36,8%). Nos casos envolvendo os acinos
serosos, a imunopositividade foi observada para as CKs 6, 7, 8, 14, 18 e 19, sendo que a
CK18 foi a mais expressa (60,7%).

Os ductos intercalados apresentaram graus varidveis de imunopositividade para
todas as CKs, especialmente para as CKs 6, 7, 18 e 19, que totalizaram 67,9%, 89,3%, 75%
e 67,9% dos casos, respectivamente. Os ductos estriados também foram imunopositivos
para todo o grupo de CKs, apresentando expressdo pronunciada em todos os casos, exceto
para a CK14 que representou 39,5% dos casos.

Os ductos excretores apresentaram imunoexpressao diferenciada dependente da
localizacdo luminal ou ductal e ndo-luminal ou basal. As células ductais apresentaram
imunopositividade mais evidenciada para as CKs 6, 7, 8, 18 e 19, sendo todas acima de
65% dos casos. Nas células basais verificou-se imunopositividade mais proeminente
somente para a CK14 com 80,7% dos casos.

As células mioepiteliais foram observadas somente através da técnica de
imunohistoquimica, principalmente através dos marcadores AML (95%) e CK14 (32,5%).

O resumo do perfil imunohistoquimico de CKs e AML nos 40 casos de

glandula salivar normal estd descrito na tabela 14.
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Tabela 14 - Distribuicdo dos 40 casos de glandulas salivares normais adjacentes aos carcinomas
mucoepidermdides de glandulas salivares de acordo com a expressdo imunohistoquimica de
citoqueratinas (CKs) e de diferenciagdo mioepitelial.

Marcadores imunohistoquimicos

Glandula
salivar normal CKs de epitélio simples CKs de epitélio complexo  Mioepitelial
CK7 CK8 CKI18 CK19 CK6 CKli3 CKl14 AML
Acinos mucosos 5 2 7 0 0 0 0 0
(n=19) (26,3%) (10,5%) (36,8%)
Acinos serosos 8 7 17 2 2 0 1 0
(n=28) (28,6%) (25%) (60,7%) (7,1%) (7,1%) (3,6%)
Ductos
intercalados 25 12 21 19 19 7 5 0
(n=28) (89,3%) (429%) (75%) (67,9%) (67.9%) (25%) (17,9%)
Ductos
estriados 35 36 36 35 30 21 15 0
(n=38) 92,1%) (94,7%) (94,7%) (92,1%) (79%) (55,3%) (39,5%)
Ductos
excretores 30 29 22 27 21 11 5 0

células ductais  (96,8%) (93,6%) (711%) (87,1%) (67,7%) (35,5%) (16,1%)
(n=31)

Ductos

excretores 11 10 7 12 14 1 25 0
células basais  (35,5%) (32,3%) (22,6%) (38,7%) (452%) (3,2%) (80,7%)

(n=31)

Células
mioepiteliais 4 2 5 0 1 0 13 38
(n=40) (10%) (5%) (12,5%) (2,5%) (32,5%) (95%)

De forma resumida, os CMEs apresentaram imunopositividade pronunciada da
maioria das CKs estudadas, CKs 6, 7, 8, 14, 18 e 19, resultado similar ao observado nos
ductos excretores, que apresentaram também expressdo imunohistoquimica pronunciada
das CKs 6, 7, 8, 14, 18 e 19 e imunoexpressdo menos pronunciada da CK13 e AML. As
células acinares apresentaram maior expressdo da CK18; os ductos intercalados das CKs 6,

7,18 e 19; e os ductos estriados das CKs 6, 7, 8, 13, 18 e 19 (tabela 15).
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Tabela 15 - Distribuicdo do padrdo de expressdo imunohistoquimica de citoqueratinas (CKs) e
actina de musculo liso (AML) nos 80 casos de carcinomas mucoepiderméides de glandulas
salivares e 40 casos de glandulas salivares normais adjacentes.

Padrdo de expressdo

imunohistoquimica Expressdo mais pronunciada Expressdo menos pronunciada
CMEs CKs6,7,8,14,18¢ 19 CK13 e AML
Células acinares CK18 CKs 6,7, 8,13, 14,19 e AML
Ductos intercalados CKs6,7,18¢ 19 CKs 8, 13, 14 e AML
Ductos estriados CKs 6,7,8,13,18¢e 19 CK14 e AML
Ductos excretores CKs6,7,8,14,18 ¢ 19 CK13 e AML
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6. DISCUSSAO:

As neoplasias de glandulas salivares constituem um grupo heterogéneo, dentro
do qual o CME representa o segundo tumor mais freqiiente e o tumor maligno mais comum
(Ellis & Auclair, 1996; Goode et al., 1998; Pires et al., 2002; Vargas et al., 2002; Pires et
al., 2004a; Ito et al., 2005; Otoh et al., 2005; Yih et al., 2005; Pires et al., 2006; Rapidis et
al., 2007). A maioria dos trabalhos relata uma predominancia de ocorréncia de CME na
glandula parétida seguida pelo palato (Spiro et al., 1978; Ellis & Auclair, 1996; Brandwein
et al., 2001; Guzzo et al., 2002; Pires et al., 2002; Pires et al., 2004a; Barnes et al., 2005;
Luna, 2006). Em nosso estudo a distribuicdo dos tumores por localizacdo se mostrou
similar com 47,5% dos casos acometendo a pardtida e 26,3% o palato. As demais
localizacdes foram observadas em propor¢des que variavam entre 2,5 e 3,8% e nenhum
caso foi observado na glandula submandibular.

A distribuicdo da ocorréncia dos casos de CME entre os géneros apresenta
algumas variagdes. Alguns autores relatam predominincia do género feminino (Ellis &
Auclair, 1996; Brandwein et al., 2001; Vargas et al., 2002; Barnes et al., 2005), outros
relataram predominancia do género masculino (Guzzo et al., 2002; Pires et al., 2002; Pires
et al., 2004a; Ito et al., 2005; Luna, 2006; Rapidis et al., 2007), enquanto outros
encontraram distribui¢do equivalente entre os géneros (Otoh et al., 2005), assim como em
nosso estudo.

O CME apresenta uma distribui¢do relativamente uniforme entre a terceira e
sétima década de vida e a média de idade encontra-se em torno dos 47 anos (Spiro et al.,
1978; Ellis & Auclair, 1996; Brandwein et al., 2001; Guzzo et al., 2002; Pires et al., 2002;
Vargas et al., 2002; Pires et al., 2004a; Otoh et al., 2005; Rapidis et al., 2007). O CME
raramente acomete criangas e adolescentes, embora constitua a neoplasia maligna de
glandula salivar mais comum em pacientes até os 18 anos de idade (Cruz Perez et al., 2004;
Guzzo et al., 2006; Luna, 2006). No presente trabalho também se observou distribui¢io
relativamente homogénea entre a segunda e a sétima década de vida, sendo a maior

incidéncia localizada entre a quinta e a sétima década, com idade média de 46 anos.
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Somente 3,8% dos casos ocorreram na primeira década de vida, refor¢cando a raridade do
acometimento desta neoplasia em pacientes infantis.

O termo mucoepidermdide enfatiza a presenca de apenas dois tipos celulares,
mucosos € escamosos, embora estes ndo constituam os unicos grupos celulares nestes
tumores. Histologicamente, os CMEs sdo caracterizados por uma variedade de tipos
celulares e padrdes de crescimento (Chaudhry et al., 1989; Dardick, 1996; Ellis & Auclair,
1996, Barnes et al., 2005; Luna, 2006), que contribuem para que a sua histogénese
permaneca indeterminada e controversa. Nosso trabalho evidenciou que as células
escamosas foram observadas em praticamente todos os casos (98%), seguidas das células
intermediarias (71%) e mucosas (54%). As células claras foram observadas em 30% dos
casos e organizadas principalmente em um arranjo sé6lido e lobular, variacdo descrita com
relativa freqiiéncia e que pode eventualmente ser predominante (Maiorano et al., 1997,
Ellis, 1998; Terada et al., 2004; Luna, 2006). As células colunares foram encontradas em
proporg¢do similar (29%) principalmente revestindo espacos cisticos e/ou ductais. Também
foram observados dois casos contendo células oncociticas dispostas em ninhos dispersos no
estroma tumoral, o que estd de acordo com a literatura que descreve a diferenciacio
oncocitica como um achado extremamente incomum no CME (Deveci et al.,, 2000;
Brannon & Willard, 2003; Luna, 2006). Com relacio ao padrao de crescimento neopldsico,
este estudo encontrou uma propor¢cdo semelhante entre o grau de formacdo sdlida e
cistica/ductal, contabilizando 89% e 81% dos casos, respectivamente. O grau de formacao
cistica € importante fator de gradacdo histolégica e que se encontra presente em abundancia
principalmente nos tumores de baixo grau de malignidade (Spiro et al., 1978; Auclair et al.,
1992; Dardick, 1996; Ellis & Auclair, 1996; Goode et al., 1998; Cheuk & Chan., 2000;
Luna, 2006).

Os CMEs podem ser classificados em graus baixo, intermedidrio e alto de
malignidade, os quais de um modo geral apresentam predominancia de células mucosas,
intermedidrias e escamosas, respectivamente (Spiro et al., 1978; Dardick, 1996; Luna,
2006). Nas glandulas salivares, os tumores de baixo e alto grau de malignidade,
representam nesta ordem os tumores mais comuns, enquanto os tumores de grau

intermedidrio representam a menor parcela dos casos (Pires et al., 2002; Vargas et al.,
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2002; Pires et al., 2004a; Rapidis et al., 2006). Em concordincia com a literatura, os casos
avaliados no presente trabalho foram classificados principalmente como de alto (45%) e
baixo (43,8%) graus de malignidade, com somente 11,2% dos casos classificados como de
grau intermedidrio de malignidade.

Com relagdo a distribuicdo dos tipos celulares de acordo com a gradagdo
histolégica, este trabalho encontrou uma distribuicdo relativamente homogénea de casos
contendo células escamosas (100%), mucosas (77%) e intermediarias (71%) nos tumores
classificados como de baixo grau. Os tumores descritos como de grau intermedidrio
apresentaram predominncia de células escamosas e de células intermedidrias, observadas
em 100% e 88,9% dos casos, respectivamente. J4 nos tumores de alto grau de malignidade
0 Unico tipo celular predominante foi o escamoso, observado em 94% dos casos, sempre em
quantidade superior aos demais tipos celulares, intermediérias (66,7%) e mucosas (33,3%).
Auclair et al. (1992) e Goode et al. (1998) analisaram em seus trabalhos a porcentagem dos
tipos celulares encontrados correlacionando-os com o progndstico em casos de CMEs de
glandulas salivares menores e maiores, respectivamente. Ambos observaram células
escamosas em maior propor¢ao nos pacientes que apresentaram pior progndstico, enquanto
células intermedidrias em proporcdes distribuidas de forma constante por todos os grupos
de pacientes, e células mucosas sempre em proporcdes menores. Estes achados apresentam
algumas similaridades com os resultados deste estudo que identificou as células escamosas
como tipo celular predominante nos tumores de alto grau de malignidade, embora também
represente propor¢do elevada nos tumores de graus baixo e intermedidrio, no entanto
observamos propor¢do similar de células intermedidrias e mucosas nos tumores de baixo
grau e somente de células intermedidrias nos de grau intermedidrio. Estes achados também
sdo refor¢ados por Dardick (1996) que descreve os tumores de baixo grau com propor¢ao
elevada e similar de células escamosas e mucosas, e moderada quantidade de células
intermedidrias, os de grau intermedidrio com células intermedidrias predominantes com ou
sem diferenciacdo escamosa, e os de alto grau com uma mistura de células escamosas
pouco diferenciadas e células intermedidrias.

Dessa forma, nos parece que os CMEs bem diferenciados de baixo grau de

malignidade apresentam da mesma forma os componentes celulares bem distribuidos e
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diferenciados, enquanto que aqueles de alto grau de malignidade apresentam
principalmente células escamosas pouco diferenciadas de aspecto muitas vezes similar a
um carcinoma espinocelular, enquanto os tumores com grau de malignidade intermedidrio
representem, como o nome reflete, um espectro intermedidrio entre os de baixo e alto graus
de malignidade.

O processo de histogénese dos tumores de glandulas salivares baseia-se na
unidade acinar-ductal, que resulta em trés modelos de desenvolvimento: origem das células
luminais, origem das células ndo-luminais, € uma popula¢cdo mista com uma combinag¢do de
células acinares e/ou ductal com células basais e/ou mioepiteliais (Dardick, 1996). Pela
grande diversidade celular observada no CME, sua histogénese exata permanece
indeterminada e controversa. A maioria dos autores acredita que se origine de células
pluripotentes dos ductos excretores (Eversole, 1971; Batsakis, 1980; Dardick et al., 1990;
Loyola et al., 1998; Pires et al., 2002; Pires et al., 2004b). A exclusdo de uma origem
similar ao adenoma pleomorfo e carcinoma adendide cistico a partir do ducto intercalado é
baseada na auséncia de diferenciacio mioepitelial pelos CMEs (Dardick et al., 1990;
Loyola et al., 1998). Além disso, estudo recente realizado por Foschini ef al. (2002) relata
evidéncias de diferenciacdo de ducto estriado em CME.

As CKs constituem o maior grupo de filamentos intermedidrios e t€ém sido
utilizadas para diagndstico, histogénese, diferenciacao e identificacio de tipos celulares em
tumores de glandulas salivares, especialmente 0 CME (Araujo & Sousa, 1996; Loyola et
al., 1998; Araujo et al., 2000; Chu & Weiss, 2002; Foschini et al., 2002; Sobral et al.,
2002; Foschini & Eusebi, 2004; Nikitakis et al., 2004; Pires et al., 2004b; Silveira et al.,
20006).

No presente estudo as células escamosas apresentaram expressao elevada acima
de 50% das CKs 6, 7, 8, 14, 18 e 19, e expressdo reduzida da CK 13 (33,3%). A expressao
de CK14 nas células escamosas estd de acordo com a literatura (Loyola et al., 1998; Araujo
et al., 2000; Foschini et al., 2002; Silveira et al., 2006), no entanto, a expressdo de CK13,
encontrada neste tipo celular por diferentes autores (Loyola et al., 1998; Araujo et al.,
2000; Silveira et al., 2006) apresentou expressao reduzida nas células escamosas (33,3%

dos casos) neste estudo. A expressdo das CKs 7, 8 e 19 também foi similar aquela
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encontrada em estudo realizado por Araujo et al. (2000) com 20 casos de CMEs. A
expressao da CK17, par da CK6, observada no trabalho de Foschini ez al. (2002) neste tipo
celular foi similar aos achados deste estudo em relagdao a CK6.

A expressdo imunohistoquimica das CKs nas células mucosas apresentou
expressdo reduzida abaixo de 15% para a maioria dos marcadores, exceto para a CK7,
positiva em 46,5% dos casos. Este achado apresenta similaridades com a literatura que
também relata expressdo de CK7 nas células mucosas (Loyola et al., 1998; Araujo et al.,
2000; Foschini et al., 2002; Silveira et al., 2006), no entanto nio se observa neste estudo a
expressdo elevada concomitante do par de CKs 8/18 (Loyola et al., 1998; Araujo et al.,
2000; Foschini et al., 2002; Silveira et al., 2006), nem de CK19 (Foschini et al., 2002), par
da CK7, expressa no presente trabalho.

As células intermediérias apresentaram imunopositividade elevada para a CK7
(61,4%) e imunopositividade moderada para as CKs 6 (40,4%) e 8 (47,4%) neste estudo,
similar a literatura que também demonstrou expressdo destes marcadores nas células
intermedidrias (Loyola et al., 1998; Araujo et al., 2000; Foschini et al., 2002; Silveira et al.,
2006). Contudo, este estudo ndo observou expressdo elevada para a CK14, positiva em
somente 17,5% dos casos, ao contrdrio dos trabalhos realizados por Loyola et al. (1998),
Foschini er al. (2002) e Silveira et al. (2006), todos positivos para a CK14 em células
intermedidrias. O trabalho de Loyola et al. (1998) analisando dezessete casos de CMEs de
glandulas salivares menores relatou positividade intensa para a CKI13 nas células
intermedidrias, em desacordo com este trabalho que revelou positividade para a CK13 em
somente 8,8% dos casos de células intermedidrias. A expressdao da CK 19 foi relatada nos
trabalho de Loyola et al. (1998) e Foschini et al. (2002) como moderada, ao contrdrio deste
estudo que apresentou imunopositividade para a CK19 em apenas 22,8% dos casos.

O perfil imunohistoquimico de CKs nas células claras foi de positividade
elevada para as CKs 6, 7 e 8, resultado similar ao estudo realizado por Silveira et al. (2006)
que analisou onze casos de CMEs de glandulas salivares maiores e menores e encontrou
positividade moderada de CK7 nas células claras. No entanto, estudo realizado por Loyola
et al. (1998) encontrou negatividade para todas as CKs estudadas, 7, 8, 10, 13, 14 e 19, nas

células claras.
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O presente trabalho também avaliou o perfil imunohistoquimico de CKs nas
células colunares e encontrou positividade elevada para as CKs 6, 7, 8 e 18. Estes achados
encontram similaridades com aqueles observados por Loyola et al. (1998) e Foschini et al.
(2002) que encontraram positividade para as CKs 7, 8 e 18. A CK 17, par da CK6, também
apresentou positividade no estudo realizado por Foschini et al. (2002), assim como a CK19,
que no neste estudo apresentou positividade moderada em 30,4% dos casos. A CKI13
apresentou positividade intensa a moderada nos casos avaliados por Loyola et al. (1998),
enquanto que apresentou positividade reduzida em 17,4% dos casos avaliados nesta
pesquisa.

O grau de diferenciagdo mioepitelial foi objeto de estudo através de andlise
ultraestrutural, imunofluorescéncia e imunohistoquimica, na tentativa de esclarecer a real
participagdo das células mioepiteliais nos CME e auxiliar no entendimento de sua
histogénese (Kahn et al., 1985; Chaudhry et al., 1989; Hassanin et al., 1989; Dardick et al.,
1990; Regezi et al., 1991; Loyola et al., 1998; Prasad et al., 1999; Foschini et al., 2002;
Yook et al., 2004).

Este estudo evidenciou a diferenciagdo mioepitelial através da reacdo
imunohistoquimica positiva para AML em 21,3% dos casos, distribuida de maneira
diferenciada entre os tipos celulares encontrados. As células escamosas apresentaram
imunopositividade em 19,2% dos casos, as intermedidrias em 17,5% dos casos e as
colunares em 8,7% dos casos. As células mucosas e claras apresentaram rara
imunopositividade com 2,3% e 4,2% dos casos respectivamente. Estes achados
apresentaram discordancia com trabalho realizado por Loyola et al. (1998) que encontrou
negatividade nas células tumorais para actina de musculo especifico, e rara positividade
para vimentina e com o trabalho realizado por Foschini et al. (2002) que encontrou
negatividade para AML, calponina, caldesmonina e miosina de musculo liso de cadeia
pesada, exceto um caso (10%) que apresentou positividade das células intermedidrias para a
calponina. Prasad et al. (1999) em estudo realizado com treze casos de CMEs também
encontrou negatividade para os trés marcadores de células mioepiteliais utilizados, actina
de musculo liso, miosina de musculo liso de cadeia pesada e calponina. Todavia, em

trabalho realizado por Hassanin et al. (1989) com dezesseis casos de CMEs de glandulas
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salivares maiores e menores as células escamosas apresentaram forte imunopositividade
para a actina, que variou de fraca a moderada nas células claras e intermedidrias, e
imunopositividade para a proteina S100 na maioria das células escamosas, intermedidrias e
claras e em algumas células mucosas. A deteccio de diferenciacdo mioepitelial em células
escamosas e intermedidrias também foi verificada através de imunofluorescéncia por este
mesmo grupo de pesquisadores (Hassanin et al., 1989). Somado a estes achados da
literatura, sugere-se que as células intermedidrias representem uma contraparte das células
mioepiteliais modificadas encontrada nos adenomas pleomorfos (Dardick et al, 1990),
justificando dessa forma algum grau de diferenciagdo mioepitelial verificado nesta
pesquisa, que se encontra em concordancia com trabalho realizado por Kahn er al. (1985)
que observou positividade para a proteina S100 nas células intermedidrias e mais raramente
nas células mucosas.

A diferenciacdo mioepitelial em células neopldsicas de CME ndo pode ser
considerada inexistente, visto que diferentes trabalhos ja demonstraram algum grau de
diferenciacdo mioepitelial em CME através de diferentes metodologias, como anélise
ultraestrutural, reacdes imunohistoquimica e de imunofluorescéncia, em material
parafinado ou em cultura de tecidos (Kahn et al., 1985; Chaudhry et al., 1989; Hassanin et
al., 1989; Dardick et al., 1990; Regezi et al., 1991; Loyola et al., 1998; Yook et al., 2004).
As divergéncias encontradas entre este estudo e alguns trabalhos da literatura, que
descrevem a diferenciacdo mioepitelial como minima ou ausente provavelmente residem
nos critérios de identificacdo utilizados, na maioria dos casos abrangendo as diferentes
células neoplédsicas do CME como um todo e ndo individualmente.

A expressdo imunohistoquimica de CKs também apresentou variacao de acordo
com o padrdo morfoldgico de crescimento, em que os ninhos tumorais s6lidos apresentaram
positividade elevada para a CK6 (53,5% dos casos), além das CKs 7, 8 e 18 que também
apresentaram positividade elevada nas ilhas cisticas e/ou ductais. Estes achados
apresentaram algumas similaridades com o trabalho realizado por Silveira et al. (2006) que
também demonstrou positividade para as CKs 7 e 8 em ambos os padrdes de crescimento
neoplésico, porém sem a avaliagdo da imunoexpressao das CKs 6 e 18 como na presente

pesquisa. Neste trabalho verificamos positividade moderada para as CKs 14 e 19 no padrao
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de crescimento s6lido, achado similar ao verificado por Silveira et al. (2006) cujo padrdo de
expressdo de CK14 foi altamente positivo nas ilhas neopldsicas sélidas.

Ao correlacionar a gradacdo histoldgica e a expressdo imunohistoquimica das
CKs e AML verificamos que todos os graus histolégicos de malignidade apresentaram
perfil imunohistoquimico similar, exceto pela AML. Os tumores classificados como de alto
grau de malignidade apresentaram expressao elevada de todas as CKs, exceto pela CK13
que apresentou expressdao imunohistoquimica moderada em 33,3% dos casos, e a
diferenciacdo mioepitelial, observada em somente 27,8% dos casos. Os tumores de grau
intermedidrio de malignidade também apresentaram expressdo imunohistoquimica elevada
para as CKs 6, 7, 8 e 14 e moderada para as CKs 13, 18 e 19 e para a AML, positiva em
33,3% dos casos. Os tumores de baixo grau de malignidade mostraram perfil
imunohistoquimico similar aos de alto grau, apresentando positividade elevada para todas
as CKs, exceto pela 13 que foi positiva em 42,9% dos casos, e a diferenciacdo mioepitelial
que foi evidente em somente 11,4% dos casos. Estes achados refor¢caram os descritos por
Silveira et al. (2006) que mostraram perfil imunohistoquimico similar entre todos os graus
histolégicos de malignidade dos 11 casos de CMEs avaliados.

No tecido glandular normal, a CK18 apresentou positividade elevada em todos
os componentes luminais, dcinos e células ductais, assim como a CK8, porém em menor
propor¢do, achados compardveis aos relatados na literatura que caracterizam as CKs 8 e 18
como principais marcadores luminais (Araujo & Sousa, 1996; Loyola et al., 1998; Foschini
& Eusebi, 2004; Silveira et al., 2006). A CK7 também apresentou positividade em todas as
c€lulas luminais, além de 35,5% das células basais dos ductos excretores € 10% das células
mioepiteliais, achado similar ao encontrado por Foschini ef al. (2002), no entanto com
algumas divergéncias com os trabalhos de Araujo & Sousa (1996), Loyola et al. (1998) e
Silveira et al. (2006) que ndo observaram esta positividade nas células mioepiteliais. A
CK19 apresentou imunopositividade elevada somente para as células luminais ductais,
achado verificado por Loyola et al. (1998) e Foschini et al. (2002), que também
encontraram rara positividade para as células acinares. A CK6 mostrou perfil similar ao da
CK19, achado ndo verificado no trabalho de Foschini et al. (2002) e Martins et al. (2002)

que nao observaram positividade para as CKs 16 e 17 respectivamente, ambas CKs que
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apresentam pareamento com a CK6. A CK13 apresentou positividade elevada somente nas
células luminais do ducto estriado, enquanto que a CK14 apresentou imunopositividade
elevada nas células basais do ducto excretor e moderada nas células mioepiteliais. Em
estudo realizado por Loyola et al. (1998) a expressdo de CK14 foi similar, no entanto a de
CK13 foi divergente ndo apresentando positividade elevada em nenhuma estrutura
glandular normal (Loyola et al., 1998). Os achados de Silveira et al. (2006) verificaram que
a CK14 apresentava positividade somente nas células mioepiteliais, sem evidéncias de
marcagdo ductal, no entanto verificou positividade para a CKI13 nas células luminais
ductais de maneira similar aos nossos achados. Durante o desenvolvimento das glandulas
salivares menores, a expressao de CKs se mostra similar aos nossos achados pds-
desenvolvimento, exceto pela CK13, ndo expressa em nenhuma estrutura glandular normal
em desenvolvimento (Martins et al., 2002).

De forma resumida, em nosso trabalho verificamos que as CKs apresentaram
algum grau de imunopositividade nos diferentes tipos celulares encontrados nos CMEs,
num padrdo de expressdo similar ao encontrado nos ductos excretores das glandulas
salivares normais. A diferenciacdo mioepitelial foi menos comumente observada, entretanto

ndo deve ser considerada ausente ou inexistente nos CMEs.
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7. CONCLUSOES:

1. A expressdo imunohistoquimica de diferentes CKs dependente do tipo celular e em
menor propor¢do de AML, similar ao imunofendtipo dos ductos excretores, reforca o
conceito de uma origem a partir de células indiferenciadas pluripotentes localizadas nos

ductos excretores das glandulas salivares normais.

2. A diferenciacio mioepitelial ndo pode ser considerada ausente nos CMEs, e foi
encontrada especialmente nas células escamosas e intermedidrias, principalmente nos
tumores de graus alto (27,8%) e intermedidrio (33,3%) de malignidade nos quais
supostamente hd maior perda de diferenciacdo celular, assemelhando-se as células

pluripotentes.

3. Os tumores de baixo grau de malignidade apresentaram distribuicio homogénea de
células escamosas, intermedidrias e mucosas; os de grau intermedidrio prevaléncia de
células escamosas e intermedidrias; e os de alto grau maior propor¢do de células escamosas.

As células claras e colunares foram observadas sempre em menor freqiiéncia.

4. A expressdo imunohistoquimica das CKs variou de acordo com as células analisadas: as
células escamosas apresentaram imunopositividade elevada para as CKs 6, 7, 8, 14, 18 e
19; as células intermedidrias elevada para a CK7 e moderada para as CKs 6 e 8; as células
mucosas elevada somente para a CK7; as células claras elevada para as CKs 6, 7 e 8; e as

células colunares elevada para as CKs 6, 7, 8 e 18.
5. A expressdo imunohistoquimica das CKs variou de acordo com o padrdo morfoldgico de
crescimento neopldsico: o padrdo cistico/ ductal apresentou maior expressao das CKs 7, 8 e

18; a o padrio s6lido das CKs 6, 7, 8 e 18.

6. A expressdo imunohistoquimica das CKs foi similar em todos os graus histolégicos de

malignidade.
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