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RESUMO
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Foram estudados através de técnica imunohistoquimica, 17 casos de adenomas pleomdérficos pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com o ojetivo de evidenciar células mioepiteliais, células
plasmocitéides, células com metaplasia escamosa e células em arranjo ductal, com a utilizagdo de citoqueratina de alto peso molecular, vimentina
e proteina S-100. Os resultados permitem estabelecer um padréo de marcagéo imunohistquimico para vimentina e citoqueratina de alto peso
molecular com diferencas estatisticamente significativas em relagéo aos diferentes tipos celulares estudados, enquanto que com a utilizacdo da
proteina S-100 ndo constatou-se diferencas de marcagéo imunohistoquimica considerando-se os tipos celulares estudados.

UNITERMOS
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SUMMARY

Atotal of 17 cases of pleomorphic adenoma were studied using an immunohistochemical technique. The purpose of this study is to make evident
myoepithelial cells, metaplastic squamous cells, and cells disclosing ductal arragement using cytokeratin of high molecule weight, vimentin, and S-
100 protein. According to these reports were possible to establish an immunohistochemical staining pattern for vimentin and cytokeratin of high
molecule weight with significative statistical differences related to the celular types investigated. In addition, S-100 protein did not show any
immunohistochemical sataining differentiationinthe cells studied.
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INTRODUCAO

O adenoma pleomérfico é o mais comum
dostumores das glandulas salivares maiores e
menores. A parétida é a sede mais frequente
sendo responsavel por 85 a 90% dos casos,
embora possa ocorrer em qualquer das glandu-
las salivares 29, 49, 52, 53 ..

Em relacdo a sua histogénese, a maioria
dos estudos atuais estdo centralizados na célu-
la de reserva do ducto intercalado e na célula
mioepitelial, que conservamapluripotencialidade
para diferenciarem-se em vdrios padrbes
morfolégicos encontrados nos adenomas
pleomérficos. A célula mioepitelial é capaz de
expressarcaracteristicas morfolégicas epiteliais
e mesenquimaticas 34, 45.

Com os avangos nas técnicas
imunohistoquimicas, diversos estudos forame
continuam sendo realizados em adenomas
pleomérficos, buscando a marcagdo de
microfilamentos e filamentos intermedidrios com
0 uso de anticorpos mono e policlonais nos

diferentes tipos celulares encontrados em

adenomas pleomérficos 1,6,11,13,15,17, 19,

21, 31, 32, 34, 35, 37, 45, 50, 56, 58, 59 .
REVISAODALITERATURA

Desde a publicacao de Billroth 9, a quem é
atribuido o primeiro relato do tumor hoje conhe-
cido com adenoma pleomérfico, seguiram-se
inimeras publicagdes caracterizando o quadro
histopatoldgico do adenoma pleomérfico e bus-
cando o estabelecimentode sua histogénese 8,
18,20,22,28,32,41,44, 48, 54,62, 64, 65, 66,
67, 68 . Estes tumores apresentam grande
variagéo microscépica, e esta tem sido atribui-
damais recentemente a participagao da célula
mioepitelial 2,11, 16, 19, 34.

O termo “tumor misto” foi introduzido por
MINSSEN 32, por acreditar que a origem do
tumorfosse epitelial e mesenquimatica. Muitos
autores discordaram das afirmacgdes de
MINSSEN32, e propuseram varias hipdteses
histogenéticas 8,18,20,22,2841,44,54,
62,65,66,67. Em se estudo WILLIS e MEYER

64, reafirmaram a origem epitelial do tumor,
propondo a mudanga de denominagao para
adenoma pleomérfico.

Aimunchistoguimica baseia-se na marca-
¢aodeestruturas pela agao de anticorpos espe-
cificos, permitindo a identificagdo de compo-
nentes proteicos de células e tecidos, pois per-
mite uma melhor caracterizagdo de células em
relagdo a histoquimica convencional. Por outro
lado, aformalina, utilizada rotineiramente como
fixador em patologia, altera minimamente a
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antigenicidade das proteinas, tornando possi-
vel a utilizagao de métodos imunohistoquimicos
emtecidos fixados e incluidos em parafina 61.

Apés aligagao do anticorpo a protéina alvo,
é necessdria a unido de uma substancia colori-
da para permitir a visualizagéo da ligacéo. A
técnica indireta de marcacao do anticorpo pri-
mario requer a utilizagdo de um anticorpo se-
cundario, especifico contra o anticorpo prima-
rio, unido a uma enzima, a peroxidase, que na
presenca do substrato ird induzir a formgéo de
um composto colorido 61. Atécnica da Avidina-
Biotina-Peroxidase temsido utilizada commuita
frequencia nos ultimos anos de forma a se obter
um conjunto mais estavel 23, 47 .

Varios marcadoresimunohistoquimicos tém
sido utilizados em estudos de tumores de glan-
dulas salivares, especialmente em adenomas
pleomodrficos. A citoqueratina é o mais comple-
xo dos filamentos intermediarios presentes no
citoesqueleto das células epiteliais, compreen-
dendo um conjunto de 19tipos diferentes prote-
inas. Estas proteinas podem ser evidenciadas
em conjunto ou de forma isolada pela
imunohistoquimica, dependendo do objetivodo
estudo 6 . Varios estudos imunohistoquimicos
foram realizados em adenomas pleomdrficos
buscando evidenciar a expressdo da
citoqueratina 10, 13, 14,17, 19, 21, 31, 33, 37,
42,45, 50, 59, 68 .

A vimentina foi definida por Barwick 6, em
1990, como marcador especifico para células
dotecido conjuntivo, sendo ofilamentointerme-
diario mais abundante na maioria das células
mesenquimaticas, com excecdo das células
musculares. Vérios trabalhso tem mostrado a
co-expressividade da vimentina com a
citoqueratina emdiferentes situagdes, inclusive
em adenomas pleomorficos 6, 17, 31, 34, 35,
56.

A proteina S-100 foi isolada por Moore em
1965 15, e sua fungdo esta relacionada com o
trnsporte itracelular do célcio, apresentando
uma ampla distribuicdo entre os tecidos e espé-
cies 6, 15.

Sendo a identificagdo dos tipos celulares
encontrados nos adenomas pleomérficos, fre-
quentemente ndo serpossivel apenasaoexame
microscdpico de rotina, o que enfatiza a utiliza-
cdodeanticorpos paraaidentificagao dos prin-
cipais componentes destas células, o objetivo
deste estudo foi o de analisar, & luz da
imunohistoquimica, a marcagao de anticorpos
especificos para a citoqueratina, vimentina e
proteina S-100 nos seguintes tipos celulares
presentes nos adenomas pleomérficos: células
mioepiteliais, células plasmocitdides, célulasem
arranjo ductal e células com metaplasia
escamosa.

MATERIAL EMETODO

Para a realizagdo deste trabalho, foram
selecionados 17 casos de adenomas
pleomérficos com diagndstico histopatolégico,

arquivados no laboratdrio de Patologia da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul. As
pecas dos casos selecionados encontravam-se
fixadas emformol a 10%, eforamreincluidasem
parafina, realizados novos cortescom4a5pde
espessura, estes corados com Hematoxilina-
Eosina através de técnica histoldgica de rofina
e examinados de forma a confirmar o diagnés-
tico.

Dos casos selecionados foram realizados
cortes semi-seriados com 5 micrometros de
espessura e colocados sobre ldminas de vidro
paramicroscopia, preparadas previamente com
solugaoadesiva, obtendo-se 31aminasde cada
espécie, totalizando 51 ldminas destinadas a
realizacdo de técnicaimunohistquimica. Paraa
realizagao da técnicaimunohistoquimica foram
utilizados os seguintes marcadores obtidos co-
mercialmente:

Citogueratina de alto pesomolecular (DAKO
Co.®)1

Vimentina ( DAKO Co. ® )1

Proteina S-100 ( DAKO Co. ® )1

Aslaminas obtidas foram examinadas atra-
vés de microscopia 6tica, e a avaliagdo
imunohistoquimica consistiu na observagdode
3 campos microscopios contiguos. Os resulta-
dosforamtabulados e foi utilizada a provado x2
em nivel de significancia de p = 0,001 para
verificar se as diferengas amostrais sugerem
diferencas significativas ou se representavam
apenas variagdes casuais 55.

1. Dako Corporation

RESULTADOS

1-TECNICA HISTOLOGICA DEROTINA

No exame microscépico dos cortes corados
com hematoxilina-eosina, os adenomas
pleomérficos estudados exibiam estruturas
ductiformes de diametros variados constituidos
porduas ou mais camadas de células, sendoas
internas ctibicas com nucleo central, e as peri-
féricas com nucleo de aspecto fusiforme . Dos
17 tumores observados, 12 apresentavam-se
totalmente circundados porcépsula fibrosa. Nos
restantes dos casos a circunscrigéo era parcial.

Os adenomas pleomérficos selecionados
apresentavam proliferagao de células poliédricas
com disposigao em corddes, ninhos oulengéis,
assumindo arranjo escamoso ocasionaimente.
Entre estas estruturas, observaram-se dreas
mixéides ouhialinas tendo entre meio elementos
celulares isolados, alguns com aspecto
plasmocitéide (Fig. 1).

Quando dispostas emcorddes e ninhos, as
células apresentavam uma morfologia do tipo
poligonal com nucleos ovais hipercromaticos.
As células plasmocitéides mostravam ntcleo
ovalado central ou deslocado para periferia,
com citoplasma eosindfilo. Frequentemente, 0
estroma assumia aspecto mixdide ou hialino,
raramente viu-se arranjo fibroso e condrdide
(Fig. 2).

2.IMUNOHISTOQUIMICA
2.1. Expressividade da Citoqueratina

A observagdo microscopica dareagdo com
acitoqueratina de alto peso molecular mostrou
um padréo de positividade constante e abun-
dante para as células epiteliais dos adenomas
que assumiam o padrdo ductal e ou com
metaplasia escamosa, inclusive comdiferencas
significativas para o valor de p=0,01(Fig.3).
Especificamente nas estruturas dispostas em
arranjo ductal, observou-se positividade tanto
para as células mais internas quanto para as
células dispostas mais periféricamente (Fig. 4).

As células mioepiteliais e com aspecto
plasmocitéide mostraram-se predominantemen-
te negativas para evidenciagdo da citoqueratina,
mostrando um padrio de negatividade inclusive
comvalores significativos para o valorde p=0,01
(Tab. 1).

As dreas mixoides e hialinas presentes nao
apresentaram positividade para a citoqueratina.

Tabela 1 - Expressividade da citoqueratina
para os elementos celulares estudados.

TIPOCELULAR | POSITIVO | NEGATIVC
mioepitelial 06 45
plasmocitéide 05 46
ductal 44 07

met. escamosa 47 04
significativo para p=0,01

2.2. Expressividade da Vimentina

A evidenciagao pela vimentina apresentou
positividade para as células mioepiteliais e
plasmocitéides (Fig. 5 e 6). Positividade tambem
foi observada nas estruturas emarranjo ductal,
porém esta positividade se fazia mais intensa
nascélulas das camadas periféricas dos ductos.
As dreas commetaplasia escamosaapresenta-
ram -se predominatemente negativas para a
marcagdo com vimentina.

As dreas com estroma de aspecto mixéide
ou hialino ndo mostraram positividade para a
vimentina.

Pode -se oservar na tabela 2 que houve
diferencas significativas para os quatrotipos de
elementos celulares estudados paraovalorde
p=0,01.

Tabela2-Expressividade davimentina para
os elementos celulares estudados.

TIPOCELULAR | POSITIVO | NEGATIVO
mioepitelial 49 02
plasmocitéide 36 15
ductal 48 03
met. escamosa 05 46

significativo para p=0,01

2.3. Expressividade da proteina 5-100

O padrdo de marcagéo observado para a
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proteina S-100 ndo apresentou diferengas sig-
nificativas para o valorde p=0,01, para nenhum
dos 4 tipos celulares estudados.

Observou-se um padrdo de positividade de
aproximadamente 2/3 das observagdes para
todos ostipos celulares estudados (Tab. 3). Nas
células de arranjo ductal, vimos positividade
varidvel ora para células luminais, ora para
células mais periféricas, com uma predominan-
cia de positividade nessas Ultimas (Fig. 7).

As dreas com metaplasia escamosa, quan-
do apresentavam-se positivas, eram de manei-
ra constante e homogénea, porém algumas
dreas com metaplasia escamosa mostravam-
se totalmente negativas para esse marcador.
As células plasmocitéides apresentavam distri-
buigdo ocasional e mostraram positividade
variavel para a proteina S-100, mas exclusiva-
mente em sua por¢ao citoplasmatica. As célu-
las mioepiteliais apresentavam positividade se-
melhante aquelas vistas nas células
plasmocitdides (Fig.8).

Tabela3- Expressividade daproteina S-100
paraos elementos celulares estudados.

TIPOCELULAR |POSITIVO | NEGATIVO

mioepitelial 39 12

plasmocitéide 37 14

ductal 40 11

met. escamosa 37 14

Nao significativo para p=0,01
DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo permiti-
ram evidenciar um padrao imunohistoquimico
dedistribuigdo dos marcadores para os elemen-
tos celulares estudados nos adenomas
pleomérficos.

Aintensa positividade para amarcagéo com
citogueratina de alto peso molecular, observada
nas areas com metaplasia escamosa e com
arranjo ductal, foi salientada por CASELITZ12;
PALMER45; MORI33; BROCHERIOU10;
MATSUSHIMA31 . Observou-se um padréo
homogéneo de marcacgéo para a citoqueratina
de alto peso molecular, podendo-se afirmar,
subjetivamente, que amarcagao era constante
e intensa para citoqueratina nas areas de
metaplasia escamosa, o que concorda com os
resultados de MORI 33.

Emrelagdo a estruturas comarranjo ductal,
observou-se uma marca¢ao cujo o padréo era
positivo para as células da camada maisinterna
do ducto, as células periféricas quando positi-
vas, apresentavamuma intensidade menor. Este
achado concorda com os de ERLANDSON 19
,DRAEGER 17 ,MATSUSHIMA 31 |,
GUSTAFSSON 24 ,MORI 36 . As células
mioepiteliais e plasmocitéides mostraram-se
predominantemente negativas para a
evidenciag@o com a citoqueratina. Este padrdo
foi observado por ERLANDSON 19.

As diferengas significativas encontradas

para citoqueratina de alto peso molecular, suge-
remuma diferenciagdo escamosa paraas célu-
las internas do ducto e com metaplasia
escamosa, ao passo que as células
plasmocitdides e mioepiteliais ndo apresentam
estadiferenciacio. Estavariagdo de padrdode
positividade confirma a presenca de 2 tipos
celulares na patogénese dos adenomas
pleomérficos 17, 36.

Na evidenciagdo comvimentina, as células
dispostas em arranjo ductal expressaram
positividade quando os ductos eram compostos
por 2 camadas de células e a marcagdo mais
intensa se fazia na camada externa. Este pa-
drao de marcagéo oposto entre vimentina e
citoqueratina nas estruturas ductais tem sido
atribuida naliteratura a origem mioepitelial das
células periféricas das estruturas ductais , ao
passo que as celulas centrais tem origem nas
células que revestem internamente os ductos
nas glandulas salivares normais 31, 68. A
positividade vista nas células plasmocitdides
evidenciada pelo uso da vimentina, observada
em nosso estudo, é atribuida na literaturaa sua
origem a partir da transformacao de células
mioepiteliais 1,34,35.

Na evidencia ¢cdo comvimentina, observou-
se co-expressividade para as células ductaise
com metaplasia escamosa, & as células
mioepiteliais com ou sem transformagéo
plasmocitdide expressaram positividade, en-
quanto areas de estroma mixdide e hialinondo
mostraram positividade na utilizagdo da
vimentina.

Ao considerar-se a andlise estatistica em-
pregada neste estudo para a vimentina em
relacdo aos diferentes tipos celulares estuda-
dos, é possivel sugerir que os adenomas
pleomérficos tem patogenias associada a pre-
sengade células dereservadoductointercala-
do, de onde provem as células mioepiteliais,
acinares eductais 11,17,30,31,58, jd que obser-
vou-se positividade para vimentina em células
plasmocitdides e mioepiteliais.

A marcagdo obtida com a utilizagdo da
proteina S-100 apresentou resultado semelhan-
te, independentemente dotipo celular conside-
rado, ndo tendo sido possivel constatarem-se
diferencas significativas entre os resultados.
Segundo CEBALLOS15, esta constatagdo se
deve ao fato de ser a Proteina S-100 um cons-
tituinte presente em varias células, cuja fungdo
estaria relacionada a alguma atividade funcio-
nal, ligada ao célcio.

Varios estudos naliteratura apontam resul-
tados semelhantes ao do presente estudo no
que serefere a utilizagdo daproteina S-100em
adenomas pleomérficos15,30,34,36,39,57,58.
Algumas discrepancias de resultados de
marc¢do pela proteina S-100 em adenomas
pleomérficos podem estar relacionadas a
especificidade dos imunorreagentes para as
diferentes subunidades da proteina $-100 34,
ouainda pelo fato daimunolocalizagdo da pro-
teina S-100 ser frequentemente nuclear, mas-

carada pela hematoxifina na contra-coloragéo
51.

CONCLUSOES

Existem diferencas estatisticamente signifi-
cativas entre o padrdoc de marcacéo
imunohistoquimico das células dos adenomas
pleomdrficos estudados onde:

- As células com metaplasia escamosa
marcaram principalmente com a citoqueratina
de alto peso molecular e ndo marcaram para
vimentina.

- As células que assumem arranjo ductal
marcaram igualmente para citoqueratina de alto
peso molecular e vimentina, porém as células
internas marcaram principalmente para a
citoqueratina e as externas para a vimentina.

- As células plasmocitdides e mioepiteliais
sao positivas para a vimentina.

Comrelagao aprotefna S-100 n&o se cons-
taram diferencas significativas entre os celula-
res estudados nos adenomas pleomorficos.
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de adenoma pleomorfico onde se notaparte da
cépsulafibrosa (=+) e maisinternamente as estruturas emarranjo ductal, (=)
areas hilinas (B>) e mixoides (3). (HE=40x)

FIGURA 3- Fotomicrografia de adenoma pleomorfico evidenciado pela citoqueratina
dealtopesomolecular. Observa-se amarcagao positiva paraas estruturas ductais,
(=) dreas commetaplasia escamosa (#). O estroma apresenta célulascom
nucleobasdfilo pela contracoloragdo comhematoxilina (e). (HE=40x)

FIGURAS5 - Fotomicrografia mostrando a evidenciagao imunchistoquimicaparaa
vimentina onde é possivel notar-se a positividade das células do estroma (%) e
das células estruturais ductais (==).Contra coloragao hematoxilina (=40x)

FIGURA 2 - Fotomicrografia em area de estroma mixéide (3%) comcélulas
plamocitides (~) e mioepiteliais (B>). Nota-se também metaplasia escamosa
envolvendo estrutura ductal (#). (HE=160x)

FIGURA 4 - Fotomicrografia em maior aumento de adenoma pleomorficocom
evidenciacdopela citoqueratina de alio peso molecular. Observa-se marcagéo
positiva para a estrutura ductal (=) e commetaplasia escamosa (3k) Contra
coloragao hematoxilina. (HE=160x)

FIGURA 6 - Fotomicrografia evidenciando a positividade para avimentinanas
células periféricas das estruturas ductais, (==») comcélulas mioepiteliais (%) e
plamocitéides (B>) e mioepiteliais . Contra coloragéo hematoxilina. (=160x)

FIGURAY - Fotomicrografiamostrando evidenciagaopelaproteina S-100em
adenomas pleomorficos, com positividade variavel em dreas de metaplasina
escamosa, (3k) nas células periféricas dos ductos (—») e emalgumas células do
estroma(e). Contra coloragao hematoxilina(z40x)

FIGURAB - Fotomicrografiaevidenciando a positividade para a proteina 5-100 em
areas commetaplasia, (3¢) estruturas ductais (células periféricas) (=) e células
plasmocitéides(&). Contra coloragao hematoxilina(z=160x)
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