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Resumo

Introdugﬁo e Metodologia: Realizou-se um estudo
imunohistoquimico em 4 casos de mioepiteliomas, visando
tracar seu perfil quanto ao grau de diferenciacao das células
através dos anticorpos alfa-SMA, CK 14 e vimentina, bem
como investigar o indice de proliferacao celular pelo anti-
PCNA, além de comparamos a imunorreatividade com o
tecido glandular normal adjacente ao tumor. Resultados:
No tecido glandular normal as células mioepiteliais exibiram
marcacao para alfa-SMA e CK 14, enquanto que nas células
ductais somente a presenca da CK 14 foi verificada. Em
todos os casos foi verificada positividade para CK 14 e
vimentina, porém a CK 14 esteve presente somente em
células epitelidides e fusiformes, enquanto que a vimentina
mostrou-se positiva também nas células plasmocitéides.
A alfa-SMA nao foi detectada nas células neoplasicas.
Imunopositividade para o PCNA foi observada em mais
de 75% do componente celular dos tumores analisados,
independente do tipo. Conclusdes: Concluiu-se que niao
houve diferenca na atividade proliferativa entre os tipos
celulares presentes nos mioepiteliomas e, ainda, que os
resultados deste estudo sugerem que as células constituintes
desta neoplasia realmente representam células da linhagem
mioepitelial, mas em diferentes estagios de diferenciacio.

Myoepithelioma of

minor salivary gland - An
immunohistochemical analysis
of four cases
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Summary

Introduction and Methods: We performed an
immunohistochemical study in four cases of myopitheliomas
with objective to realize a profile in respect of differentiation
grade by the monoclonal antibodies CK14, vimentin and
alph-SMA, besides to investigate the cell proliferation by
anti-PCNA, besides, we compare the immunoreactive with
glandular normal tissue. Results: In the glandular normal
tissue the myoepithelials cells had shown expression for
alpha-SMA and CK 14, while that in the ductals cells, only
the presence of CK 14 was verified. All the cases was verified
positivy for CK 14 and vimentin, however, CK 14 had
been present only in epithelioid and fusiform cells, while
that the vimentin revealed positive also in the cytoplasm
of the plasmocytoid cells. alpha-SMA was not detected in
the neoplasic cells. Immunopositivity for the PCNA was
observed in more than 75% of the cellular component of
the analyzed tumors, independent of the cellular type.
Conclusions: We concluded that it did not have difference
in the proliferative activity among the cellular types presents
in the myoepitheliomas and, still, the results of this study
suggest that the constituent cells of this neoplasia one really
represent cells of the mioepitelial ancestry, but in different
stages of differentiation.
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INTRODUCAO

O mioepitelioma ¢ uma neoplasia benigna rara de
glandula salivar, mais comum em glandula parétida'?
compreendendo menos de 7% dos tumores de glandula
salivar, tendo sido descrita pela primeira vez em 1943%4. Tal
lesao mostra variado padrao de crescimento morfolégico,
podendo ser solido, mixéide ou reticular, com diferencia-
cao mioepitelial, diferindo do adenoma pleomérfico por
nao exibir componente ductal’.

A morfologia celular deste tumor € variada, com
células em um padrio fusiforme, plasmocitoide, epite-
lidide ou clara®. Alguns estudos tém demonstrado que
as cé€lulas fusiformes exibem diferenciacao muscular por
serem reativas para a-SMA e vimentina‘, enquanto outras
pesquisas nao evidenciam qualquer diferenciacao mus-
cular nas células plasmocitoides®”. Segundo Jaeger et al.
(1997), estas células poderiam nao ser de origem mioe-
pitelial tendo perdido ou modificado sua capacidade de
expressar marcadores de evidéncia muscular.

Além dos viarios fendtipos que as células dos
mioepiteliomas podem exibir, alguns autores relatam
que as células fusiformes e claras apresentam atividade
proliferativa mais alta, quando comparadas com as célu-
las plasmocitéides, assim como, afirmando, ainda, que a
producao de material mixdide estaria relacionada com a
baixa atividade proliferativa nestes tumores’.

Encontra-se na literatura a utilizacao de varios mar-
cadores indicadores de atividade proliferativa e de origem
histogenética tanto em glandula salivar normal, como
nos tumores benignos e malignos de natureza epitelial
glandular. Dessa forma, constitui objetivo desta pesquisa
analisar, através da imunohistoquimica, os padroes de
diferenciacao, bem como a atividade proliferativa dos
variados tipos celulares presentes em mioepteliomas de
glandula salivar.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 4 casos de mioepiteliomas de
glandula salivar menor dos arquivos do Servico de Anan-
tomia Patologica do Laboratério de Patologia Oral do
Departamento de Odontologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte. Dos espécimes incluidos em
parafina, foram obtidos cortes de Smm de espessura, os
quais foram submetidos 2 técnica da hematoxilina e eosina
para analise morfologica celular.

Foi realizado um estudo imunohistoquimico pela
técnica da estreptavidina-biotina, utilizando-se os anticor-
pos contra vimentina, a-SMA, CK 14 e PCNA (Antigeno
Nuclear de Proliferacao Celular). Os clones dos anticorpos
utilizados, a recuperacio antigénica, a diluicio, tempo
de incubacio e o fabricantes, encontram-se listados no
Quadro 1.

Todo o material selecionado encontrava-se fixado

Quadro 1. Anticorpos utilizados.

Clone Especificidade Diluicio ~ ocuPeragao - Tempo de
antigénica incubacao

LL002 CK 14* 199  Citrato, pHE., 60
Steamer

a-SM-1 a-SMA* 1:50 T”ps'g;‘go‘”” 120°

VO  Vimentina**  1:50  Somrecupe- 120’
racéo

PC10  PCNA** 150  Crato, pHBO, o ioht
Steamer

em formol e emblocado em parafina, sendo feitos cortes
histolégicos de 3um e colocados sobre laminas contendo
adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano (Sigma
Chemical CO., St. Louis, MO, USA). Os cortes histologicos
foram desparafinados em xilol, re-hidratados em seqtiéncia
de dlcool até a dgua e lavados em duas dguas destiladas
por 5 min cada. Foi feito o bloqueio da peroxidase en-
dogena com peroxido de hidrogénio 20vol, lavadas em
agua e incubadas em TRIS-HCL (Tris-hydroximethil-amino-
metano), pH 7,4 por 10 min. Os cortes foram encubados
com anticorpo monoclonal anti-camundongo, diluido em
solucao tampao de TRIS-HCL (Quadro 1), para incubaciao
com o complexo Estreptoavidina-Biotina, em diluicao de
1:100 por 30 min. Para revelacao foi utilizada a solucio
cromogena de diaminobenzidina a 0,03%, diluida em TRIS-
HCL adicionada de 0,6ml de peroxido de hidrogénio 20vol
em camara escura por 3 min e como contracoloracao a
Hematoxilina de Mayer por 10 min, lavando em dgua ap6s
cada passo. Finalizando o processo fez-se a desidratacio
em alcool e diafanizacao em xilol para montagem da la-
minula com Permount.

Fragmentos de glandula salivar normal foram usados
como controle interno positivo e para fins comparativos.

A andlise da imunopositividade foi realizada por
dois examinadores em momentos distintos, em um estudo
duplo-cego através da microscopia de luz, sendo consi-
deradas positivas todas as células que exibiram coloracao
morrom no seu citoplasma ou nucleo (PCNA). Dessa
forma, foi verificada a auséncia ou presenca de marca-
cdo, atribuindo-se os escores: - (auséncia de marcacao);
+ (marcacao focal, menos de 10% de células marcadas) e
++ (marcacao difusa).

RESULTADOS

Os dados clinicos dos pacientes encontram-se lis-
tados na Tabela 1.

Resultados Morfologicos
Os tumores eram bem circunscritos, sendo fre-

REVISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 72 (4) JuLHo/AGosto 2006
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

529



Tabela 1. Dados clinicos dos casos de mioepiteliomas estudados.

Localizagdo  Diagndstico

Caso Sexo Idade . . Tamanho
anatomica clinico
1 Mas- 39 polato duro Adenoma 2,5 cm
culino anos pleomorfico
p Mas- 80  Labio supe- Lipoma 0,5 cm
culino anos rior
3 Femi- 30 polato duro Adenoma 0,5cm
nino  anos pleomorfico
4 Mas- 31 Palato duro Adenoma 2,0 cm
culino anos pleomorfico

quientemente observada uma capsula de tecido conjuntivo
tibroso na periferia dos espécimes. Os quatro tumores
apresentavam um padriao de crescimento e organiza¢ao
celulares predominantemente sélidos. Os espécimes eram
compostos de ninhos de células coesivas e ndo-coesivas
em uma matriz ora hialina, ora mixéide. As células tumorais
exibiam morfologia variada, mostrando-se mais freqliente-
mente com aparéncia fusiforme, poligonais de citoplasma
eosinofilico (epitelidides) e, por vezes, plasmocitoides
com nucleo hipercromatico. Nenhuma lesio exibiu dreas
de necrose, porém metaplasia escamosa e calcificacoes
foram encontradas em um caso.

Resultados Imunohistoquimicos

A marcagao imuno-histoquimica para os anticorpos
analisados pode ser verificada nas Figuras 1 e 2.

Todos os casos exibiram imunopositividade para
CK 14 e vimentina. Entretanto, a CK 14 esteve presente
somente em células epitelidides e fusiformes, enquanto
que a vimentina esteve presente também no citoplasma
das células plasmocitéides. A a-SMA nio foi detectada
nas cé€lulas neopldsicas, apesar de estar presente em va-
sos sanguineos, os quais foram utilizados como controle
interno positivo.

?s

Sn v

Figura 1. Expressédo da CK 14 em células epitelidides e fusiformes em
mioepitelioma de glandula salivar menor (SABC, 200x).

Figura 2. Imunomarcagao da vimentina em mioepitelioma de glandula
salivar menor (SABC, 200x).

Imunopositividade para o PCNA foi observada em
mais de 75% do componente celular dos tumores analisa-
dos, independentemente do tipo celular e da quantidade
de estroma presente.

Adjacente a 2 dos 4 mioepiteliomas analisados foi
observada presenca de tecido glandular normal consti-
tuido predominantemente por acinos mucosos e ductos.
Neste tecido, as células mioepiteliais exibiram marca¢ao
para a-SMA e CK 14. Nas células ductais detectou-se
imunomarcacio para CK 14. A imunorreacio para oS
anticorpos analisados nos mioepiteliomas encontra-se
listada na Tabela 2.

Tabela 2. Achados imunohistoquimicos nos casos de mioepiteliomas
de glandula salivar menor estudados.

Caso CK14 a-SMA Vimentina PCNA
1 + - ++ ++
2 + - ++ ++
3 + - + ++
4 + - + ++

-: auséncia de marcagéo, +: marcagao focal, ++ marcagao difusa
e intensa

DISCUSSAO

O mioepitelioma benigno de glindula salivar € uma
neoplasia de freqiiéncia rara e natureza mioepitelial, com-
posto de células fusiformes, epitelidides, plasmocitéides e
claras'. Para alguns autores, como Simpson et al. (1995)
esta neoplasia se constitui em um tipo raro de adenoma
pleomértfico. Entretanto, de acordo com Dardick et al.
(1995), este difere do adenoma pleomérfico por exibir
pouco ou nenhum componente ductal.

Um aspecto de interesse sobre os mioepiteliomas
estd nas poucas informacdes sobre seu comportamento
biolégico, devido a sua baixa freqiiéncia. Alguns autores
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consideram que o mesmo € mais agressivo do que os
adenomas pleomorficos!, enquanto outra pesquisa verifi-
cou, através da andlise da expressio do PCNA, nao haver
diferencas na atividade proliferativa entre mioepiteliomas
e adenomas pleomorficos’.

Ogawa et al. (1993) relataram que a cinética celular
relaciona-se ao comportamento biologico de virios tu-
mores, verificando em sua pesquisa que mioepiteliomas
compostos de células fusiformes, epitelidides e claras
mostraram maiores propor¢coes de células PCNA positivas
em comparacido com o tipo plasmocitéide, confirmando
a baixa atividade proliferativa nesse tipo, achados estes
diferentes da presente pesquisa em virtude do PCNA estar
marcado em mais de 75% dos tumores analisados, inde-
pendente do tipo celular.

As células mioepiteliais, constituintes desta neopla-
sia, também sao componentes de varios outros tumores de
glandula salivar. Segundo relatos de Aratjo et al. (1994) e
Batsakis e El-Naggar (1999) essas células estao envolvidas
em varios processos relacionados ao desenvolvimento
neopldsico, como diferenciacio das células tumorais,
sintese de componentes da membrana basal e supressor
tumoral maspin, além de inibir invasao e angiogénese. Foi
verificado nos estudos de Capuano e Jaeger (2004) que
a presenca de constituintes da matriz, como da laminina,
por exemplo, pode induzir mudangas na morfologia de
mioepiteliomas, induzindo a um fendtipo constituido por
células plasmocitoides.

Para Jaeger et al. (1997) uma razoavel propor¢ao de
células fusiformes nos mioepiteliomas indica diferenciacao
muscular, reagindo positivamente para a a-SMA e vimenti-
na, sendo estas denominadas de “myoepithelial like”.

Em relatos de Ellis e Auclair (1996) consta que com
excecao das células fusiformes e algumas epitelidides, a
natureza das células plasmocitéides dos mioepiteliomas
ainda nao esta esclarecida. Jaeger et al. (1997) relataram
ainda que estas células nao mostram qualquer evidéncia
de diferenciacio muscular. Ogawa et al. (2003) acredi-
tam que estas células se originam de células luminais e
nao de células mioepiteliais, adicionando ainda que os
tumores constituidos de células plasmocitéides poderiam
ser classificados em adenomas ou adenocarcinomas plas-
mocitoides.

Marcadores imunohistoquimicos para células mio-
epiteliais tém incluido a proteina S-100, GFAP, citoque-
ratinas e vimentina, além do a-SMA, o qual se encontra
associado a células mioepiteliais de glandula salivar
normal’. A vimentina foi considerada por Aradjo et al.
(1994) como sendo um marcador de célula mioepitelial
neoplasica. Ja nos estudos desenvolvidos por esse grupo
em 2001, foi sugerido que esta proteina ndo é exclusiva
de células mioepiteliais neoplasicas, ja que pode estar
presente também em outros tipos celulares originados do
ducto intercalado.

De acordo com Hornick e Futcher (2004), as células
miopiteliais neopldsicas freqiientemente perdem a expres-
sao de marcadores de diferenciacio muscular, quando
entlo, a imunorreatividade a estes marcadores n2o € reque-
rida para confirmar a diferenciacao mioepitelial. Por esta
razao, a fraca expressio de marcadores musculares tem
conduzido os autores a considerarem os mioepiteliomas
plasmocitoides como mioepiteliomas verdadeiros, apesar
de Franquemont e Mills (1993) nio acreditarem na natureza
mioepitelial deste tipo celular, sugerindo que o subtipo
plasmocitoide nao seria um tipo de mioepitelioma.

Diante de tantas controvérsias na literatura no
tocante a natureza das células dos mioepiteliomas, o
presente estudo analisou a diferenciacao e natureza dos
constituintes celulares de mioepiteliomas de glandula sa-
livar menor, usando marcadores de diferenciacao epitelial
como a CK 14 e de diferenciacio muscular como a-SMA
e vimentina.

As citoqueratinas sao proteinas dos filamentos inter-
medidrios das células epiteliais associadas com a diferen-
ciacao e organizacao do citoesqueleto, sendo expressas em
células epiteliais especificas dependendo do seu estigio
de diferenciacao. Segundo Ogawa et al. (1999) e Ogawa
et al. (2000, as células mioepiteliais em glandula salivar
expressam CKs 5 e 14, ressaltando-se que estas ndo servem
como marcadores especificos para estas células pois sio
expressas também por células basais ductais, onde as CKs
18 e 19 também encontram-se presentes.

A CK 14 esteve presente nas células mioepiteliais
(nao-luminais), tanto de morfologia fusiforme, epiteli-
oide como plasmocitéides dos adenomas pleomoérficos
estudados por Ogawa et al. (2003), o que discorda dos
achados da presente pesquisa na qual a CK 14 s6 esteve
imunomarcada em células fusiformes e epitelidides, discor-
dando também dos estudos de Aratjo et al. (2001) onde
foi encontrado marcagcao para CKs 14 e 19 em células
plasmocitoides e ndo nas fusiformes.

Ja a vimentina encontrada em todos os tipos celula-
res neste estudo, também esteve presente em todos os tipos
celulares dos mioepiteliomas analisados na pesquisa de
Araujo et al. (2001) e, ocasionalmente, nas células nao-lu-
minais dos adenomas pelomorficos estudados por Ogawa
et al. (2003). Estes ultimos autores reforcam a hipotese de
que esta proteina nao é um marcador exclusivo de célula
mioepitelial neoplasica, justificando que a mesma & ne-
cessaria para migracao das células epiteliais em processos
patoldgicos e fisiologicos, estando a vimentina presente,
também, durante o desenvolvimento apos este processo
em alguns segmentos de glandula salivar normal.

A auséncia da a-SMA nos casos aqui estudados e a
imunorreatividade para vimentina foi detectada também
nas pesquisas de Savera et al. (1997) e Ogawa et al. (2003),
respectivamente.

Diante desses achados, acreditamos que todos os
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tipos morfologicos das células constituintes dos mioepite-
liomas representam células da linhagem mioepitelial, em
estagios bastante variados de sua evolugao, discordando
das conclusoes de Ogawa et al. (2003). As controvérsias
existentes na literatura no tocante a expressao de marca-
dores musculares tanto em células fusiformes e epitelidides
como plasmocitoéides pode ser justificado pelo fato de tais
células poderem exibir estdgios distintos de diferenciacao,
ou estas terem perdido ou modificado sua capacidade de
produzir marcadores musculares. Adicionalmente, pode-se
sugerir que a fraca diferenciacio muscular “in vivo” em
algumas células constituintes dos mioepiteliomas poderia
ser devido ao processo inibitorio mediado pela matriz
extracelular.
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