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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento da MB em tumores benigno e maligno da glandula
salivar com origem no ducto intercalar, através da coloracéo histoquimica do Acido Periddico de Schiff (PAS).
Para tal, foram selecionados 20 casos de tumores de glandula salivar, sendo 12 de adenoma pleomorfico (AP)
e 8 de carcinoma adendide cistico (CAC) do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de
Pernambuco (FOP/UPE). No AP, positividade foi observada em torno das estruturas ductiformes e das ilhas de
células neoplasicas como também na matriz extracelular. No CAC, observamos perda parcial da expressao da
MB nos padrdes cribiforme e tubular e perda total no sélido. Nosso estudo sugere que, através da expressao da
MB no CAC, possiveis modificacfes nas relacBes interativas entre o parénquima e o estroma tumoral devem
acontecer, o que pode contribuir para o potencial de invasdo e metastase do tipo histolégico deste tumor, sendo
o padréo sélido o de pior progndstico. No entanto, ndo podemos verificar tais eventos através desta metodologia
de estudo da MB no AP.

Descritores: Adenoma pleomorfo. Carcinoma adenoéide cistico. Membrana basal. Reacéo do Acido Periddico
de Schiff.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the BM behavior in benign and malignant tumors of the salivary gland
originated in the intercalate duct, through the PAS staning thechnique. Twenty cases of salivary gland tumors
(12 pleomorphic adenoma and 8 adenoid cystic carcinoma) were selected from the files of the Oral Pathology
Laboratory of the Dentistry School of the University Permanbuco (FOP/UPE - BRAZIL). For the pleomorphic
adenoma (PA), positive stainning was observed surroundind the ductal structures and tumor cells clusters. All
forms of extracellular matrix were also PAS positive. In the adenoid cystic carcinoma (ACC), partial loss of the
BM expression was shown in the cribiform and tubular variants, was observed and its absence, in the solid
variant. Our study suggests that through the expression of the BM in the ACC, possible modifications in the
interactive relationship between neoplasic cells and tumoral stroma may happen. This might contribute to
explain the invasiviness and metastatic potential of the histologic variants of ACC, the solid patern being the one
of worse prognostic. However, such events cannot be verifyed through the study of the BM in PA.
Descriptors: Adenoma, Pleomorphic. Carcinoma, Adenoid cystic. Basement membrane. Periodic Acid-Schiff
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INTRODUCAO

As células mantém contatos entre si através de
jungdes celulares embora também se relacionam por
intermédio de uma complexa rede de proteinas e
polissacarideos secretados que preenchem os espa-
cos intercelulares, constituindo a matriz extracelular
(ME), em parte responsavel pela diversidade
morfoldgica, funcional e patoldgica dos diversos teci-
dos (ALBERTS et al., 1997).

A ME é constituida de um complexo, em pro-
porcBes variadveis, de inUmeras proteinas e
polissacarideos que se organizam, formando uma
rede. A ME forma um substrato que fornece con-
dicbes adequadas para o crescimento e diferen-
ciacdo de diversos tipos celulares, como
exemplo,os epitélios que apresentam, na sua su-
perficie com o tecido conjuntivo, uma estrutura
chamada de lamina basal (TARQUINIO, 1999,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000).

Em determinadas regides do organismo — mus-
culos, nervos e vasos sangiiineos — verifica-se, em con-
tinuacdo a lamina basal, um acumulo de fibras
reticulares e complexo de proteinas e glicoproteinas,
formando um conjunto visivel ao microscépio de luz,
conhecido por membrana basal (MB). A MB
compartimentaliza os tecidos, facilita a ancoragem de
células adjacentes, age como filtro seletivo e estoca
macromoléculas; é barreira seletiva para células
migrantes e neoplasicas e tem papel importante em
uma série de doengas infecciosas, dermatoldgicas e
neoplasicas (TARQUINIO, 1999).

A MB pode ser identificada através de varios
marcadores histoquimicos, como a reacao do PAS, e
imunoistoquimicos, tais como os anticorpos anti-
laminina, colageno 1V, fibronectina e tenascina
(KIERSZEMBAUM, 2004).

Raitz (1998) e Raitz; Martins e Araudjo (2003),
estudando o papel da matriz extracelular na
morfogénese e diferenciacdo celular em tumores
de glandulas salivares originados de ductos inter-

calados, concluiram que LAM e COL IV estdo sem-

pre presentes ao redor de estruturas
morfologicamente bem diferenciadas semelhantes
a ductos. No AP, marcavam a MB em torno das es-
truturas ductais e de grupamentos de células
mioepiteliais, estando presentes também no
estroma; e no CAC, além de estarem presentes junto
as células mioepiteliais e no estroma, delimitavam
o interior dos espagos pseudocisticos que também
podem ser contornados por fibronectina, visto que,
segundo Dong et al. (1997) fazem parte do compo-
nente estrutural importante do CAC, junto com o
COL IV. A tenascina exibiu uma expresséo variavel,
sendo mais intensa na variante sélida do CAC.

Luo et al. (1993) estudaram a distribuicéo de
FNC no tecido glandular normal e no AP. Células
mioepiteliais modificadas e células luminais das es-
truturas ducto-tubulares foram fortemente positivas
para FNC. Em areas hialina, mixdide e condrdide,
células mioepiteliais fibrilares expressaram
reatividade positiva, porém, com marcacao difusa em
areas mixodide e condrdide, sugerindo que a FNC tem
um importante papel na interacdo células
neoplasicas/ME na producdo das caracteristicas
histopatolégicas do AP.

O estudo das substancias da MB pode ser (til
para identificar as caracteristicas de tumores de glan-
dulas salivares, e conhecer o comportamento invasivo
destes tumores. Com base no exposto, este trabalho
tem como objetivo avaliar o comportamento da MB
em adenoma pleomorfico e carcinoma adendide cistico
através da coloracao histoquimica do Acido Periddico
de Schiff (PAS).

METODOLOGIA

Foram selecionados 20 casos de tumores de
glandula salivar, sendo 12 adenoma pleomorfico (AP)
e 8 carcinoma adendide cistico (CAC), do Laboratério
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia de
Pernambuco - FOP/UPE. As lesdes ja haviam sido
diagnosticadas pelo exame histopatologico, sendo

registradas no periodo de 1991 a maio de 2005. La-
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minas foram confeccionadas com o objetivo da reali-
zacdo da técnica histoquimica (PAS).

Foi analisado o padrdo de coloragéo
histoquimica a microscopia de luz individualmente para
cada caso bem como para cada lesdo estudada, sen-
do realizada por dois examinadores devidamente in-
formados dos objetivos do estudo. Considerou-se a
positividade da MB, de acordo com o tipo de colora-
¢do (vermelho). Avaliou-se o padrdo de marcagdo
histoquimica para a MB e foi considerado tanto a
morfologia celular como a matriz extracelular dos ca-
sos estudados.

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da UPE .

RESULTADOS

Positividade foi observada ao redor das estru-
turas ductiformes dos casos de AP, marcando a mem-
brana basal, de maneira continua, na maioria dos
casos, no polo basal (Figura 1) e nas periferias de
grupamentos de células neoplasicas, de forma
descontinua (Figura 2). As células mioepiteliais
fusiformes dispostas em ninhos, lencdes, corddes ou
isoladas apresentaram forte marcagdo, embora,
descontinua no pdlo basal. Esta marcagao, também,
esteve presente nas células claras e estrelarias. Junto
a grupos de células plasmocitéides, basaléides e
escamosas, ndo ocorreu positividade. Todos os tipos
de matriz extracelular presentes no AP apresentaram
marcacao positiva (Tabela 1) (Figuras 3 e 4).

Nos casos de CAC, os padrdes histoldgicos pre-
sentes foram analisados separadamente (Tabela 2).
No padréo cribiforme, as células das estruturas
ductais mostraram, que apesar da forte marcacéo,
algumas areas foram descontinuas apenas no pélo
basal (Figura 5). As células que revestem espacos
pseudocisticos foram ora positivas, ora negativas
(Figura 6). Tendo o mesmo sido verificado nas ou-
tras células neoplasicas. A matriz extracelular este-
ve negativa. No padréo tubular, a marcagdo nas

células neoplésicas e de estrutura ductal foi a mes-

ma observada para o padrao cribiforme. As células
gue revestem espacos pseudocisticos foram positi-
vas e descontinuas no polo basal (Figura 7), e a ma-
triz extracelular esteve ora positiva ora negativa. As
células neoplésicas e a matriz extracelular, na vari-
ante soélida, ndo foram marcadas. Embora, nas célu-
las de estruturas ductais e nas células neopléasicas
gue revestem espacos pseudocisticos, tal marcacao

foi encontrada de forma descontinua (Figura 8).

Figura 1 - Marcacéao positiva continua do p6lo basal
dos ductos do AP (PAS/100X).

Figura 2 - Marcagéo positiva descontinua da periferia
dos grupamentos celulares do AP, observar células
mioepiteliais claras e/ou escamosas (PAS/200X).

Figura 3 - Matriz extracelular fibrosa positiva para
o PAS, AP (40X).
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Figura 4 - Matriz extracelular condréide positiva
para o PAS, AP (40X).

Figura 5 - P6lo basal das células neoplasicas do CAC
bem como os espagos pseudocisticos positivos para
o PAS (100X).

Figura 6 - Positividade descontinua para o PAS das
células neoplasicas do CAC variante cribiforme
(200X).

Figura 7 - Positividade descontinua da membrana
basal das células neoplasicas do CAC variante
tubular (PAS./200X).

Figura 8 - Auséncia de marcacao positiva para o
PAS das células neoplasicas do CAC sélido, observar
reacao positiva nos espacos pseudocisticos (200X).

DISCUSSAO

O comportamento biolégico dos tumores é de
suma importancia para o estabelecimento do trata-
mento, com influéncia direta no prognéstico e sobrevida
dos pacientes. Tém sido observadas, como indicador
de malignidade, as caracteristicas do estroma tumoral,
podendo o tipo de organizacao e celularidade consti-
tuintes do estroma servir como valor progndstico.
Apesar de a caracteristica histolégica contribuir de for-
ma decisiva, a localizacdo anatbmica, idade, sexo,
raca, estadio clinico e modalidade do tratamento sdo
aspectos a serem considerados como fatores de prog-
néstico (SOBRAL, 2000).

Para Furuse (2000), entre os tumores de glan-
dula salivar, a malignidade ou benignidade néo é re-
fletida pelo grau de diferenciacéo celular, mas, sim,
pelo seu comportamento biolégico, podendo um tu-
mor benigno apresentar células menos diferenciadas
que um maligno. Confirmamos que, apesar de o AP
ser um tumor benigno, e o CAC ser maligno, as vari-
acdes morfolégicas das células tumorais no AP sdo
mais evidentes do que no CAC, entretanto ndo confe-
rindo a este comportamento agressivo e/ou maligno,
no entanto, transformacdes malignas do AP séo rela-
tadas na literatura (ELLIS; AUCLAIR, 1996).

Embora apresentem comportamentos biol4gi-
cos diferentes, séo tumores de glandula salivar com a
mesma origem, ducto intercalar, apresentando célu-

las tumorais que se diferenciam em dire¢do a célula
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Casos | Mix Cond Fibro |Adip |Osteo |llhas |Cels |CME |CME |CME |CME |CME |Cels
cels claras |fusif estrel |esca |basal |plasm |estrut
ductal
1 NA NA + NA NA +d§c + con +d¥c NA _ +d§c +conpb
2 T _ T NA NA T desc + con T desc T desc NA _ - +conpb
3 NA T + NA + + desc + con T desc + desc NA - N con pb
4 NA T + NA NA + desc + con + desc + desc T desc + desc 4con pb
5 + + + NA NA + desc + con +d§c NA +d§c - - +de_scpb
6 T T T NA NA T desc + con T desc NA _ - - con pb
7 + + + NA NA + desc + con + desc NA _ - - +con pb/pa
) T NA T NA T T desc + con T desc + con - - con pb/pa
9 NA + + + + + desc + con + desc + con _ - - +con pb
10 + NA + + + + desc + con + desc NA _ - - 4con pb
11 T T T NA NA T desc + con T desc NA _ - - con pb
12 + NA NA + NA + desc + con + desc NA _ - - +con pb

Mix: matriz extracelular mixéide; Cond:

matriz extracelular condréide; Fibro: matriz extracelular fibrosa;
adiposa; Osteo: matriz extracelular ostedide; Cels: células; CME: células mioepiteliais; fusif: fusiformes;

Adip: matriz extracelular
esca: escamosas; estrel:

estrelarias; estrut: estrutura; basal: basaloides; plasm: plasmocitoides; +: reacéo positiva para a coloragéo; -: reacéo negativa para
a coloracdo; con: marcagdo continua; desc: marcacdo descontinua; pa: pélo apical; pb: pélo basal; NA: ndo apresentado.

Tabela 1: Achados histoquimicos observados no AP para o PAS

Casos | Padrao histologico | CN ME Pseudocistos Células estrutura
ductal
1 |Cribiforme e + Conporpa 4 conpb
2 | Cribiforme R NA + descp
3 | Tubular 4 desc |y desc + descpb + descpp
4 Solido - - 4 descpb + descpp
5 Tubular - - + descpb  descpb
6 Cribiforme - + desc + descpb + 0esc pb
7 Solido - + desc 4 conpp + descpp
8 Solido - - 4 descpb + descpp

+: reacgdo positiva para a coloragdo; -: reagdo positiva para a coloragdo; con: marcagdo continua; CN: células neoplasicas; desc:
marcacdo descontinua; ME: matriz extracelular; NA: ndo apresentado; pa: pélo apical; pb: polo basal.

Tabela 2 - Achados histoquimicos observados no CAC para o PAS

mioepitelial e/ou a célula ductal luminal, originando
estruturas ductiformes que mimetizam o comporta-
mento deste segmento da glandula salivar normal.
Desta forma, a correlagdo do comportamento biolégi-
co entre a neoplasia benigna e maligna com mesma
origem celular pode ser viavel, apesar de expressa-
rem morfologia celular distinta.

O H.E. é amplamente utilizado como coloracédo

de rotina, porém esse método nao revela certos com-
ponentes estruturais, dentre os quais: material elasti-
co, fibras reticulares, membrana basal e lipidios (ROSS,
REITH, ROMRELL, 1993). Quando for desejavel de-
monstrar esses componentes, podem ser utilizados
outros métodos de coloracdo mais especificos. Den-
tre eles, a técnica histoquimica do PAS, que cora po-

sitivamente a MB, objeto de estudo da nossa pesquisa.
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Também tem sido utilizada para demonstrar a pre-
senca dessa estrutura, a prata em técnicas
histoquimicas, em que a MB aparece em negro. En-
tretanto, o PAS é uma técnica de coloragao bastante
difundida e com custos mais acessiveis que os méto-
dos em que a prata € empregada.

Com o advento do PAS, ficou demonstrado que
a regiao da MB aparece como camada roésea bem de-
finida entre as células e o tecido conjuntivo circundante
(ROSS; REITH; ROMRELL, 1993). Para Kierszembaum
(2004), as substancias PAS-positivas ficam com uma
coloracdo vermelho-puarpura, também conhecida como
margenta, e para Junqueira e Carneiro (2000) essa
cor apresenta-se vermelha como foi considerada na
analise dos casos avaliados neste trabalho. Essa vari-
acdo de coloragado é relatada pela empresa Sigma
(2005).

Algumas estruturas importantes, além da MB,
PAS-positivas sdo: glicocalice, muco, horménios
glicoprotéicos, armazenados nas células da glandula
pituitaria, e colagenos (KIERSZEMBAUM, 2004). Outras
substancias também coradas por este método séo:
glicogénio, &cido hialurdnico, fibrina, precipitado hialino
nos glomérulos, pedinculo da hipéfise amil6ide e colbide
da tiredide (BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976).

Nossos resultados, no AP, mostraram
positividade para o PAS nas varias formas de ME, o
gue ja era esperado, pois, em quantidades variaveis,
todos os tecidos possuem a hialuronana (também cha-
mada acido hialurénico ou hialuronato), um tipo de
glicosaminoglicana, constituinte da substancia funda-
mental amorfa (ALBERTS et al., 1997). Na ME ostedide,
além de conter substancia fundamental amorfa, pos-
sui fibrilas colagenas, o que aumenta a sua reatividade
para o PAS em rela¢do ao 0sso maduro, por este pos-
suir menos substéancia fundamental amorfa. Ao con-
trario da ME mixoide, rica em &cido hialurénico e pobre
em fibras colagenas.

O estudo das células das estruturas ductais e
mioepiteliais também tém sido interesse de pesquisa-

dores ao longo dos anos, ndo apenas por seu

envolvimento em neoplasias benignas e malignas,
como também pela dificuldade de identifica-la devido
as suas variagdes morfolégicas sofridas durante o pro-
cesso neoplasico (FURUSE, 2000). Quando analisa-
mos os casos de AP, ndo tivemos dificuldades na
identificacdo dos diversos tipos morfoldgicos das cé-
lulas mioepiteliais. Chamou-nos aten¢ao a marcacao
citoplasmatica, quando utilizamos o PAS, no tipo
plasmocitdide, bem como auséncia total de reagao
neste compartimento celular nos tipos escamoso e
basaldide. Tal resultado pode indicar o grau de dife-
renciacdo celular exibido por esses tipos morfoldgicos
da célula mioepitelial neoplasica e auxiliar na identifi-
cacao destes, quando néo foi possivel e/ou dificil atra-
vés da coloragao de H.E.

Estudos ultra-estruturais demonstraram que as
células mioepiteliais normais sdo ricas em granulos
de glicogénio (ROSS; REITH; ROMRELL, 1993), o que
justifica a marcacdo citoplasmatica do tipo
plasmocitéide. Podemos sugerir que, em decorréncia
do processo neoplasico, ocorra um aumento do nu-
mero dos granulos de glicogénio nas células
mioepiteliais plasmocitéide.

Em relacdo a marcacéo para a MB das células
mioepiteliais no AP, verificamos que, nos tipos
plasmocitéides, escamosas e basaléides, ndo ocorreu
marcacdo desta estrutura para o PAS. No entanto,
nos outros tipos, a MB foi facilmente visualizada.

Nas células das estruturas ductais observadas
no AP, verificamos marcacao linear no p6lo basal em
todos casos, porém, em alguns, o p6lo apical esteve
marcado. Tal fato é justificado pela disposicao destas
células na estrutura do ducto, circundando-os, 0s quais
contém muco, substancia corada pelo PAS. Na porcéo
apical, esta marcacdo nao deve ser interpretada como
positiva para MB, quando utilizamos o PAS devido a
inespecificidade deste método, para distinguir os com-
ponentes da MB e do muco. Nestes casos, podemos
lancar méo do PAS com diastase, no qual os produtos
glicogenados sdo bloqueados pela enzima utilizada,

sendo, assim, os produtos mucinosos nédo sao revela-
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dos. Neste estudo, ndo foi realizada a diastase para o
PAS, pois foi interpretada a marcagao no polo apical
como secretdria (muco).

Interrupcdes da MB podem ser observadas no
AP, mas néo estédo ligadas a metastase por causa de
suas ac¢des, como a barreira contra células tumorais
(RICHARDSON, 1995). Estudos ultra-estruturais
corrobaram estes achados, revelando que a fragmen-
tacdo esta associada a morfogénese tumoral (SOU-
ZA, 1990). Dardick (1983) e Lam (1985) afirmam que
a célula mioepitelial modificada provavelmente deri-
va da periferia dos grupamentos celulares e consti-
tui a origem celular no AP. Assim, mostraram que a
célula mioepitelial pela presenca de MB fragmentada
ndo esta limitada, passa a interagir com o remanes-
cente da MB existente e com moléculas
morforegulatérias presentes no tecido conjuntivo,
como diversos tipos de colageno e familia das
proteoglicanas, passando a assumir aspectos
morfolégicos diferentes.

A expressdo da MB, no CAC, néo foi verificada
ou, quando existiu, foi pontual. Isto se deve ao fato de
gue a fragmentacdo da MB durante o processo
neoplasico pode acontecer devido a sintese deficiente
dos componentes dessa estrutura ou por inabilidade
das células neoplasicas em organizar estes compo-
nentes em uma membrana estruturada. Uma outra
possibilidade é que ocorra a degradacéo dos compo-
nentes da MB por protedlise (GOMES, 2001). A des-
truicdo da MB deve ser considerada como o primeiro
evento patofisiol6gico. Os padrdes de descontinuidade
e fragmentacéo, vistos em nossos resultados, foram
anteriormente observados por outros autores em es-
tudos de microscopia eletrénica e de imunoistoquimica
(TARQUINIO, 1999). As células epiteliais basais pare-
cem perder a unido umas das outras, o que possibilita
a migracao das células neoplasicas.

E sabido que as interagBes entre o parénquima
e o0 estroma tumoral sdo fundamentais na manuten-
cdo das caracteristicas da arquitetura da glandula,

como afirma Raitz (1998), tais interacfes sdo media-

das por moléculas da MB. Uma vez modificada, pode
contribuir para o potencial de invasdo e metastase de
tumores com comportamento maligno. Sabe-se que
a MB, tipo de ME especializada, desempenha papel
ativo e complexo na regulacdo do comportamento das
células com as quais faz contato (ALBERTS et al.,
1997).

O PAS, apesar de seus méritos, ndo apresenta alta
especificidade. A partir do inicio da década de 80,
métodos imunoistoquimicos comegaram a incrementar
os conhecimentos adquiridos, até entéo, por estudos
histoquimicos e ultra-estruturais.

Pode ser observado na literatura um grande
ndmero de autores que estudaram, através da identi-
ficagcdo imunoistoquimica, os componentes da MB, as
diferencas apresentadas por estes componentes nas
neoplasias e, de posse dos seus achados, tentaram
correlaciona-los com os aspectos histoldgicos e, o com-
portamento clinico dos tumores.

No AP, Raitz (1998) observou que a LAM e COL
IV estavam presentes ao redor de estruturas
ductiformes e na periferia de grupamentos celulares,
marcando MB, que separava as células da &rea
estromal, as vezes aparecendo como contornos con-
tinuo ou descontinuo e focal em certas areas. As célu-
las plasmocitéides foram negativas as marcagoes. A
mesma distribuicdo foi observada neste estudo, em-
bora histoquimicamente. Fazendo uma analogia, pode-
se enfatizar o fato de que a MB esta composta em sua
maior parte pela LAM e COL 1V, apesar de o método
histoguimico néo ser especifico para estas proteinas.

O estroma do AP também se mostrou positivo
para LAM e COL 1V, demonstrado por Saku et al. (1990).
Raitz, Martins e Aradjo (2003) observaram a FNC in-
tensamente presente no estroma, principalmente na
matriz mixéide no AP; no CAC, ndo aparece nos espa-
¢os pseudocisticos, se bem que ndo associaram ao
grau de malignidade, o que levou a concluséo de que
héa apenas varia¢8es quanto a intensidade de marca-
¢cdo em determinados tipos de estroma, ao contrario

de D’ Ardense et al. (1986), que associaram o desa-
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CONCLUSAO

Através da expressao da MB no CAC, possiveis
modificagBes nas relacdes interativas entre o
parénquima e o estroma tumoral devem acontecer, o
que pode contribuir para o potencial de invasao e
metastase deste tumor. J4 para o AP, ndo podemos
sugerir tais eventos, devido ao padrdo de expressao
como também ao seu comportamento biolégico, de-
monstrado pela andlise realizada. Portanto, o estudo
histoquimico da MB pode ser uma ferramenta Util para
0 reconhecimento das caracteristicas e do comporta-

mento biolégico destes tumores de glandula salivar.
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