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p53 protein expression in 106 pleomorphic adenomas of major salivary gland

Jerlucia Cavalcanti das Neves'; Ana Paula Veras Sobral%, Maria do Carmo Abreu e Lima?

TSNS resumo

Adenoma pleomérfico Introdugéo e objetivo: O adenoma pleomérfico (AP) é o tumor das glandulas salivares mais comum. A
parétida é o sitio anatdmico mais frequente. Caracteristicas clinicas e microscépicas sao bem conhecidas,
entretanto sua patogénese ainda € incerta, como a expressao de oncogenes e fatores que influenciam a
Transformacao maligna transformacéo maligna. O objetivo deste estudo foi analisar e correlacionar os aspectos histopatolégicos
indicativos de transformacdo maligna de AP de glandula salivar maior, com a expressdo da proteina p53

Glandulas salivares maiores

53 ) . . .

P nesses tumores. Material e método: Foram avaliados 106 casos de AP por pesquisa retrospectiva nos
Neoplasia de glandula prontudrios clinicos, reviséo das preparacdes histoldgicas em hematoxilina e eosina (HE) e realizacdo de
salivar técnica imuno-histoquimica, pelo método da estreptoavidina-biotina, utilizando o anticorpo primério

anti-p53. Resultados: Alteracdes histopatoldgicas relacionadas com a transformacdo maligna foram
incomuns: hialinizacdo extensa (5; 4,7%) e necrose (1; 0,9%). Houve positividade para a proteina p53
em 25 dos 106 casos estudados (23,58%). O arranjo histolégico das células dos tumores considerados
positivos para p53 foi principalmente dos tipos ductal (92%; 23) e cordonal (88%; 22). Nao houve
associacdo estatisticamente significante entre a positividade para o p53 e as varidveis histopatolégicas,
em comparagdo com os casos negativos: quantidade e tipo de matriz extracelular; alteracbes teciduais
sugestivas de transformacdo maligna e metaplasia. Conclusao: Poucos casos que exibiram expressao para
p53 apresentaram algum tipo de alteracdo morfoldgica sugestiva de malignidade, e a correlacdo entre
a imunoexpressao da proteina p53 e a presenca de alteracdo sugestiva de transformacdo maligna nao
foi estatisticamente significante, sugerindo que a expressao dessa proteina nesses tumores independe
dessas caracteristicas.

abstract ST

Introduction and objective: The pleomorphic adenoma is the most common salivary gland tumor. The parotid | Pleomorphic adenoma
gland is the most frequent anatomic site. Its clinical and microscopic features are widely known. However, its

Major salivary glands
pathogenesis is still uncertain as well as the expression of oncogenes and other factors that influence malignant

transformation. The objective of this study was to analyze the histopathological features of malignant transformation
in pleomorphic adenoma (PA) of major salivary gland and correlate them with p53 protein expression in these | p53
tumors. Material and method: We evaluated 106 cases of PA by researching clinical records retrospectively,
reviewing histological preparations in HE and applying immunohistochemical technique through streptavidin biotin
method using primary anti-p5 3 antibody. Results: Histopathological changes related to malignant transformation
were unusual: extensive hyalinization (5, 4.7%) and necrosis (1, 0.9%). There was positivity for p53 protein in
25 out of 106 cases (23.58%). The histological cell arrangement of p53 — positive tumors was mainly the ductal
type (92%; 23) and cordonal (88%, 22). There was no statistically significant association between positivity for
p53 and histopathological variables in comparison with negative cases: quantity and type of extracellular matrix,
tissue changes suggestive of malignant transformation and metaplasia. Conclusions: A few cases that showed
p53 expression had some kind of morphological change suggestive of malignancy and the correlation between
p53 immunoexpression and the presence of changes suggestive of malignant transformation was not statistically
significant, which suggests that the protein expression in these tumors do not depend on these characteristics.

Malignant transformation

Salivary gland neoplasm
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Introducao

Vérios marcadores imuno-histoquimicos tém sido
utilizados em estudos de tumores de glandulas salivares,
especialmente em adenoma pleomoérfico (AP), buscando
esclarecer diversos fatores relacionados com o tumor, como
histogénese, mecanismos envolvidos na transformacdo ma-
ligna e indice de proliferacdo celular. Especial atencdo tem
sido dada a expresséo da proteina p53, a qual parece estar
relacionada com a transformacdo maligna nesse tumor.

Apesar de a maioria dos estudos demonstrar que APs séo
geralmente negativos para p53(-%7:1), o carcinoma ex-AP
exibe intensa marcacao para esta proteina, que varia entre
41% e 67% dos casos. Este fato fundamenta a tese de que
alteracdes na proteina p53 estdo intimamente relacionadas
com a transformacédo maligna do AP® 1517 24,29,

O objetivo desse estudo foi analisar a imunoexpressao
da proteina p53 em APs de glandulas salivares maiores cor-
relacionando-a com os aspectos clinicos e histopatoldgicos
nesses tumores.

Material e método

O material para a presente pesquisa provém dos arqui-
vos de blocos e laminas do Departamento de Patologia do
Hospital de Céncer de Pernambuco (HCP). A populacao
consistiu em 126 casos de AP diagnosticados no periodo
de janeiro de 2001 a dezembro de 2004. Foi considerado
critério de exclusdo a condicdo inadequada do bloco de
parafina para o estudo imuno-histoquimico, sendo exclu-
idos 20 casos.

As preparacdes histoldgicas referentes aos casos sele-
cionados foram revisadas para confirmagéo do diagndstico
e determinacdo da frequéncia dos achados histopatol6-
gicos. Os critérios morfoldgicos para o diagnéstico de AP
adotados foram os da Organizacdo Mundial da Saide
(OMS)10,

Na anélise anatomopatolégica foram observadas as
seguintes caracteristicas microscépicas: capsula tumoral,
contornos do tumor, margens cirlrgicas, propor¢éo dos
componentes (matriz extracelular e elementos epiteliais/
mioepiteliais), tipo de matriz extracelular, morfologia
celular, metaplasia, arranjo das células tumorais, presenca
de alteracdes relacionadas com transformacdo maligna
(necrose focal, hialinizacdo extensa e mitoses atipicas) e

outras alteracdes histoldgicas (calcificacBes, cristaloides,
infiltracdo adiposa, infarte e fibrose).

Em relacdo a matriz extracelular, quantificamos a sua
proporcdo em relacdo ao componente epitelial/mioepi-
telial no tumor classificando-a em escassa, moderada e
abundante. A quantidade de matriz extracelular de até
45% de toda estrutura tumoral foi considerada escassa; de
45% a 70%, moderada; e acima de 70%, abundante.

As amostras emblocadas em parafina foram cortadas
em 3 um de espessura e estendidas em laminas de vidro
ja condicionadas com 3-aminopropiltrietoxi-silano (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) . Foi utilizado o an-
ticorpo primério anti-p53 (Dako Corporation/1:150/1h/
micro-ondas 3 x 5/citrato pH 6). O cromégeno utilizado
foi o DAB (3,3 diamonobenzidina, Sigma Chemical Co.,
St. Louis Mo, EUA).

O controle negativo se constituiu de cortes seleciona-
dos para o controle positivo, porém, na etapa de aplicacdo
do anticorpo primério, o mesmo foi substituido por imu-
noglobulina da classe G (IgG). O controle positivo constou
de fragmentos de carcinoma espinocelular de boca.

Para avaliacdo da imunomarcag@o considerou-se mar-
cacdo positiva a coloracdo nuclear.

Na andlise estatistica, os dados quantitativos foram
resumidos por meio dos valores minimo, maximo, me-
diana, média e desvio padrdo. Os dados qualitativos
foram resumidos mediante frequéncias absoluta e relativa
percentual. O teste exato de Fisher foi empregado para
avaliar comparativamente dois ou mais grupos quanto a
homogeneidade de propor¢des. Optou-se por esse teste
porque a maioria das tabelas de contingéncia apresentava
valores esperados inferiores a cinco em varias células. Foi
adotado o nivel de significancia de 0,05.

Resultados

Com relacéo as alteracdes histoldgicas relacionadas com
a transformacdo maligna, foi observado que 57 (53,7%)
casos apresentaram hialinizacdo, sendo considerada dis-
creta em 49 (46,2%), moderada em trés (2,8%) e extensa
em cinco (4,7%); um caso (0,9%) apresentou necrose e 48
(45,3%) tumores ndo demonstraram nenhuma das alteracdes
consideradas como indicios de transformagado maligna.

Houve positividade para a proteina p53 em 25 dos 106
casos estudados, representando 23,58% da amostra. A
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distribuicao e a frequéncia da imunomarcac@o em relacéo
ao tipo celular ocorreu como demonstra a Tabela 1.

A quantidade de matriz extracelular foi considerada
escassa em oito (32%) casos marcados positivamente para
p53, moderada em oito (32,0%) e abundante em nove
(36%). Os tipos de matriz extracelular predominantemente

Frequéncia dos tipos celulares
marcados positivamente para

p53 nos 25 casos de adenoma

encontrados foram mixoide (48%; 12), mixocondroide
(40%); 10), fibrético (8%; dois) e condroide (4%; um).

O arranjo histolégico das células dos tumores consi-
derados positivos para p53 foram principalmente os tipos
ductal (92%; 23) e cordonal (88%; 22). Foram observados,
ainda, os arranjos sélido (32%; oito), cistico (20%,;5) e das
células em palicada (16%; quatro). Ndo houve associacdo
estatisticamente significativa entre os tipos de arranjos
histoldgicos e a expressdo do p53 (Tabela 2).

Tabela 1 pleomérfico N&o houve associacdo estatisticamente significativa
Células Frequéncia (n) Porcentagem (%) entre a positividade para o p53 e cada uma das variaveis
Mioepiteliais histopatoldgicas: quantidade e tipo de matriz extracelular
S fies 10 40 (Tabela. 3); alteracdes Feciduais sugestivas de transforma-
Estreladas (Figura 1) 9 36 ¢do maligna e metaplasia (Tabela 4).

Cbicas (Figura 2) 7 28

Plasmocitoides 12 48

Poligonais (Figura 3) 7 28

Claras 9 36

Epltell'als Presenca de éreas focais de necrose, mitoses atipicas,
Ductais 16 64 invasdo e extensa hialinizacdo sugere a possibilidade de
Néo-ductais 2 8 transformagdo maligna em AP® . Segundo Lewis, Olsen
Tabela 2 Associacao entre o tipo de arranjo celular e a expressao de p53

Arranjos nS(T/: ) nN(?’/:) ;?Ezl) Valor de p*
Sdlido 0,36

Sim 8(18,6) 35(81,4) 43 (100)

Nao 17 (27) 46 (73) 63 (100)

Ductos 0,148

Sim 23 (26,7) 63 (73,3) 86 (100)

Nao 2 (10) 18 (90) 20 (100)

Corddes 1

Sim 22 (23,9) 70 (76,1) 92 (100)

Nao 3(21,4%) 11 (78,6%) 14 (100%)

Cistos 1

Sim 5(22,7) 17 (77,3) 22 (100)

Nao 20 (23,8) 64 (76,2) 84 (100)

Palicada 0,21

Sim 4 (44,4) 5 (55,6) 9(100)

Nao 21 (21,6) 76 (78,4) 97 (100)

*Teste exato de Fisher.
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Tabela 3 Associacao entre p53, quantidade e tipo de matriz extracelular
p53
Vgriéveis - Sim Nao Total Yalor de p*
histopatoldgicas n (%) n (%) n (%)
Quantidade de matriz extracelular 0,959
Escassa (até 45) 8 (25) 24 (75) 32 (100)
Moderada (45 a 70) 8(21,6) 29 (78,4) 37 (100)
Abundante (acima o
de 70%) 9(24,3) 28 (75,7%) 37 (100)
Tipo de matriz extracelular 0,098
Mixoide 12 (25,5) 35(74,5) 47 (100)
Mixocondroide 10(18,9) 43 (81,1) 53 (100)
Condroide 1(25,) 3(75) 4 (100)
Fibrético 2 (100) 0 (0) 2 (100)

*Teste exato de Fisher.

Associacao entre p53, alteragdes histopatologicas sugestivas de transformacao maligna,

Tabela 4 tumor primario/recorréncia tumoral e localizagao do tumor

Variaveis _ Sim Nao Total Valor p*
anatomopatoldgicas n (%) n (%) n (%)

AIte.ragﬁes sugestivas de transformagao 0.27
maligna ’
Ausente 3(13,6) 19 (86,4) 22 (100)

Presente 22(26,2) 62 (73,8) 84 (100)

Metaplasia 0,339
Sim 5(33,3) 10 (66,7) 15 (100)

Nao 20(22) 71(78) 91 (100)

Tumor primario 1
Sim 24 (23,5) 78 (76,5) 102 (100)

Nao 1 (25) 3(75) 4 (100)

Localizacao do tumor Sim N&o Total 0,864
Parétida 21(23,1) 70 (76,9) 91 (100)

Submandibular 2 (20) 8 (80) 10 (100)

Sublingual 1 (33,3%) 2 (66,7%) 3(100)

*Teste exato de Fisher.

e Sebo), quando zonas de necrose ou hemorragia estado
presentes em AP, a possibilidade de transformacéo maligna
deve ser considerada. Em nossa amostra, apenas 5,6% (seis)
dos casos apresentaram caracteristicas histopatoldgicas
descritas na literatura como indicios de transformagao
maligna. Dessas alteracdes, a hialinizacdo extensa foi a mais

encontrada (cinco; 4,7%), necrose focal foi encontrada em
apenas um caso (0,9%) e mitoses atipicas ndo foram obser-
vadas, sugerindo que essas caracteristicas ndo sdo frequen-
tes nesses tumores. No que toca a hialinizacdo, esse é um
achado comum em vérios tumores benignos ndo-excisados,
com longo periodo de evolugédo, como nos fibroadenomas



NEVES, |. C. et al. Expressao da proteina p53 em 106 adenomas pleomorficos de glandula salivar maior ¢ | Bras Patol Med Lab o v. 45 ¢ n. 4 ¢ p. 305-311 ¢ agosto 2009

de mama e leiomiomas uterinos. A hialinizacdo, portanto,
parece refletir a longa duracdo da neoplasia, sendo esse, de
fato, elemento importante para critério de transformacéo
maligna. Em nosso estudo, 57 (53,7%) casos apresentaram
hialinizacdo, sendo discreta em 49 (46,2%), moderada em
trés (2,8%) e extensa em cinco (4,7%), sendo que, dos cinco
casos que apresentaram hialinizacdo extensa, trés apresen-
taram marcacao para p53, concordando com os achados
de Auclair e Ellis® e de Altemani et al.®), que consideram
a hialinizacdo extensa um forte indicio de transformacao
maligna em adenoma pleomérfico.

A superexpressdo da proteina p53 em tumores malignos
correlaciona-se com diminuicdo da diferenciacao histolé-
gica, comportamento biolégico mais agressivo e reducéo
da sobrevida dos pacientes, sendo também considerada
indicio de transformacdo maligna em tumores benignos
ou boderlines®: 2023,

Rosa et al.@V, Alves et al. (2002), Alves et al.?), Mantesso
et al." e Cruz Perez et al.”) ndo encontraram marcacao
positiva em AP para a proteina p53. Outros pesquisadores
revelam, mediante seus estudos, uma variagao da expressao
de p53 entre 11% e 73% nesses tumores® 13 1418, 22, 23),
Nosso estudo revelou imunomarcagdo para p53 em 23,6%
(25) dos casos, ocorrendo marcacdo principalmente em
células epiteliais ductais.

Segundo Lazzaro e Cleveland™, a expressdo da onco-
proteina p53 em tumores de glandula salivar menor bem
diferenciados, malignos ou benignos, é baixa e ndo deve ser
usada como indicador de transformacdo maligna. Ja Ohtake
et al." afirmaram que a presenca de células atipicas com
imunomarcac¢do para p53 caracteriza potencial maligno
em AP, corroborando Freitas et al.'V, que sdo ainda mais
enfaticos quando consideram que a imunomarcacéo para
p53 em AP contendo células atipicas € critério objetivo de
transformacdo maligna. O carcinoma ex-AP exibe intensa
marcacao para p53, que varia de 41% a 67% dos casos.
Esse fato fundamenta a tese de que alteracdes na proteina
p53 estdo intimamente relacionadas com a transformacao
maligna do AP® 15,17, 24,25,

No nosso entendimento, se o carcinoma ex-AP ex-
pressa intensamente a proteina p53 e se a expressao de
p53 associada a presenca de atipia celular em AP pode
ser considerada um critério objetivo de transformacdo, a
expressdo da proteina p53 na auséncia de atipia deve ser
considerada fator de risco para a transformacdo maligna.
Esse dado se torna ainda mais importante se nos tumores
que exibiram a expressdo desta oncoproteina estiverem
presentes os critérios histolégicos de transformagéo ante-

riormente relatados, como hialinizacdo extensa, necrose,
mitoses atipicas e invaséo tecidual.

Nosso estudo demonstrou que ndo houve associagao
estatisticamente significante entre a presenca de alteracdes
histolégicas sugestivas de transformacéo maligna e a po-
sitividade para p53.

O padrao celular de imunomarcagao para p53 em nossa
amostra foi nuclear e citoplasmatico em 21 dos 25 casos
considerados positivos, porém em outros 21 casos obser-
vamos apenas marcacao citoplasmatica sem positividade
nuclear. Estes casos ndo foram considerados positivos para
efeito dos resultados nesse estudo.

A marcacdo citoplasmatica ocorreu em 42 casos, sendo
predominantemente encontrada em células ductais (35;
83,3%). Apesar de ndo a termos considerado para efeitos
de resultados, ndo podemos descartar a hipétese de esta
marcacdo representar alguma alteracdo molecular destas
células. Tal fato pode estar relacionado com um padrao de
marcacdo para p53 diferenciado em AP e merece estudos
posteriores para confirmacao desse dado. Podemos con-
siderar, em relacdo a esta marcacdo citoplasmatica, duas
hipéteses: a primeira relacionada com a técnica imuno-
histoquimica, uma vez que em casos negativos para o
nlcleo tal marcagao foi também observada; nesses casos,
como a marcagao citoplasmatica foi predominantemente
em células ductais, as quais sdo reconhecidamente ricas
em biotina end6gena, essa marcacdo pode ser atribuivel
a falha no bloqueio desta proteina enddgena tecidual.
Mas ndo podemos deixar de questionar por que apenas
42 dos 106 casos exibiram esse padrdo de marcacdo,
uma vez que todos os casos foram submetidos a técnica
imuno-histoquimica no mesmo laboratério, pelo mesmo
pesquisador, sob condi¢ées de tempo e temperatura
idénticas. E nosso objetivo futuro a realizagao de outros
métodos da técnica imuno-histoquimica para melhor
esclarecimento desses achados.

A segunda hipétese diz respeito ao processo de trans-
formacdo maligna propriamente dito, visto que a expressao
citoplasmatica do p53 pode também representar um risco
maior de transformacdo. Esse mesmo achado foi relatado
por Gomes('?, em casos de atipia epitelial em mucosa oral.
Essa autora relacionou esse dado a marcacéo citoplasmética
da f-catenina, que representa, nesses casos, maior chance
de transformacdo maligna para o carcinoma de células
escamosas em boca. A autora justifica a sua hiptese por
verificar que a marcacéo citoplasmética ocorreu paralela-
mente ao aumento do grau de atipia epitelial, refletindo
tanto diminuicdo da adesao como possibilidade de ativacao
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de outras vias de sinalizacdo nas lesdes com maior grau de
atipia. Podemos sugerir que os mecanismos que envolvem
o0 gene Tp53 podem estar alterados a ponto de a proteina
ser expressa em membranas de organelas citoplasmaticas,
o0 que justificaria tal marcacéo; como verificado por Lira('®
nos casos de carcinoma basocelular da regido de cabeca e
pescoco em relacdo a expressdo da proteina bcl-2.

Acreditamos que estudos posteriores, com amostras
maiores, devem ser realizados com o objetivo de avaliar
a relacdo existente entre a imunomarcacdo para p53 e
os critérios histopatoldgicos sugestivos de transformacéo
maligna em AP.

Conclusao

Alteracdes relacionadas com a transformagdo maligna
foram pouco comuns na amostra estudada, sendo a hialini-
zacdo extensa a mais frequente. Poucos casos que exibiram
expressdo para p53 apresentaram algum tipo de alteracdo
morfolégica sugestiva de malignidade, e a correlacéo entre
aimunoexpressdo da proteina p53 e a presenca de alteracdo
sugestiva de transformacao maligna néo foi estatisticamente
significativa, sugerindo que a expresséo dessa proteina,
nesses tumores, independe dessas caracteristicas.
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Figura 3 - Imunomarcagdo para p53 em células poligonais (400x)
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