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RESUMO

Monteiro GR. PTEN e p53 no adenoma pleomorfico e no carcinoma ex-adenoma
pleomorfico: expressao imuno-histoquimica [dissertacao]. Sdo Paulo: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2021. Versao corrigida.

As neoplasias de glandula salivar sdo um grupo extenso e complexo de entidades benignas e
malignas que atingem tanto as glandulas salivares maiores quanto as menores. Essas
patologias representam um desafio para os profissionais tanto pelos seus aspectos de
diagnostico quanto de tratamento, apresentando uma gama de comportamentos bioldgicos e
aspectos histolégicos semelhantes. Por este motivo, compreender melhor a biologia desses
tumores é fundamental. O objetivo deste trabalho foi analisar, por meio da imuno-
histoquimica, a presenca e distribuicdo das proteinas PTEN e p53 de maneira qualitativa e
quantitativa, em 20 casos de adenoma pleomorfico e 5 casos carcinoma ex-adenoma
pleomorfico (CXAP), além de analisar a morfologia de cada caso, assim como os dados
clinicos. A maioria dos pacientes foi de mulheres leucodermas, sendo que o0s pacientes de
CXAP eram mais velhos que os de adenoma pleomorfico. A proteina PTEN foi observada em
80% dos casos do estudo, sendo que houve predominancia de expressao citoplasmatica sobre
a nuclear. Ndo houve padrao de expressdo para a proteina, sendo que células de todas as
diferenciac6es e morfologias expressaram o marcador. A proteina p53 esteve presente em
45% dos casos de adenoma pleomérfico, mas todos os casos de CXAP do estudo foram
positivos para o marcador, entretanto, em todos 0s casos positivos menos de 5% das células
exibiram a marcacdo. Em concluséo, ndo houve um perfil de expressao para PTEN ou p53 nas
neoplasias estudadas. Embora a p53 tenha sido mais expressa no CXAP, a quantidade de
células com marcacdo nos casos positivos foi muito baixa.

Palavras-chave: Adenoma pleomdrfico. Carcinoma ex-adenoma pleomorfico. p53. PTEN.
Imuno-histoguimica.






ABSTRACT

Monteiro GR. PTEN and p53 in pleomorphic adenoma and carcinoma ex-pleomorphic
adenoma: immunohistochemical expression [dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2021. Versao Corrigida

Salivary gland neoplasms are an extensive and complex group of benign and malignant
entities that affect both the major and minor salivary glands. These pathologies represent a
challenge for professionals both for their diagnostic and treatment aspects, presenting a range
of biological behaviors and similar histological aspects. For this reason, better understanding
the biology of these tumors is critical. The objective of this study was to analyze, through
immunohistochemistry, the presence and distribution of PTEN and p53 proteins in a
qualitative and quantitative way, in 20 cases of pleomorphic adenoma and 5 cases of
carcinoma ex-pleomorphic adenoma (CXAP), in addition to analyzing the morphology of
each case, as well as the clinical data. Most patients were Caucasian women, and CXAP
patients were older than those with pleomorphic adenoma. The PTEN protein was observed in
80% of the study cases, and there was a predominance of cytoplasmic expression over the
nuclear one. There was no expression pattern for the protein, and cells of all differentiations
and morphologies expressed the marker. The p53 protein was present in 45% of the
pleomorphic adenoma cases, but all CXAP cases in the study were positive for the marker,
however, in all positive cases less than 5% of the cells showed the stain. In conclusion, there
was no expression profile for PTEN or p53 in the neoplasms studied. Although p53 was more
expressed in CXAP, the amount of labeled cells in positive cases was very low.

Keywords: Pleomorphic adenoma. Carcinoma ex-pleomorphic adenoma. p53. PTEN.
Immunohistochemistry.
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1  INTRODUCAO

As neoplasias de glandula salivar sdo um desafio tanto para os patologistas, por sua
complexidade no momento do diagndstico, quanto para os demais profissionais, no momento
de realizar o tratamento. S&o patologias raras, com uma incidéncia geral no mundo ocidental de
cerca de 2,5-3,0 casos por 100 mil habitantes por ano, representando 3% a 10% de todos as
neoplasias de cabeca e pescoco. A maior parte, em torno de 80%, é de lesdes benignas, e, se
considerarmos apenas as malignas, correspondem a menos de 5% das neoplasias malignas de
cabeca e pescoco (1, 2).

O adenoma pleomorfico foi descrito pela primeira vez em 1859 (3) e é a neoplasia
benigna mais comum de glandula salivar, sendo mais frequente na glandula parétida (4).
Quando ocorre em glandulas salivares menores, a regido mais comum é o palato, porém
ocorrem casos em outros sitios como o labio superior, assoalho de boca, laringe e traqueia (5,
6).

O adenoma pleomarfico ocorre principalmente na faixa etaria entre 40 e 60 anos, sendo
mais frequente no sexo feminino. Clinicamente se caracteriza por um aumento de volume
enrijecido de crescimento lento e sintomético, as margens costumam ser bem delimitadas,
consisténcia endurecida, aspecto lobulado, indolor, mével a palpacéo e de longa evolugéo. Este
tumor pode atingir grandes dimensdes e 0s sintomas mais comuns, 0s quais dependem da
localizacdo, sdo dispneia, disfagia, obstru¢do aguda das vias aéreas e apneia obstrutiva do sono
4,7,8).

Histopatologicamente essa lesdo é caracterizada pela heterogeneidade morfol6gica e
grande diversidade celular. Uma das caracteristicas é a presenca de capsula pode se apresentar
mal desenvolvida, penetracdo capsular, pseudépodes e nddulos satélites, principalmente nos
casos de neoplasias em glandulas salivares menores, predominantemente mucdides/mixoéides.
Presenca parcial de capsula em um determinado corte histoldgico da neoplasia e infiltracdo de
células neoplasicas em uma capsula existente foi observada em 80% dos adenomas
pleomorficos na série prospectiva. (3,9)

O adenoma pleomorfico pode ocorrer de maneira multifocal, sendo observado pelo
patologista na forma de dedos saliéncias de um tumor nodular composta por células com duas
diferenciages: as epiteliais, ou luminais, que revestem internamente espacos ductiformes e as
mioepiteliais, as mais frequentes e que se posicionam na periferia das células luminais.

Portanto, as estruturas ductiformes tém duas camadas de células. As células mioepiteliais
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assumem morfologias diversas como epitelioide, fusiforme e plasmocitoide, entre outras, e
produzem grande quantidade de matriz extracelular, que pode sofrer metaplasia osteoide e
condoidre ou, por vezes, assumir aspecto mixoide. Em alguns casos, ha extensas areas
hipocelulares e hialinizadas (3, 10). Quando ocorre a presenca de ceélulas acinares,
frequentemente sdo encontradas na periferia do tumor. A formacéao de cépsula, que pode estar
mal desenvolvida ou parcialmente ausente, quando em glandulas salivares menores e em
tumores que sdo predominantemente mucoides ou mixoides (11).

O adenoma pleomérfico pode sofrer transformacdo maligna e originar o carcinoma ex-
adenoma pleomorfico (CXAP). A incidéncia dessa neoplasia é baixa, porém o tecido neoplasico
possui extensdo nos tecidos adjacentes, ja que a maior parte dos casos possuem caracteristicas
assintomaticas, esse fato contribui para um prognoéstico ruim da patologia (12).

Em certos casos, 0 carcinoma se desenvolve sem deixar vestigios do componente PA.
Muitas vezes um diagnostico prévio, colabora com a correlagdo clinico-patoldgica ou
seccionamento do corpo de prova. Os focos de transformacdo maligna caracterizados por
pleomorfismo, figuras mitéticas frequentes/atipicas, hemorragia e necrose (13, 14).

Alguns autores discutem sobre a relacdo que a reducao de expressao da proteina PTEN
(fosfatase homologa a tensina, do inglés phosphatase and tensin homolog) cooperar com a
alteracdo da proteina p53 para promocdo de alguns tipos de neoplasias malignas. Muta¢des no
gene TP53 com a producdo de proteina p53 defeituosa foram demonstradas em um subconjunto
de neoplasias de glandula salivar e sdo consideradas, por alguns autores, como um evento que
precede a transformacdo maligna do adenoma pleomorfico. Existem dados conflitantes em
relacdo a imuno-histoquimica para a proteina p53 em adenomas pleomérficos (10, 15).

Desse modo, este trabalho teve como objetivo analisar e comparar os resultados dos
testes imunohistoquimicos utilizando as proteinas p53 e PTEN nos casos diagnosticados como

adenoma pleomorfico e CXAP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ADENOMA PLEOMORFICO

A neoplasia de glandula salivar mais comum é o adenoma pleomorfico, responsavel
por 70% das neoplasias epiteliais benignas e correspondendo a cerca de 65% das neoplasias de
glandula pardtida. Essa lesdo é comum também em glandulas salivares menores, principalmente
no palato, mas pode ocorrer, também, em outras regides da cavidade oral como mucosa labial,
mucosa jugal, assoalho de boca e trigono retromolar (1, 3).

Estudos epidemioldgicos de neoplasias de glandula salivar foram relatados em
diferentes paises e regifes, com uma incidéncia que variavam entre 0,4 e 13,5 por 100 mil
pessoas. No continente africano estima-se que sejam diagnosticados de doze a catorze mil novos
casos a cada ano. Ja na Inglaterra, estudos sobre incidéncia de neoplasias de glandula salivar
em diferentes hospitais do pais, avaliando um periodo de vinte anos, encontraram que 0 nUmero
de casos por 100 mil habitantes variou de 7,03 a 8,58. Se apenas as neoplasias benignas fossem
consideradas, a incidéncia seria de 6,2 a 7,2 casos/100 mil habitantes e de 0,83 a 1,38 para as
malignas (16-17).

H& um risco de recorréncia maior quando a patologia se desenvolve precocemente, na
faixa etaria de 40 a 49 anos, ou seja, surge entre 10 a 15 anos mais cedo do que a faixa etaria
mais acometida de acordo com a literatura, que é entre quinta e sexta décadas de vida (18, 19).
S4o raros 0s casos em criancas e adolescentes, porém existem relatos em diversas faixas etarias.
A minoria dos casos esta associada a malignidade, algo entre 3% e 12% (4, 8, 20).

O adenoma pleomorfico se caracteriza principalmente por ser uma lesdo nodular
solitaria, solida, lobulada, firme a palpacdo e com histérico de longa evolucdo, pois 0
crescimento é lento na maioria dos casos. Os sintomas variam de acordo com a regido que €
acometida, por exemplo, quando ocorre proximo de regifes inervadas a sintomatologia é
dolorosa. Um dos locais mais acometidos é a glandula parétida, aproximadamente dez por cento
dos casos, outra regido acometida com maior frequéncia intraoral € entre palato duro e palato
mole (3, 11).

Histologicamente, 0 adenoma pleomérfico possui uma origem ainda ndo determinada,
e exibe um padrdo de diversidade microscépica. Apresenta um padrdo variavel de epitélio e um

estroma fibroso ou frouxo e que pode apresentar caracteristicas mixoides, condroides ou
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mucoides. O componente epitelial se apresenta em estruturas ductiformes com células no
formato cuboidal, as células luminais, e células mioepiteliais, que exibem morfologia variavel,
incluindo fusiforme, ovaladas, plasmocitoide e epitelioide. O estroma apresenta-se também
com formatos variados, com areas fibrosas, hialinas, condroides e mixoide, nesse ultimo caso
apresentam ndo apenas uma ocorréncia muito mais frequente de areas livres de capsulas, mas
também uma maior extensdo nessa regido. Além disso, a propor¢do entre 0 estroma e 0
parénquima variavel (3, 20, 21, 22). Algumas alteraces histopatoldgicas como zonas de
necrose, hialinizacdo extensa, invasdo vascular ou capsular, hipercelularidade e mitoses atipicas
sdo fatores que estdo relacionados a recorréncia e processo de malignizagdo, que sera abordado
abaixo. Metaplasia escamosa também € vista, entretanto, sabe-se que ocorre com frequéncia em
outras patologias de glandula salivar, como sialadenite necrosante (3, 12).

Geralmente o adenoma pleomorfico se apresenta bem delineados e/ou encapsulados
por uma capsula fibrosa separando a area neoplasica da superficie do parénquima da glandula
salivar. A capsula pode variar em espessura e ser mais proeminente em glandulas salivares
maiores, em contrapartida é tipicamente malformada ou completamente ausente nas glandulas
salivares menores. Além disso, as caracteristicas da capsula podem variar de acordo com 0s
subtipos do adenoma pleomorfico (23).

Com relacédo ao diagnostico diferencial séo diversas as lesdes de glandula salivar que
podem ser consideradas, especialmente pela sobreposicdo de caracteristicas celulares e
arquiteturais entre diversas neoplasias de glandula salivar. O mioepitelioma € um dos principais,
pois esta € uma neoplasia benigna na qual as células apresentam apenas a diferenciacéo
mioepitelial e, eventualmente, raras estruturas ductiformes podem estar presentes na periferia
da lesdo, dificultando a diferenciacdo com um adenoma pleomérfico mais celularizado. Aspecto
cribriforme também pode, eventualmente, ser percebido no adenoma pleomérfico, fazendo com
que seja necessario a diferenciagdo com o sialoblastoma, o adenocarcinoma polimorfo, o
carcinoma adenoide cistico, o carcinoma epitelial mioepitelial, o carcinoma ductal e o
carcinoma adenoide cistico. Diversas vezes é preciso langar mdo da avaliagdo imuno-
histoquimica para diferenciar entre essas patologias (22, 24, 29).

H& uma infinidade de pesquisas que buscam um perfil imuno-histoquimico para o
adenoma pleomorfico, utilizando uma grande diversidade de anticorpos mono e policlonais do
tipo citoqueratina, proteinas especificas do musculo, S-100, vimentina e outros marcadores.
Entre as proteinas utilizadas, a E-caderina, nos auxilia a identificar células luminais mostrando
dessa forma a origem epitelial da neoplasia. Essa proteina também ¢é reativa principalmente na

membrana, mas especialmente no citoplasma em algumas células abluminais de origem
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mioepitelial, cuboidal ou plasmocitoide, no contetdo do sélido de areas proliferativas. Além
disso, na regido da periferia das unidades epiteliais proliferativas, a expressédo de E-caderina
diminuiu, enquanto a expressao de actina de musculo liso aumentou (25).

Uma das caracteristicas presentes no adenoma pleomorfico no CXPA € a presenca de
calcificacdo ou ossificacdo focal. A formacgédo Gssea é relativamente rara, porém ocasionalmente
€ uma caracteristica dominante. No entanto, a ossificacdo extensa em toda neoplasia €é
extremamente rara. O mecanismo de formacdo OGssea na AP permanece controverso, mas
existem duas teorias tradicionais sobre a formacao 6ssea, que seria a ossificagdo endocondral e
as células mioepiteliais metaplésicas (26)

Em imagens de tomografia computadorizada os adenomas pleomorficos com extensas
areas de ossificacdo sdo heterogeneamente compostos por uma mistura de atenuacdo de 0sso
amorfo e componentes de tecido mole. O diagndstico diferencial dos tumores calcificados da
parétida ou parafaringea é amplo e inclui adenoma pleomorfico, condroma ou osteoma de
tecidos moles, meningioma extracraniano, por esse motivo exames de imagem podem ser
utilizados tanto para contribuir para o diagnéstico do adenoma pleomdrfico quanto para
determinar as dimensdes da cirurgia de resseccdo desses casos. (26, 27) A opcao mais indicada
€ a ressonancia magnética, uma técnica que apresenta alta defini¢éo dos tecidos moles, tornando
possivel a diferenciacéo entre glandula salivar, lesdo e tecidos adjacentes (28, 29).

Um dos métodos que sdo indicados para o diagndstico pré-operatério e determinantes
para o delineamento do tratamento é a puncéo aspirativa com agulha fina (PAAF), pois € um
procedimento rapido, pouco invasivo e preciso, indicado para as glandulas salivares maiores e
pode ser realizado no ambiente ambulatorial, a partir deste é possivel analisar as alteracdes
histoldgicas dos tecidos. Outro tipo de modalidade que pode ser usado tanto em glandulas
salivares maiores quanto em menores é a bidpsia incisional, porém deve ser levado em conta o
tamanho da amostragem do tecido (3, 30).

O tratamento preconizado para o adenoma pleomorfico é a excisdo cirlrgica,
parotidectomia parcial ou total combinada com preservacdo do nervo facial. O processo de
enucleacdo do tumor ndo é considerado adequado devido a associacdo desse procedimento a
uma maior prevaléncia de recorréncia dessa patologia. Ha alguns estudos a respeito da
indicag&o de radioterapia, mas devido aos efeitos colaterais adversos, ndo deve ser recomendada
(31).

Estatisticamente, 12% dos casos de adenoma pleomarfico tém chance de recorréncia
devido a cirurgias malconduzidas, por conta de margens de ressec¢cdo mal definidas. Taxas de

recorréncia de 20% a 45% foram descritas apos enucleacao, esse risco esta relacionado também
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as caracteristicas histopatoldgicas da neoplasia. Por conta das taxas de recorréncia relacionadas
ao tratamento cirargico, a opcao pela ampla dissec¢do na forma de parotidectomia superficial
ou subtotal foi instituida como tratamento de escolha em grande parte dos casos, reduzindo a
reincidéncia para menos de 5% (1, 32).

A transformacgdo maligna do adenoma pleomarfico € responsavel por 1% de todas as
neoplasias malignas da glandula salivar e pode levar ao surgimento de neoplasias como, o
CXAP e o carcinossarcoma. A transformacdo maligna mais comum do adenoma pleomérfico é
em CXAP, o que leva ao risco de metastase para outras regides do corpo. Aproximadamente
3% a 4% dos adenomas pleomorficos podem se tornar CXAPs (33).

O estagio inicial do processo de malignizacdo do CXAP é o carcinoma intraductal, no
qual ocorre proliferacdo das células luminais com graus varidveis de atipias — inicialmente
celulares e, posteriormente, arquiteturais. Nesse estagio, as células transformadas permanecem
confinadas por uma camada de células abluminais, sem atipias. O préximo estagio é o
carcinoma intracapsular extraductal, no qual a expansdo se estende além das estruturas
ductiformes, mas ainda respeita os limites do adenoma pleomorfico que o originou. Ja o dltimo
estagio, € o de carcinoma invasivo e ocorre quando as atipias se estendem além dos limtes do
adenoma pleomérfico que originou essa malignidade (34, 35).

Com relacgdo as alteracfes genéticas, ja foram detectadas algumas bem especificas no
adenoma pleomdrfico, como os rearranjos 3p21, 8q12 e 12q13-15 e trissomia 8,3-6. Os desvios
8012 constituem o subgrupo mais frequente. A caracterizacdo molecular da translocacéo t (3;
8) permitiu a identificacdo de dois genes, PLAG1 e CTNNB1 envolvidos com os rearranjos 8q12
e 3p21, respectivamente. O papel da PLAG1 em neoplasias de glandula salivar esta relacionado
diretamente aos adenomas pleomorficos e aos carcinomas ex-adenomas pleomorficos (CXAP)
(28).

Diversos estudos foram realizados para tracar um perfil imunohistoquimico do
adenoma pleomorfico e do CXAP, com o objetivo de auxiliar no diagnostico precoce de
neoplasia maligna. Por exemplo, o p53 é uma das proteinas que podem estar envolvidas no
estagio inicial do CXAP como de outros tipos de cancer, através da via AKT, MDM2 ¢
translocado do citoplasma para o nucleo, diminuindo a oferta de p53 e esta proteina por sua vez

controla a ativacao e supressao da proteina PTEN (36, 37).
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2.2 CARCINOMA EX-ADENOMA PLEOMORFICO (CXAP)

O CXAP é uma neoplasia maligna epitelial e/ou mioepitelial que se desenvolve a partir
de uma neoplasia benigna, o adenoma pleomorfico, geralmente quando ha um histérico de
recidivas ou de longa duracéo. Nao é um tipo histolégico de neoplasia especifica, mas sim uma
classe de neoplasias unificadas por um precursor comum. E responsavel por 3,6% das
neoplasias de glandulas salivares e varia aproximadamente 3% a 15% entre as neoplasias
malignas. Possui um alto potencial para gerar metastases a distancia, sendo as regides de maior
acometimento 0ssos, pulmdes e linfonodos cervicais (4, 38, 39).

Essa neoplasia € mais comum em mulheres, com maior incidéncia nas sexta e sétima
décadas de vida, porém ha casos que ocorrem em pacientes mais jovens. O inicio tardio é
pensado por ser secundario a transformacéo prolongada em malignidade, que pode levar em
meédia de 20 anos até 50 anos (40, 41).

As regifes mais acometidas sdo principalmente a glandula parotida, que é o sitio de
cerca de 80% dos casos, e a glandula submandibular. Entretanto, 0 CXAP afeta também as
glandulas salivares menores, com maior ocorréncia, nesses casos, em palato duro e palato mole.
Ha relatos em outras regides do corpo como, mama, glandula lacrimal, traqueia e cavidade nasal
(4,41, 9, 42).

O CXAP ¢, normalmente, assintomatico, porém essa caracteristica depende da regido
onde estd localizado, pois caso ocorra compressdao de algumas regibes, pode se tornar
sintomético. Clinicamente se assemelha ao adenoma pleomodrfico, sendo com frequéncia
descrito como nddulos de superficie lisa que geralmente se apresentam sem dor, de consisténcia
firme, crescimento lento e que nédo se aderem ao tecido adjacente, com excecdo das lesdes que
ocorrem em palato duro (43, 44).

Histologicamente o CXAP pode ser bastante complexo e varidvel. O componente
maligno pode ser um tipo especifico de carcinoma como carcinoma do ducto salivar, carcinoma
epitelial-mioepitelial, carcinoma adenoide cistico, adenocarcinoma polimorfo ou carcinoma
mioepitelial. Ou pode, ainda, ser um carcinoma sem outra especifica¢cdo ou um adenocarcinoma
pouco diferenciado (45). Para que o diagndstico seja de CXAP, além do componente maligno,
ha necessidade de identificacdo de remanescentes de um adenoma pleomorfico ou, pelo menos,
um histdrico clinico de diagnostico prévio dessa leséo. A proporgéo entre os dois componentes

varia bastante (3).
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Um tipo de formagdo comum e importante em carcinomas é a angiogénese, ou seja,
formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, tem sido considerado um
processo critico para o desenvolvimento, invasao e metastase de uma neoplasia. Em glandulas
salivares, os casos de adenoma pleomdrfico, geralmente mostra um estroma mixéide e
condroide vascularizado (46).

Na década de 1970, o CXAP foi subclassificado em intracapsular, quando se restringia
a area do adenoma pleomorfico pré-existente, e carcinoma invasivo extracapsular, quando se
infiltrava além dos limites do adenoma pleomorfico que o originou (47). Atualmente, 0 CXAP
pode ser classificado em trés graduacdes, de acordo com o grau de invasdo neoplésica para 0s
tecidos circunjacentes. Desse modo, pode ser classificado em: intracapsular, ou seja, ndo
invasivo; minimamente invasivo, menos de 1,5 mm de invasdo de componente maligno em
tecido extracapsular; e francamente invasivo, mais de 1,5 mm de invasdo da capsula para o
tecido adjacente. Essa medida pode ser dificil de se obter, principalmente por causa da
dificuldade em definir a borda externa do adenoma pleomdrfico (4, 13, 49, 50).

As neoplasias benignas de glandula salivar sdo geralmente encapsuladas ou, pelo
menos, bem delimitadas. A observacdo de invasdo de tecidos adjacentes é uma caracteristica
de malignidade, assim como processo infiltrativo, crescimento nodular destrutivo ou expansivo
no parénquima da glandula salivar adjacente, invasdo perineural e linfovascular, bordas mal
definidas com relagdo aos tecidos circundantes como tecido adiposo, muscular, epitelial e
6sseo. Assim como em outras regides anatbmicas, marcado pleomorfismo celular, aumento de
atividade mitotica, incluindo mitoses atipicas, e necrose intralesional, sdo caracteristicas que
indicam processo de malignidade (22). Algumas das principais caracteristicas histoldgicas que
diferenciam a neoplasia benigna do CXAP sdo calcificacBes distrdficas, alteracBes
degenerativas, necrose e areas de hemorragia com regides de transicdo maligna (49).

Algumas proteinas tém sido estudadas tanto para auxiliar no diagndstico como para
verificar o potencial de malignizacdo do CXAP. Os estagios morfoldgicos e genéticos da
transformacéo do adenoma pleomarfico em CXAP ainda séo desconhecidos. No entanto, ha um
alto grau de mutacdo e acumulo da proteina p53 em casos de CXAP, mas ndo nos casos
adenoma pleomorfico, que, geralmente, tém expressdo negativa ou muito baixa nos resultados
de imuno-histoquimica (50, 51).

Altemani et al. (45), verificaram que a transformacao maligna surgiu principalmente a
partir das células luminais das estruturas ductais do adenoma pleomorfico pré-existente,
semelhantes as intraductais do carcinoma em outros 6rgdos. Pode se apresentar de uma forma

invasiva, perfurando a capsula do adenoma pleomorfico original e invadindo as estruturas
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adjacentes. As areas com células mioepiteliais benignas remanescentes mostraram forte
expressdo de actina de musculo liso, vimentina e CK14, enquanto as células luminais
carcinomatosas expressaram CK7, CK8 e CK19. No adenoma pleomérfico, CK14 é mais
expressa nas células luminais do que nas mioepiteliais.

Matsubayashi et al. (52) observaram que os marcadores de atividade proliferativa das
celulas, PCNA e Ki67, assim como os fatores c-erbB-2 e EGFR, exibiram uma expresséo maior
no componente maligno do CXAP do que nos remanescentes benignos de adenoma
pleomorfico, e essa diferenca foi estatisticamente significante. Além dessas proteinas, foi
verificada também a expressdo do p53, que foi positiva tanto nas areas benignas quanto nas
malignas, embora a colorag&o tenha ha sido mais intensa nas areas de carcinoma.

Outra proteina que foi relacionada a progressao e a um pior prognostico no CXAP ¢ a
PTEN. A perda de funcdo desta proteina, especialmente quando ocorre delecdo genémica,
indica um curso clinico desfavoravel para os pacientes, risco de metéastases e formacao de
nodulos, progressao rapida da neoplasia, ou seja, agravamento do caso uma forma geral (53).
As proteinas p53 e PTEN estdo funcionalmente relacionadas, como veremos melhor abaixo. A
PTEN regula negativamente a via PtdIns 3 — quinase — AKT — MDMZ2, a qual regula para baixo
o0s de p53. A p53, por sua vez, regula positivamente a PTEN. Essas relagdes mostram como
funciona a inducdo e o supressao do processo de apoptose celular (54).

As caracteristicas genéticas do CXAP sdo semelhantes ao adenoma pleomorfico. Os
rearranjos PLAG1/HMGAZ2 sdo observados no CXAP. A detec¢do da expressdo de PLAG1
pode ser utilizada para distinguir as duas neoplasias de outras neoplasias de glandulas salivares,
mas nao entre si. De qualquer forma, a funcdo que a PLAG1 desempenha no CXAP ainda é
mal compreendida, especialmente no contexto da morfologia (54).

O carcinoma do ducto salivar, é uma neoplasia maligna de origem epitelial ductal rara
e altamente agressiva das glandulas salivares, que possui caracteristicas histologicas em comum
com carcinoma ex adenoma pleomdrfico exibem proliferacdo de células epiteliais malignas,
formando glandular, cribiforme, micropapilar e estruturas de aninhamento, além disso e pelo
menos metade dos casos de carcinoma do ducto salivar surgem a partir do adenoma pleomérfico
(55, 56). O PA foi a primeira neoplasia epitelial humana benigna a apresentar anormalidades
citogenéticas recorrentes envolvendo o gene 1 do adenoma pleomorfico (PLAGL) e o grupo de
alta mobilidade A2 (HMGAZ2), entdo como reflexo da diversidade de PA, anormalidades

citogenéticas comparaveis foram relatadas no carcinoma do ducto salivar (56).
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A extensdo da invasdo, a categoria histologica ou grau do carcinoma podem determinar
0 progndstico. E, em relagdo ao prognostico, as taxas de sobrevivéncia relatadas na literatura
variam de 30% a 70%, um dos fatores que torna o diagndstico correto de suma importancia
(12). Os casos de carcinoma intracapsular e minimamente invasivo geralmente sdo tratados com
cirurgia de resseccao e radiacdo, e apresentam um bom prognostico. J& os casos amplamente
invasivos séo extremamente agressivos e tem uma alta taxa de recorréncia, apesar do tratamento
localizado. Como a incidéncia de CXAP é rara, ndo ha um protocolo para o tratamento com

quimioterapia estabelecido (43).

2.3 PTEN

A proteina PTEN foi identificada pela primeira vez em 1997 e est localizada no
cromossomo 10g23, sendo um dos genes supressores de tumor mais frequentemente mutados
nas neoplasias malignas em humanos. Ja foi demonstrado como alterado em uma ampla gama
de lesdes, incluindo carcinomas de mama, carcinomas de prostata, neoplasias endometriais e
no glioblastoma, entre outros. A fosfatase lipidica da PTEN exerce um fator importante para
sua funcdo supressora de neoplasias (57, 58, 59).

O papel da PTEN quando no interior do citoplasma celular estad relacionado a
regulacao negativa da via PI3K/AKT. Porém, quando no nucleo, essa proteina esta relacionada
a estabilidade cromossémica, reparo de DNA e estabilidade nuclear e tem sido relacionada aos
canceres de mama, ovario, pancreatico, esofagico, cancer de tireoide e outros canceres. Ha
também interseccdo entre as vias de sinalizacdo PI3K e p53, por meio de ativacdo de mutacdes
em PTEN que podem levar a inativacdo da p53, alterando a expressdo de MDM2 e/ou via
ligacdo nuclear ou via ligacéo direta de PTEN a p53 (15, 57, 60).

A localizagdo célular da PTEN foi observada por meio de analises imuno-
histoquimicas em tecidos neoplasicos, normais e quiescentes. Na fase GO-G1 das células,
resultou em uma colorag¢éo imuno-hisquimica predominantemente nuclear em tecidos normais,
enquanto os tecidos neoplasicos foram positivos em maior porcentagem de células na fase S e,
portanto, exibem niveis aumentados de PTEN citoplasmatico, regido em que PTEN pode se
acumular na mitocéndria. Uma mudanca na localizacdo intracelular de PTEN, portanto, parece

estar envolvida na transformacdo neoplésica e pode modular sua atividade (61, 63).
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Com o aumento da disponibilidade de diferentes anticorpos comerciais, os relatos de
localiza¢do da PTEN no nucleo se multiplicaram e uma das correlagdes entre coloracao nuclear,
proliferacdo celular, diferenciacdo e transformacdo maligna comecaram a tomar forma. A
presenca da PTEN no nucleo é, de fato, geralmente encontrada em primeiro em células sem
alteraces, ao invés de linhas de células tumorais, e sua presenca € inversamente correlacionada
com a proliferacédo celular e diretamente correlacionado com a diferenciacao celular (62).

Em glandulas salivares sem alteracGes foi observado forte expressao citoplasmatica de
PTEN nas células luminais, abluminais (basal), células do ducto intercalado, do ducto estriado
e do ducto excretor. A PTEN foi expressa nas células mioepiteliais, mas pouco expressa nas
luminais, nas células epiteliais e células de acinares na regido de glandula parétida (63).

Os genes supressores de tumor PTEN e TP53 estdo entre 0s genes mais comumente
inativados ou mutados nas neoplasias malignas humanas. As mutacdes no gene PTEN levam a
perda da expressdo da proteina PTEN, esse fato esta relacionado a uma variedade de neoplasias
malignas, incluindo carcinomas de préstata, endométrio e figado abluminais (64, 65).

24 p53

O gene supressor de tumor TP53 tem uma funcdo bem estabelecida em relacdo a
patogénese de lesdes malignas. Ele codifica uma proteina que tem uma acdo de ativacdo
transcricional e induz apoptose, semelhante a senescéncia do ciclo celular. As mutagdes em
TP53 foram demostradas como eventos iniciais no processo de transformacdo maligna dos
adenomas pleomorficos, porém algumas muta¢6es nao resultam em imunocoloracéo positiva,
mas em resposta ao estresse celular, pode ocorrer ativacao dessa proteina no nucleo celular (10,
66).

O gene TP53 é frequentemente alterado em neoplasias humanas, incluindo neoplasias
de glandula salivar. Esse gene foi mapeado no braco curto do cromossomo 17p13 e atua como
protetor do genoma, protetor de DNA e indutor de apoptose, atua também bloqueando o ciclo
celular na fase G1, inicia os processos de reparo do DNA e determina o destino das células. Ele
é responsavel pela sintese de uma fosfoproteina nuclear, a p53, que regula a proliferagéo celular
por meio do blogueio do ciclo celular ou de apoptose. A perda funcional de p53 e o acimulo
no nucleo sdo importantes na patogénese e na progressao tumoral e relacionam-se com maior

agressividade e reducdo da sobrevida dos pacientes (10, 67).
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Apesar do resultado negativo na maioria dos casos de adenoma pleomorfico para p53,
os casos de CXAP exibem um resultado positivo para mesma proteina que varia entre 41% e
67% dos casos. Resultados mostram que ha uma alteracédo progressiva do p53 na expressdo dos
adenomas pleomérficos, considera-se entdo a hipdtese que ocorra transcricdo de uma proteina
mutada que se acumulou no nucleo (65, 68).

Analisando a transi¢cdo do adenoma pleomérfico para o CXAP, com o objetivo de
verificar a ocorréncia de mutacdes em TP53, foi possivel observar que a recorréncia
multinodular é comum, porém a ocorréncia de novas mutacées em TP53 nas recorréncias nao
confirma um papel causal para essas mutac¢des na transformagao maligna, pois a especificidade
dessas mutagOes para esse processo é desconhecida. H& pesquisas que sugerem a interacao de
mecanismos epigenéticos que causam inativacdao funcional da p53 em CXAP, por exemplo,
atraves da ligacdo por MDM2 (19, 50).

2.5 RELACAO ENTRE p53 E PTEN

Os supressores de tumor PTEN e TP53 estdo entre 0s genes mais comumente
inativados ou mutados em neoplasias malignas humanas (62). A interacdo entre as duas
proteinas codificadas por esses genes foi verificada em diversos tipos de neoplasias, por
exemplo, carcinomas de pulméo e figado. No caso do cancer no figado, a PTEN tem uma baixa
expressdo nas células neopléasicas e 0s niveis de expressdo diminuem a medida que as células
se tornam malignas e sdo capazes de invadir e metastatizar, porém nesses casos, a p53 néo foi
determinante para a formacdo de uma neoplasia (71, 72).

A conexdo entre PTEN e p53 mostra que ha uma interacdo do processo de transcri¢ao
com o processo de apoptose celular. S&o ativadas pelas vias de sinalizagdo de crescimento e
pelas oncoproteinas, como MDM2, a funcdo destas redes inibidoras e estimuladoras de
crescimento sao essenciais para se manter a homeostase. O gene MDM2 é induzido por p53, e
a PTEN, por sua vez, possui duas capacidades: a de inibir a fosfatase de PtdIns(3,4,5)P3 e a de
permitir o bloqueio nuclear de entrada de MDM2. Assim, PTEN protege a p53 através da
sinalizacdo realizada através dos fatores de crescimento receptores por inibicdo de PtdIns 3-
quinase-Akt, na qual é sinalizada e entrada de MDM2 no nucleo celular, inibindo a atividade
do ciclo (37).
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A importancia da p53 é o fato de ser um componente de uma rede de sinalizagéo
supressora de tumor, que acaba sendo enfatizado pér mecanismos que regulam a acdo de
MDMZ2. Por sua vez a PTEN inibe 0 movimento de MDM2 no nucleo, segregando-a, assim, da
p53. Uma vez que a PTEN ¢ perdida, no entanto, a via da p53 € fortemente ativada. Mutac6es
encontradas em genes como TP53 e PTEN surgiram como suscetibilidade de alta penetréncia e

sdo clinicamente relevantes para a determinacdo de uma neoplasia maligna (71).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi analisar, por meio da imuno-histoquimica, a presenca
das proteinas PTEN e p53, em casos de adenoma pleomérfico e carcinoma ex-adenoma
pleomorfico de glandulas salivares menores e maiores. O intuito é analisar a distribuicéo
desses marcadores nas células das duas diferenciacdes, luminais e mioepiteliais, encontradas
nas lesdes e se ha relacao entre as duas proteinas em cada caso.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

] Antes do seu inicio, o desenvolvimento deste trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, sob protocolo
CEP-FOUSP 4.631.876 (Anexo A).

4.2 DESENHO DO ESTUDO E AMOSTRA

Esta pesquisa consistiu em um estudo descritivo e retrospectivo, de corte transversal,
em uma série de neoplasias de glandula salivar. Os casos estudados pertencem aos arquivos
do Servico de Patologia Cirurgica da FOUSP e a selecdo da amostra foi feita de forma
intencional a partir do diagnostico. Foram selecionados 20 casos diagnosticados como
adenoma pleomorfico e 5 casos como carcinoma ex-adenoma pleomorfico (CXAP).

Apbs a selecdo dos casos por meio do seu diagndstico final, foram recuperadas as
laminas histoldgicas coradas em hematoxilina, para o estudo morfoldgico e os blocos de
parafina contendo tecido, para a realizacao do estudo imuno-histoquimico.

A partir das fichas de encaminhamento de exame, que estdo nos arquivos do Servico,
foram obtidas as informac6es para o estudo dos dados demograficos e caracteristicas clinicas
dos casos deste estudo, as saber: sexo, cor da pele, idade, presenca de sintomatologia,
tamanho da lesdo, duracao e localizacdo anatdmica.

4.3 ESTUDO MORFOLOGICO

Para a realizagdo do estudo morfoldgico foram utilizadas 1dminas com cortes de
5 um de espessura do material incluido em parafina, corados em hematoxilina e eosina que
foram examinados a microscopia de luz. Os casos selecionados mostravam aspectos bem
caracteristicos das lesdes de interesse deste estudo. Os critérios histolégicos de avaliacéo
foram embasados naqueles propostos pela Organizacdo Mundial da Saude (4) e também por
Hellquist e Skalova (3).

4.4 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

A partir dos blocos de parafina recuperados dos arquivos do Servigo de Patologia
Cirargica da FOUSP, foram feitos novos cortes histoldgicos de 3 um de espessura que foram
estendidos em laminas de vidro previamente tratadas, para o0 aumento da adesividade dos
cortes, com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma St. Lous,
MO, USA).
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A reacdo teve inicio com a desparafiniza¢do dos cortes em dois banhos de xilol,
sendo o primeiro por 30 minutos e o segundo por 15 minutos, ambos em temperatura
ambiente. A partir deste momento, procedeu-se a reidratagdo dos cortes por meio de banhos
consecutivos, de 3 minutos cada, em cadeia descente de etandis, iniciando em etanol absoluto
e seguindo até a concentracao de 85%. A seguir, passou-se para a etapa de remogéo do
pigmento formalico que, por ser cor acastanhada, pode se confundir com o cromoégeno de
revelacdo da reacdo. Essa etapa foi realizada pela incubacdo em hidréxido de aménio a 10%
em solucdo alcoolica, por 10 minutos. Entéo, as laminas foram lavadas em &gua destilada por
5 minutos.

A proxima etapa da reacdo de imuno-histoquimica consistiu no tratamento de
recuperacdo dos sitios antigénicos. Para ambos os anticorpos deste estudo esse tratamento foi
realizado por meio da imerséo dos cortes histologicos em banho aquecido a 95 °C por 30
minutos em solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, pH 8,0. Apds o
término do tempo de incubacéo os cortes foram lavados com agua destilada em abundancia,
seguido de descanso por 10 minutos em agua destilada.

Realizou-se, a seguir, a eliminacéo da peroxidase endogena tecidual promovendo a
incubacdo dos cortes em solucdo 1:1 (v/v) de perdxido de hidrogénio a 6 % e metanol em dois
banhos de 15 minutos cada. Apds nova lavagem em agua destilada, os cortes, foram imersos
em solucdo salina de Tris (TBS) (Tris 50 nM, NaCL 150 mM), pH 7,6, solucdo tampéo da
reacao, e procedeu-se duas novas trocas. Todas as etapas na sequéncia foram precedidas por
lavagens em TBS pH 7,6.

Cada um dos casos foi, entdo, exposto aos anticorpos primarios selecionados para
este estudo, a saber: anti-PTEN (clone SP170, Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) e
anti-p53 (clone MIB-1, Dako DAKO, Glostrup, Dinamarca). Os anticorpos primarios foram
diluidos em TBS acrescido de albumina bovina sérica e azida sodica na dilui¢do de 1:100. A
incubacéo para p53 foi de 1 hora a temperatura ambiente, enquanto para PTEN foi de 16
horas a 4 °C em camara umida. Procedeu-se, entdo, a incubacédo do sistema de amplificacao,
tendo sido utilizado o método do polimero marcado, em passo Unico, por meio do kit
Envision (DAKO, Carpinteria, CA, USA). A incubacdo foi de 30 minutos e ocorreu em
temperatura ambiente. Apds esta etapa, 0 cromogeno selecionado para a revelacao da reacdo
foi a diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+, K3468), de cor castanha foi incubado por 10
minutos, também em temperatura ambiente. Apés rapida passagem por TBS, seguiu-se
lavagem em agua destilada por 10 minutos e, entdo, os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer. Em seguida, ap6s nova lavagem com agua destilada, os cortes foram
desidratados em cadeia ascendente de etanol, diafanizados em xilol, montados em laminulas
de vidro e examinados em microscopio de luz.

Como controle positivo das reacdes, foram utilizados cortes de carcinoma
epidermoide oral sabidamente positivos para os dois anticorpos. O controle negativo da
reacao se deu por incubacdo com supressdo do anticorpo primario.

45 ANALISE DOS RESULTADOS DE IMUNO-HISTOQUIMICA

As reacles de imuno-histoquimica foram avaliadas em microscopia de luz, de forma
qualitativa para ambos o0s anticorpos. Para o p53 fez-se, também, uma avaliacéo
semiquantitativa. Foram consideradas positivas as células que mostraram coloragao
acastanhada no citoplasma e/ou nucleo para o marcador PTEN e no nicleo para p53.

Para a proteina PTEN a avaliacdo consistiu, inicialmente, em classificar os casos
como positivos ou negativos para 0 marcador. A seguir, dentre 0s casos positivos, foram
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notados aqueles que exibiram positividade nuclear e, por fim, em qual compartimento celular
(ndcleo ou citoplasma) a coloracdo era mais predominante. Avaliou-se, ainda, quais as
diferenciaces celulares e padrdes histoldgicos apresentavam marcacéo positiva e se havia um
padrdo de positividade.

Para a proteina p53, os casos foram classificados em positivos ou negativos para o
marcador. A seguir, nos casos positivos, fez-se uma estimativa da porcentagem das células
presentes no corte histolégico positivas para este marcador, dividindo-os em: menos de 5%
das células positivas, de 5 a 50% das células positivas ou mais de 50% de células positivas
para 0 marcador.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos relacionados a idade, sexo e sitio de localizacdo foram descritos
através de suas respectivas frequéncias relativas e absolutas. A idade foi apresentada na forma
de média.

Os resultados obtidos nas avaliagdes microscépicas para os diferentes marcadores
foram analisados em dados absolutos e de frequéncia (%). Os resultados numeéricos foram
tabulados no programa Microsoft®Excel® para avaliagdo quantitativa e qualitativa. Todos os
dados foram avaliados quanto a aderéncia a distribuicdo normal, pelo teste de D'Agostino &
Pearson. Para anélise de variancia foi utilizado o teste o t para dados paramétricos e Mann-
Whitney para os dados ndo-paramétricos. Foi realizado teste exato de Fisher para associacao
para variaveis categoricas, onde todos os dados foram ndo-paramétricos. Os niveis de
significancia foram considerados em 5% (p<0.05). Os testes estatisticos foram realizados
utilizando o programa © GraphPad Prism 8.0 (San Diego, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Neste estudo, um total de 25 casos de neoplasias de glandula salivar foi avaliado,
sendo 20 casos de adenoma pleomérfico e 5 casos de carcinoma ex-adenoma pleomorfico
(CXAP). Os dados clinicos com o perfil dos pacientes e caracteristicas da lesdo foram obtidos
das fichas de encaminhamento de exame. Nesta amostra, a maioria dos pacientes era do sexo
feminino (15/25 casos, 60%) e leucoderma (15/25 casos, 60%). A idade dos pacientes variou
entre 13 e 89 anos, com média de 42,2 anos. A informag&o sobre presenca de sintomatologia
constava da ficha de 22 casos, sendo que desses, 18 foram assintomaticos (81,8%) e apenas 4
(18,9%) reportaram alguma sintomatologia. O tamanho médio encontrado foi de 28,9 mm (z
15,5) e a duracdo média das lesdes foi de 22,9 meses (£16,5) até o diagnostico, sendo que a
menor duracéo relatada foi de 3 e a maior de 72 meses. O palato foi a regido anatbmica mais
afetada pelas duas lesdes deste estudo, sendo o local de 15 das 22 lesGes para as quais havia
esta informagdo (68,2%). Outros sitios anatdmicos afetados foram: mucosa jugal (2/22,
9,1%), mucosa labial (2/22, 9,1%), parétida (2/22, 9,1%) e submandibular (1/22, 4,5%).

Em parte das fichas havia detalhamento da regido do palato atingida. Dos 25 casos
deste estudo, 15 ocorreram no palato, sendo que 7 (46,7%) ocorreram em palato duro, 4
(26,7%) em palato duro e mole e 1 caso (6,7%) em palato mole. Em outros 3 casos (20%) néo
havia informacéo detalhando a sub-regido anatbmica. Se consideramos apenas 0s casos de
adenoma pleomorfico, 12 ocorreram em palato (60%), sendo que desses, 6 (50%) eram em
palato duro, 2 (16,7%) em palato duro e mole e 1 (8,3) em palato mole apenas. Em 3 casos
(25%) ndo havia detalhamento da regido do palato atingida.

No quadro 5.1 estdo descritas as variaveis clinicas e demogréaficas categoricas para as
duas lesdes, assim como a comparac¢do estatistica entre elas. Na comparacdo entre as duas
neoplasias deste estudo, de todas as variaveis clinicas estudadas, apenas a média de idade
mostrou diferenca estatisticamente significante, revelando que os pacientes de CXAP tém
idade média mais elevada que os pacientes com adenoma pleomorfico. Para as demais
variaveis, ndo houve diferenca entre as duas lesdes.
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Quadro 5.1 — Analise dos dados clinicos e demogréaficos dos casos de adenoma pleomérfico e CXAP

Variavel Adenoma pleomdrfico CXAP p*

Sexo - n (%) Feminino 12 (60%) 3 (60%) >0.99!
Masculino 8 (40%) 2 (40%)

Cordapele-n (%) Leucoderma 12 (60%) 3 (60%) >0.99!
Melanoderma 8 (40%) 2 (40%)

Idade (em anos) Média 36,6 64,6 0.0062*
Minimo-maximo 13-61 19-89

Sintomatologia Néo 15 (75%) 3 (60%) 0.59!
Sim 3 (15%) 1 (20%)
N/I 2 (10) 1 (20%)

Tamanho (mm) Média 29,2 27,8 0.8642
Desvio padrao 15,3 16,2

Duragdo (meses) Média 234 18 0.676°
Desvio padrao 17,1 6,0
Minimo-maximo 3-72 12-24

Localizagdo Palato 12 (60%) 3 (60%) >0.9914
Mucosa jugal 2 (10%) -
Mucosa labial 2 (10%) -
Pardtida 1 (5%) 1 (20%)
Submandibular 1 (5%) -
N/I 2 (10%) 1 (20%)

n: nimero de casos; N/I: ndo informado; (-): sem casos; *estatisticamente significante para p<0,05; ‘teste exato de
Fischer; “teste t; 3Mann-Whitney; “comparacéo estatistica entre palato e outras localizagdes.
Fonte: A autora, a partir de dados coletados no Servi¢o de Patologia Cirdrgica da FOUSP.

5.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS

5.2.1 Adenoma pleomorfico

Os casos de adenoma pleomorfico consistiam em uma mistura de células de
diferenciacdo luminal e mioepitelial organizadas em arranjos bastante diversos. As células
luminais (ou ductais) apresentavam morfologia cuboidal, com nucleos arredondados e centrais
e citoplasma de tamanho moderado, eosinofilico e de limites precisos. As células com essa
diferenciacdo podiam ser vistas revestindo as luzes de estruturas ductiformes que, embora
estivessem presentes em todos 0s casos, variavam muito em frequéncia e distribuicdo. Era
frequente observar material eosinofilico amorfo preenchendo a luz das estruturas ductiformes.

As células mais comumente observadas em todos 0s casos de adenoma pleomérfico
deste estudo foram as celulas de diferenciacdo mioepitelial. Essas células estavam tanto na
periferia das luminais, compondo estruturas ductiformes de dupla camada, como proliferando
a partir dai e dando origem a ilhas e lengois de células que se confundem com o estroma de
suporte da neoplasia. A morfologia das células de diferenciacdo mioepitelial era muito
variavel e, na maior parte dos casos, ndo havia uma predominancia clara de uma delas. Foram
observadas células plasmocitoides, epitelioides, fusiformes, estrelarias e, mais raramente,
claras. As células mioepiteliais produzem grande quantidade de matriz extracelular e sua
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organizacao nos tecidos foi bastante varidvel dentre as lesGes e mesmo em uma mesma leséo.
Foram observadas areas de aspecto mixoide e outras com grande adensamento celular.
Metaplasia cartilaginosa e 6ssea também foram vistas em diversos dos casos deste estudo. Em
casos raros algumas ilhas neoplasicas exibiram metaplasia escamosa com formacéo de pérolas
clrneas centrais.

O estroma de sustentacao ndo era distinguivel nessas lesdes, devido as caracteristicas
de proliferacdo e diferenciacio das células mioepiteliais. Areas de intensa fibrosa e zonas de
hialinizacdo foram vistas em alguns dos casos deste estudo. Um dos casos exibiu extensa zona
de hialinizacéo e baixa celularidade, mas ndo havia outros elementos que pudessem
caracterizar um CXAP.

Os casos de adenoma pleomorfico deste estudo eram, de modo geral, bem
delimitados e, em parte dos casos, foi possivel observar zona de intensa fibrose com
organizacao paralela entre os feixes de fibras colagenas que circundava a periferia da
neoplasia. Entretanto, ndo foi possivel avaliar se havia casos totalmente encapsulados, pois,
muitos dos casos se tratavam de bidpsias incisionais.

A figura 5.1 mostra os principais aspectos morfologicos observados nos casos de
adenoma pleomorfico deste estudo.
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Figura 5.1 —Aspectos morfoldgicos do adenoma pleomdrfico. A. Estruturas ductiformes em meio a trabéculas
e ilhotas de células epiteliais em estroma de aspecto frouxo (100x no original). B. Em maior
aumento, detalhe das células luminais cuboidais e células mioepiteliais, na periferia dessas, com
aspecto claro (400x). C. Detalhe de células mioepteliais com morfologia plasmaocitoide e estruturas
ductiformes exibindo material eosinofilico amorfo no interior (400x). D. llhas neoplasicas
exibindo metaplasia escamosa (100x). E. Intensa deposi¢do de matriz extracelular de aspecto
hialinizado (100x). F. Area de metaplasia cartilaginosa (100x)

"

o

ote: A autora.
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5.2.2 Carcinoma ex-adenoma pleomdrfico

Todos os casos de CXAP deste estudo tinham areas de adenoma pleomdrfico nos
cortes histologicos ou um diagnostico anterior de adenoma pleomdrfico comprovado. Quando
presente no espécime utilizado neste estudo, a propor¢do de adenoma pleomérfico era
variavel.

A porcdo maligna em cada um dos cinco casos deste estudo variou de aspecto
morfolégico. Nao foi intengdo deste estudo classificar os casos de CXAP quanto ao subtipo
histologico ou com relacéo ao grau de invasividade, especialmente porque a maioria se tratava
de biopsias incisionais.

Houve casos com pouca diferenciacédo, exibindo ilhotas solidas de células epiteliais
de ndcleos hipercromaticos. Zonas com estruturas ductiformes envolvidas por células claras
também foram evidenciadas, assim como padréo trabecular. Em um dos casos havia extensas
areas hialinas pobremente celularizadas. A figura 5.2 exemplifica alguns dos aspectos
morfoldgicos encontrados nos casos de CXAP deste estudo.

Figura 5.2 —Aspectos morfologicos do CXAP. A. Em menor aumento, ilhas de
carcinoma em meio a estroma misto (100x). B. Detalhe do pleomorfismo
celular e remanescentes das estruturas ductiformes (400x). C. Ampla zona
de necrose (100x). D. Area de adenoma pleomdrfico remanescente (100x)

Fone: autora.
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5.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DA PROTEINA PTEN

A expressdo imuno-histoquimica da proteina PTEN nos casos do estudo foi
exclusivamente nos componentes epiteliais das lesdes. O marcador foi predominantemente
positivo nos citoplasmas das células das neoplasias, entretanto, também estava presente nos
nucleos. Nenhum dos 25 casos do estudo demonstrou positividade apenas em nucleos para
este marcador.

Dos 25 casos estudados, 20 exibiram alguma positividade (80%), enquanto 5 foram
totalmente negativos para a proteina PTEN (20%). Dentre os casos positivos, 16 (80%)
exibiram positividade em ndcleos, embora 11 dos 20 casos positivos tiveram predominancia
da marcacao imuno-histoquimica no citoplasma das células (55%). Apenas 1 caso (1/20, 5%)
demonstrou predominancia de marcacdo em nucleo, enquanto 8 casos (40%) revelaram
distribuicdo de positividade sem predominio entre nicleo e citoplasma.

Nos casos de adenoma pleomarfico, ndo foi possivel detectar um padrdo de
expressdo para a proteina PTEN. Células luminais e mioepiteliais, independentemente da
morfologia, e todos os padrées histologicos exibiram positividade nos diversos casos do
estudo, embora a quantidade de células positivas e extensdo das areas marcadas variou muito
dentre os casos, sem que fosse possivel determinar um padrdo. Dos 20 casos de adenoma
pleomdrfico deste estudo, 16 (80%) mostraram algum grau de positividade para PTEN.
Considerando apenas 0s 16 casos que mostraram positividade, 14 (87,5%) exibiram nucleos
positivos. Quanto ao compartimento celular em que predominou a marcacéo: 8 casos (50%)
exibiram predominio de positividade no citoplasma, 1 (6,3%) nos ndcleos e em 7 casos
(43,7%) ndo houve predominancia entre nlcleo e citoplasma. A figura 5.3A e B exibe
exemplos da marcacdo para a proteina PTEN no adenoma pleomorfico.

Assim como os casos de adenoma pleomérfico, os 5 casos de CXAP avaliados neste
estudo ndo revelaram um padrdo de marcacéo e a quantidade de células positivas em cada um
dos casos variou bastante. Da mesma forma, células luminais e ndo luminais exibiram
positividade, assim como os varios padrdes histoldgicos dos diferentes casos. Apenas 1 caso
foi totalmente negativo para PTEN. Portanto, 80% dos casos de CXAP exibiram algum grau
de positividade para esse marcador. Metade dos casos positivos (2 casos) exibiu positividade
de nacleos. Com relagdo ao compartimento celular em que predominou a marcagao para a
proteina PTEN, nenhum caso mostrou predominancia em nucleos, 3 casos (75%) exibiram
predominancia de citoplasmas positivos e, em 1 caso (25%) ndo houve predominancia e
nucleos e citoplasmas foram igualmente positivos para o marcador. A figura 5.3C e D mostra
exemplos de positividade paraa PTEN no CXAP.

Os resultados da avaliagdo imuno-histoquimica para cada um dos casos do estudo
podem ser vistos no quadro 5.2. A comparacdo estatistica dos resultados para o PTEN nas
duas neoplasias é apresentada na tabela 5.1 e ndo houve associacédo estatisticamente
significante.
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Figura 5.3 —Imuno-histoquimica para PTEN. A. No adenoma pleomorfico, positividade das células que
revestem as estruturas ductiformes e também células mioepiteliais na periferia das primeiras
(100x). Em B maior aumento em adenoma pleomorfico, evidenciando células de diferentes
morfologias positivas para o marcador (400x). C. Intensa positividade das células do CXAP para
o marcador (100x). Em D observa-se que tanto nidcleos quanto citoplasmas séo positivos para a
PTEN (400x)

Fonte: A autora.

5.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DA PROTEINA p53

A positividade para a proteina p53 foi exclusivamente nuclear nos casos deste
estudo. Embora células de todas as diferenciagdes e tipos morfolégicos exibiram positividade
para este marcador, ndo houve um padrao de distribuicdo dessa marcacao e, de um modo
geral, a proteina estava pouco expressa em ambas as neoplasias estudadas e todos 0s casos

g0 P T < i A -~ - ~oy . - " .

— A s 2 vad 10 . by T m&‘- oy N
po las presentes no corte
histoldgico positivas para 0 marcador.

Dos 20 casos de adenoma pleomdrfico do estudo, apenas 9 (45%) foram positivos
para a proteina p53 e essa positividade pode ser vista tanto nas células luminais quanto nas
mioepiteliais. Por outro lado, todos os casos de CXAP do estudo (5/5) exibiram nucleos
positivos para a proteina p53. Portanto, considerando o total de casos do estudo, 56% (14/25)
revelaram presenca de proteina p53 em seus nucleos. A figura 5.4 exibe exemplos de
marcacgao para a p53 nas lesdes deste estudo.



48

Os resultados para cada um dos casos podem ser vistos no quadro 5.2 e a
comparacdo estatistica entre as duas lesdes do estudo € apresentada na tabela 5.1 exibindo que
a expressdo de p53 no CXAP foi maior que no adenoma pleomérfico (p=0,04).

Figura 5.4 —Imuno-histoquimica para p53. Nucleos positivos para 0 marcador no adenoma pleomorfico (A)
e no CXAP (B). 400x
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Quadro 5.2 — Resultados do estudo imuno-histoquimico para os marcadores PTEN e p53

Compartimento celular

Diagnostico Caso PTEN ) o p53
Nucleo Predominio
1 + + Citoplasma
2 + + Ndcleo
3 + + Igual -
4 + - Citoplasma -
5 + + Igual -
6 + + Igual -
o 7 + + Citoplasma -
-.g 8 + + Citoplasma +
e 9 + + Citoplasma -
8 10 + + Igual +
% 11 - - - -
g 12 + + Igual
S
2 13 - - -
14 Igual -
15 + + Citoplasma +
16 - - - -
17 + - Citoplasma -
18 + Citoplasma +
19 + Igual -
20 - - - +
Total 16/20 14/16 9/20
21 + - Citoplasma +
a 22 - - - +
§ 23 + + Citoplasma +
© 24 + Igual +
25 + - Citoplasma +
Total 4/5 2/4 5/5
TOTAL 20/25 16/20 14/25

+: positivo; -: negativo.
Fonte: A autora.



Tabela 5.1 — Associacdo da imunomarcacdo para os anticorpos do estudo PTEN e p53
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Adenoma pleomérfico CXAP p?
PTEN - presenca Positivos 16 (80%) 4 (80%) >0.99
Negativos 4 (20%) 1 (20%) ‘
PTEN - compartimento Citoplasma/ambos 13 (92,9%) 4 (100%) >0.99
Nucleo 1(7,1) 0 (0%) ‘
p53 Positivos 9 (45%) 5 (100%) 0.04%
Negativos 11 (55%) 0 (0%) ’

*gstatisticamente significante para p<0,05; ‘teste exato de Fischer.
Fonte: A autora.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho realizamos um estudo imuno-histoquimico utilizando anticorpos para
as proteinas p53 e PTEN em vinte casos de adenoma pleomarfico e cinco casos de carcinoma
ex-adenoma pleomérfico (CXAP) diagnosticados no Servico de Patologia Cirurgica da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo. Os casos selecionados foram
analisados morfologicamente e as rea¢fes de imuno-histoquimica foram analisadas de acordo
com as regides na qual a coloracao foi positiva e onde a marcacéo foi predominante,
calculando, desse modo, as porcentagens e relacionando esse resultado com os padrdes
descritos na literatura.

O perfil dos pacientes deste estudo estava de acordo com aquele descrito na
classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (4), sendo a maioria do sexo feminino e
leucoderma, para as duas lesdes, sendo que esse perfil representou 60% da amostra. A idade
dos pacientes resultou em uma média mais baixa nos casos de adenoma pleomorfico, de 36,6
anos e, nos casos de CXAP, a média de idade foi de 64,6 anos. Essa diferenca foi
estatisticamente significante. Os casos foram predominantemente assintomaticos, para as duas
patologias, sendo que, para 0s adenomas pleomorficos a porcentagem foi de 75% de
assintomaticos e para 0s CXAP representavam 60% dos pacientes.

Em algumas populagdes especificas ha pesquisas que mostram um padrdo um pouco
diferente em relacdo ao padrdo da populacdo que é acometida, principalmente em relacdo ao
CXAP. Gupta et al. (39) realizaram um levantamento em que a maior porcentagem dos casos
foi na populacdo masculina, representando 55% da amostra e a faixa etaria foi de 62,5 anos,
semelhante ao apresentado neste estudo. Hu et al. (47) obtiveram como resultado no seu
levantamento realizado na China, a porcentagem de 71% dos casos atingindo o sexo
masculino, com a idade média de 60 anos.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde (4), a sintomatologia depende da
regido na qual a patologia esta presente, assim como foi descrito por Seok et al. (44).
Aproximadamente 75-80% dos casos de adenoma pleomorfico surgem na glandula paro6tida,
assim como a maior parte dos CXAP. Além disso, 10% ocorrem em regido de glandula
submandibular e os outros 10% em outras glandulas salivares menores, sendo que a principal
regido anatémica intraoral é o palato (45, 74). A regido anatdbmica predominantemente
atingida nos casos deste estudo, tanto para o adenoma pleomérfico quanto para o CXAP, foi o
palato, sitio de 60% dos casos avaliados.

Entre as neoplasias mais comuns em glandulas salivares menores, 0 adenoma
pleomorfico € a mais comum e a localizagdo mais comum em regido intraoral é o palato,
seguido pelo labio superior e a mucosa jugal (73). Na amostra deste trabalho, a maior parte
dos casos de adenoma pleomorfico ocorreu no palato, sequido de mucosa jugal, mucosa labial
e, em menor porcentagem, na glandula parétida e na submandibular. Para os casos de CXAP,
as regides mais acometidas foram o palato, seguido da glandula parotida e submandibular em
menor porcentagem.

As anélises da morfologia dos casos selecionados no estudo também estavam dentro
do padrdo descrito na literatura. O CXAP surge a partir de um adenoma pleomorfico, com
uma frequéncia de 6,2 a 9,5%, em torno de 20 anos apds o surgimento da lesdo inicial. Nos
casos selecionados neste estudo nao foi possivel observar esse desenvolvimento, tanto pelo
tamanho da amostra, quanto por conta do tempo de desenvolvimento dos casos de adenoma,
no qual a média resultou em 23 meses de duragdo. Uma das formas de tratamento que
previnem a recorréncia e o processo de transformacao do adenoma pleomorfico € a cirurgia de
resseccdo (54).
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Devido a baixa incidéncia do adenoma pleomorfico, tanto intraoral, quanto em
regides extraorais e o desenvolvimento lento e quase imperceptivel. A grande maioria dos
casos se apresentar de maneira assintomatica, se faz necessario estudos sobre essa patologia,
para que, dessa forma, seja possivel verificar um processo de formagéo de uma neoplasia
maligna e diagnosticar de maneira precoce, além disso, também sera possivel realizar de
maneira mais objetiva as possiveis formas de tratamento.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho ao analisar o gene supressor de tumor TP53,
por meio de sua proteina p53, é devido sua funcao estabelecida como um ativador
transcricional que induz a expressdo de genes que podem induzir apoptose e/ou conduzir a
uma atividade semelhante a senescéncia do ciclo celular. O perfil imuno-histoquimico dessa
proteina nas patologias de glandulas lacrimais, no caso do adenoma pleomorfico, possui baixa
positividade, no carcinoma adenoide cistico, positividade mais elevada e, para o carcinoma
epitelial-mioepitelial e o carcinoma polimorfo uma expressao intermediaria (66, 74). Esses
achados sdo semelhante aos resultados que foram obtidos no presente estudo, em que a
proteina foi mais expressa nos casos de CXAP, resultado que se mostrou estatisticamente
significante.

A comparacdo da imunoexpressdo dessas duas proteinas foi realizada por causa da
relacdo entre p53 e PTEN, que foi demonstrada na literatura. A PTEN regula negativamente a
via PtdIns 3-quinase — Akt — MDM2, que baixa os niveis de p53. Por sua vez, p53 regula
positivamente a PTEN. Essas proteinas sdo conhecidas por interagir e regular uma a outra no
processo de transcri¢do, bem como o nivel de proteina, que é um possivel controle em relagédo
a morte e sobrevivéncia celular, na qual o gene MDM2 pode ter um efeito regulatério sobre a
expressao de genes-chave envolvidos em transformagao maligna (37, 71).

A expressdo de PTEN foi comparada através de imuno-histoquimica em glandulas
salivares normais e nas neoplasias de glandula salivar. Observou-se que PTEN estava
expressa em todas as células luminais e abluminais, nos ductos intercalado, estriados e
excretores das glandulas normais. Também foi expressa nas células abluminais dos &cinos,
mas ndo nas células acinares em si. Este padrdo de expressdo sugere que a proteina
desempenha um papel importante no desenvolvimento das neoplasias de glandula salivar (63).

Em células normais, a p53 desempenha papéis fisioldgicos importantes. As
combinacdes gque essa proteina com outras proteinas oncogénicas pode inibir o processo de
transformacdo maligna. A p53 foi avaliada diversas vezes no adenoma pleomorfico, sendo
gue a maior porcentagem dos casos € negativa para essa proteina. Ja nos casos de CXAP em
sua grande maioria séo positivos. Tarakji et al. (68) concluiram que a p53 foi alterada no
adenoma pleomorfico, porém com frequéncia aumentada no CXAP. E os resultados obtidos
estdo de acordo com o que é relatado na literatura, maior parte dos casos de neoplasia benigna
foi negativa para p53 e em comparagdo com 0s casos de carcinoma na qual a maior parte dos
nucleos foi positivo (10, 68, 75, 76, 77, 78).

As reagdes imuno-histoquimicas para p53 foram positivas em menos de 5% das
ceélulas do corte. Os casos de adenoma pleomorfico positivos, foram 9 em 20 casos, resultando
em, 45% e no CXAP 100% foram positivos. Com relagdo ao CXAP, a importancia de estudos
como este e devido a raridade dessa patologia. A mutacdo do gene supressor de tumor TP53,
localizado no brago curto do cromossomo 17, esté entre as mais comumente detectadas
alteracdes genéticas nas neoplasias humanas (68).

Diversos estudos tém observado a perda funcional de p53 e o acimulo dessa proteina
na sequéncia de eventos criticos na patogénese e na progressdo de neoplasias de glandula
salivar. A expressdo dessa proteina é estudada em diversas neoplasias, por exemplo,
carcinomas de mama, colon e bexiga, verificando a diminuicdo da expressao com a
diferenciacéo histologica. Os estudos que fazem a relagéo entre a transformacéo maligna com
o resultado da imuno-histoquimica, ainda sdo bem contraditorios, porém héa diferencas
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significativas na expressao de p53 entre tumores metastaticos e ndo metastaticos, por isso a
necessidade dar sequéncia as pesquisas com esse supressor de tumor (74).

Foi demonstrado que a p53 coopera com a perda de PTEN e pode ser essencial no
desenvolvimento induzido pela perda de PTEN nos casos de neoplasias de glandulas
mamarias. Talvez a perda de PTEN pode sinalizar através de outra molécula, cooperando com
p53 em uma fosfatase lipidica de forma independente. Neste caso, ou seja, em neoplasias de
glandulas mamaérias a presenga do PTEN foi observada principalmente no citoplasma das
células com maior intensidade nas células luminais (17).

O resultado total de adenomas pleomorficos para proteina PTEN, neste estudo, foi
que 16 em 20, ou seja, 80% dos casos. Desses 16 casos, a maior parte, representando 87,5%
da amostra, exibiu nicleos marcados, entretanto, considerando ambos os compartimentos
celulares, o predominio de marcacao em citoplasma foi maior, visto em 50%. A marcacdo em
nacleos predominou em uma menor parte da amostra, apenas 6,3% dos casos em que a PTEN
estava expressa.

Em relacéo aos casos de CXAP 80% dos casos do estudo foram positivos para o
marcador, sendo que metade mostrou nucleos positivos, mas essa marcagdo nao predominou
em nenhum dos casos. Por outro lado, 75% dos casos positivos para a proteina PTEN
exibiram uma predominancia de positividade em citoplasma. Geralmente a marcagédo no
nacleo, possui um padrdo pontilhado, depois em um padrdao mais difuso tanto no ndcleo
guanto no citoplasma.

A proteina PTEN ndo se mostra uma residente estacionaria do nucleo. Vérios relatos
comecaram a lancar luz sobre um quadro muito dindmico, em que a localizacdo da PTEN é
dependente de processos de diferenciagdo em curso, estado do ciclo celular e estimulagéo
hormonal. As neoplasias pancreaticas exdcrinas e melanomas mostram uma reducao
consideravel na coloragdo nuclear e um aumento correspondente na localizacéo
citoplasmatica. A perda de marcagdo nuclear estd associada com um indice mitético mais alto,
sugerindo assim que a perda de PTEN nuclear esta diretamente correlacionado com
transformacéo neoplésica (62).

Os resultados das analises estatisticas realizadas a partir dos resultados das reacdes
imuno-histoquimicas ndo foram significantes estaticamente, demonstrando que se faz
necessario mais pesquisas sobre a via de sinalizacdo AKT e as proteinas envolvidas no
processo, para que seja possivel tracar um perfil imuno-histoquimico do processo de
transformacédo em neoplasia maligna do adenoma pleomaorfico em CXAP e de diversos outros
tipos de neoplasias que estdo relacionados a essa via de sinalizacéo.
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7  CONCLUSAO

Foi possivel concluir que com a analise imuno-histoquimica das proteinas p53 e
PTEN no adenoma pleomdrfico nao verificamos um perfil que determine um possivel
processo na formacéo do carcinoma ex-adenoma pleomorfico, mas que de acordo com a
literatura a via AKT esta diretamente relacionada com o processo de formacéo de diversas
neoplasias, por isso se faz necessario mais estudos a respeito da relacdo das proteinas
envolvidas nessa via com o desenvolvimento de neoplasias.

Houveram algumas limitac6es desse estudo se deram principalmente pelo nimero da
amostra ser limitado, a realizacdo de outros testes imunohistoquimicos com proteinas que
também estdo envolvidas na via AKT sera realizada em um proximo trabalho.
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Apresentagio do Projeto:

De acordo com o anquivo Informagdes Basicas da Pesquisa (FB_Informagdes_Basicas_do

Projeto_1715334, de 13/04/2021):

RESUMC: Os tumores de glandula salivar s3o0 um grupo extenso e complexo de entidades benignas e
malignas gque atingem tanio as gldndulas salivares maiores quanio as mencres. Essas paiologias
representam um desafio para oz profissionais ianto pelos seus aspectos de diagndstice quanto de
tratamento, apresentando uma gama de comportamenios bicldgicos e aspectos histologicos semelhanies.
Por este motivo, compreender melhor a biologia desses tumaores & fundamental. O adenoma pleomorfico & a
necplasia mais frequente dentre todss que scometem as glandulas salivares e tem tendéncia a recidiva e
potencial de malignizacdo, quando da origem ao carcinoma ex-adenoma pleomdrfico, uma entidade com
aspecios histopatologicos e graus de malignidade varidveis. O objetivo deste trabalho & avaliar a expressdo
de duas proteinas supressoras de tumor, FTEN e p52 em casos de adenoma pleomdrfico e carcinoma ex-
adenoma pleomorfico, por meio de imuno-histoquimica.

HIPOTESE: HA relac3o entre 3= expressdes das proteinas PTEM 2 p53 nos casos de adenoma pleemdrfico
2 carcinoma ex-adenoma pleomdrfico. HE diferenca na express2o das duas proteinzs, PTEM & p53, entrz o=
casos de adenoma pleomorfico e carcinoma ex-adenoma pleomorfico.

METODOLOGIA: Esta pesquisa consistira em um estudo descritive & refrospectivo de corte
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transwversal em uma série de casos de neoplasiz de glandulz salivar. Este estudo sera reslizado em uma
amosira de arquivo que pertence ao Servigo de Patologia Cirdrgica da FOUSP. Serdo levantados 20 casos
diagnosticados como adenoma pleomorfico e 20 casos de caminoma ex-adenoma pleomdriico. A selegdo da
amostra sara feita de forma intencional e ndo probabilistica. Serdo utilizades neste estude a5 13minas
histolégicas coradas por hematoxiina e eosina e os blocos de material fixado em formel e incluidos em
parafina. Serdo tambem coleiados, 3 pariir das fichas de

encaminhamento de exame, os dades clinicos: sexo, idade, cor da pele, aspecto, tamanho, duragdo e
localizagdo da lesdo; com a intencdo de caracterizar a amostra. Para a realizagdo do estudo morfoldgico
serdo utilizadas |dminas com cortes de 5m de espessura do material incluido em parafina, corados em
hematoxiling & eosina que serdo examinados & micrescopia de luz para a confirmacdo do diagndstico. Em
seguida, serad efeiuada uma analise dos aspectos hisioldégicos observados nos casos esiudados da
pesquisa. Fara cada caso selecionado serd realizada 3 reacdo de imuno-histoquimica utilizando o=
anticorpos anti-PTEN e anti-pS3. Para tanto, a partir dos blocos de parafina, serdo feitos novos cortes
nistolagicos de 3m. Apds desparafinizacdo e reidratacdo dos cortes, eles serdo submetidos ao tratamento
de recuperacdo antigénica por método 2 ser definido no Iaboratdrio. A s=guir serdo expostos 20z anficorpos
primarics do estudo e 3o sistema de amplificacdo, seguide da revelacdo da reacdo por diaminobenzidina.
Apdz contracoloracdo com hematoxilina de Mayer os cortes serdo montados em laminulas e examinades ao
microscopio de luz.

CRITERIO DE INCLUSAD: SerSo selecionados casos com os diagnosticos de adenoma pleomorfico e
carcinoma ex-adenoma pleomdrfico & gue apresentem material suficiente

para preparo de novos cortes histologicos a partir do bloco de parafina.

CRITERIO DE EXCLUSAD: SerSo excluidos os casos que ndo apresentarem guantidade de material

suficients para s realizacdo do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

D& acorde com o arquive Informagdes Basicas da Pesquisa (PE_Informacdes_Basicas_do
Projeto_1715334, de 11/02/2021): objetivo deste trabalho & analisar, por meio da imuno-histoguimica,
spresenca das proteinas PTEM e p53, em casos de adenoma pleomdrfico & carcinoma ex-adenoma
pleomdrfico de glandulas salivares menaores. Serd analisads a distribuicdo desses marcadores nas célulaz

das duas diferenciacdes, luminais e mioepiteliais, encontradss nas lesdes e
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a relagdo enfre 3= duas proteinas em cada caso.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o arquivo Informacdes Basicas da Pesquisa (PFE_Informacdes_Basicas_do
Projeto_1715334,de 11/03/2021): Ndo ha risco direto aos sujeitos da pesguisa, pois o material ulilizado para
3 obtencdo = andlize dos resultsdos consta de fragmentos de bidpsias emblocados em parafing & Idminas
de histoldgico dos Arquivos do Servigo de Patologia Cirlrgica da Faculdade de Odontologia da USP. Nio ha
bensficios diretos 205 sujeitos de pesquiss.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

1_Estudo nacional, unicéntrico, refrospective de corte transwversal, ni3o randomizado.

2 Patrocinador: Faculdade de Odontologia-UISP.

3Z_Pais de Origem: Brasil

4_Mumero de participanies incluidos: 40

5_Previsdo de inicio & encerramento do estudo: 15042021 e 14/08/2021.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigataria:

ide campo "Conclusdes ou Pendéncizs & Lista de Inadequacies".

Recomendagdes:

Wide campo "Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequacdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Trata-se da andlise de RESPOSTA AD PARECER PENDEMTE n® 4.831.2768 emitido pelo CEP am
08/04/2021:

1. No documento infitulado PB_Informagdes_Basicas_do Projeto_1715324 e Projeto Completo, submetidos
em 11/03/2021. |&-se: "M3o ha risco direto aos sujeitos da pesquisa. pois o material utilizado para a
obtengdo e analise dos resultados consta de fragmentos de bidpsias emblocados em parafina e ldminas de
histoldgico dos Arquivos do Servigo de Patologia Cirdrgica da Faculdade de Odontologia da USP.", solicita-
z2 que s2jz adicionade que ha um risco minime a0s participantes de pesquisa & que os pesgquizadores se
comprometem em manter o sigilo e confidencialidade dos dados de identificagdo de pacientesiregistros -
consoante a RESDLUI:_:.S.O N® 466, DE 12 DE DEZEMEBRO DE 2012,

#RESPOSTA: O texto foi modificado nos dois documentos PE_Informagdes_Basicas_do Projeto_1715334 e
Projeio Completo & onde lia-s& “Mao ha risco direto 305 sujsitos da pesquisa” agora |&-320 "0 risco para os

sujeitos da pesquisa € minime,”. Foi acrescentado a0 final do
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paragrafo: Os pesquisadores se comprometem em manter o sigile 2 confidencizlidade dos dades de
identificagdo dos pacientes e dos registros.
#ANALISE: Atendida.

2- Quanto ao documento intitulade PE_Informagdes_Basicas_do Projeto_1715334 e Projeto Completo,
submetidos em 11/03/2021, solicita-s= esclarecer 52 havera descarte ou 2 guards dos blocos parafinados &
ldminas histoldgicas obtidos. Consultsr 2 Resolucdo CHS 441, de 12 de Maio de 2001, para mais detslhes.
#RESPOSTA: O texto foi modificade nos dois documentos PE_Informacdes_Basicas_do Projeto_1715334 e
Projeto Completo e onde liz-se “Mao ha risco direto aos sujeitos da pesquisa” agora |&-s2; "0 risco para os
sujeitos da pesquisa & minimo,”. Foi acrescentado ao final do paragrafo: Os pesquisadores se
comprometem em manter o sigilo & confidencialidade dos dados de identificacdo dos pacientes e dos
registros.

As |aminas com a5 reacdes de imuno-histoquimica serdo armazenadas em caixas propriss para laminas
histoldgicas e arquivadas em armario seguro sob guarda e responsabilidade da Profa. Dra. Marilia
Trierveiler Martins. Essas Iaminas sdo numeradas e ndo & possivel identificar o paciente. Além disso, ndo &
possivel realizar nenhum ocutro testefiécnica com esse material. O motive dessa armazenagem & a
possibilidade de hawver qualguer questionamento sobre os dades da pesquisa em gqualguer publicacio que
advenha desta pesguisa.

#AMALISE: Atendida.

3- Informa, ainda, que o cronograma foi atualizado nesta nova versdo.
#AMALISE: Atendida.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ressaliz-ze que cabe 30 pesquisador responsavel encaminhar os relatdnos parciais e final da pesgquisa, por
meio da Flataforma Brasil, wia notificacdo do tipo “relatdrio” para que sejam devidamente apreciados no
CEP, conforme Morma Operacional CHNS n® 001113, item X1.2.d..

CQualguer alteracdo no projeto original deve ser apresentada "EMEMDA”, por meio da Plataforma Brasil, de

forma objetiva e com justificativas para nova apreciacdo (Morma Operacional 001/2013 — letra H).
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Aurtor Situacdo
Informacdes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F 130402021 Acsito
do Projeto ROJETO 1715334 pdf 17:25:45
Projeto Detalhado f | Projeto_completo_ 13042 1.pdf 13/04/2021 |Marilia Trierveiler Aceito
Brochura 17:25:04 | Martins
nvesiozdor
Curtros Carta_resposta.docx 12/04/2021 | Marilia Trierveiler Aceito

17:23:53 | Martins
Declaracdo de Uso_de dependencias.pdf 11/03/2021 | Marilia Trierveiler Aceito
Instituigao 11:54:18 | Martins
Infraestnuturg
Declaracdo da Uso_do acervo.pdf 11/02/2021 | Marilia Trierveiler Aceito
Manussio Material 11:54:05 | Martins
Biolagico §
Biorepositdrio /
Biobanco
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 11/03/2021 |Marilia Trierveiler Acsito
11:52:03 | Martins

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:
MEo

SAD PAULO, 04 de Maio de 2021

Assimado por:

Alyne Simoes Gongalves
{Coordenador{al)
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