
 

Universidade Federal da Bahia 

Instituto de Ciências da Saúde UFBA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FLÁVIA GODINHO COSTA WANDERLEY ROCHA 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DA DENSIDADE VASCULAR E 
MATRIZ COLAGÊNICA EM ADENOMAS 

PLEOMÓRFICOS ORAIS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

FLÁVIA GODINHO COSTA WANDERLEY ROCHA 

 

 

 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DA DENSIDADE VASCULAR E MATRIZ 
COLAGÊNICA EM ADENOMAS PLEOMÓRFICOS ORAIS 

 
 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Processos Interativos dos Órgãos 
e Sistemas, Instituto de Ciências da Saúde, da 
Universidade Federal da Bahia, como requisito 
para obtenção do grau de Mestre em Processos 
Interativos dos Órgãos e Sistemas. 
 
Orientadora: Profa. Dra. Gabriela Botelho 
Martins 
Coorientadora: Profa. Dra. Alena Ribeiro Alves 
Peixoto Medrado. 
 

 

  

 

 

 

 

Salvador 
2018 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Ficha catalográfica: Keite Birne de Lira CRB-5/1953 
 

                
                Rocha, Flávia Godinho Costa Wanderley 
                      Caracterização da densidade vascular e matriz colagênica em adenomas 
                 pleomórficos orais./ [Manuscrito]. Flávia Godinho Costa Wanderley Rocha. 
                      Salvador, 2018.                    
                        69f. : il. 
 
                       Orientadora: Profa. Dra. Gabriela Botelho Martins. 
                       Coorientadora: Profa. Dra. Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado. 
                       Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal da Bahia. Instituto de 
                   Ciências da Saúde. Programa de Pós-Graduação em Processos Interativos  
                   dos Órgãos e Sistemas, Salvador, 2018. 
 

              1. Adenoma Pleomórfico. 2. Colágeno. 3. Vasos Sanguíneos I. Martins, 

Gabriela Botelho. II. Medrado, Alena Ribeiro Alves Peixoto. III. Universidade 
Federal da Bahia. Instituto de Ciência da Saúde. Programa de Pós-Graduação 
em Processos Interativos dos Órgãos e Sistemas. IV. Título 

 
                                         CDD – 617.6    21. ed.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Durante todo o mestrado, dediquei-me com afinco à realização da dissertação. Hoje, ao concluí-

la o sentimento é de dever cumprido!  

  

Registro meus sinceros agradecimentos:  
A Deus, por tudo! Em especial, agradeço por colocar pessoas que me alicerçaram para que este 

trabalho pudesse ser concretizado. 

 
A minha avó, Maria Helena, por acreditar em meus estudos, sobretudo pelo carinho de sempre. 
  
A meus pais, Ana Emília e Eduardo, pelo apoio concedido durante todo meu curso de mestrado, 

principalmente pelo amor incondicional.  

 

A minha irmã, Fabiana, por torcer pelas minhas conquistas e por se fazer presente em todas as 

situações em que mais precisei de seu amparo.  

 
A meu esposo, Hugo, pelo companheirismo durante esta trajetória acadêmica tão importante em 

minha vida pessoal e profissional, sobretudo por seu amor que me fortaleceu em vários 

momentos dessa caminhada.  

 

À Professora Doutora Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado, por acreditar em meu potencial 

quando aceitou orientar este trabalho, por sua presença de forma fiel na construção deste estudo 

e pelos ensinamentos transmitidos por meio de sua conduta, os quais, muitas vezes, perpassaram 

os conhecimentos técnico-científicos, como, por exemplo, os de retidão de caráter, bem como o 

de respeito ao próximo.  

 

Ao Professor Doutor Roberto Paulo Correia de Araújo, que me assegurou, inicialmente, ser sua 

orientanda, acreditando neste estudo e em todos os profissionais envolvidos, além de ter 

contribuído fortemente na construção científica deste trabalho, através de suas aulas na 

disciplina Pesquisa Orientada Presencial, do Programa de Pós-graduação do Instituto de 

Ciências da Saúde da UFBA. 

 

A Professora Doutora Gabriela Botelho Martins, pela assistência durante meu acesso ao 

Laboratório de Bioquímica Oral do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da 

Bahia (ICS-UFBA), na análise histológica das lâminas e pela importante colaboração científica 

na construção deste estudo, mesmo tendo sido convocada para ser a orientadora oficial deste 

trabalho em um curto espaço de tempo. 



 

A Professora Doutora Sílvia Regina Reis, pela valorosa contribuição a esta dissertação, com a 

revisão dos diagnósticos anatomopatológicos e a avaliação criteriosa da construção científica 

deste estudo.  

 

Ao Professor Doutor Urbino Tunes, pelo consentimento para uso de arquivos e similares 

relativos aos prontuários dos pacientes atendidos por alunos e professores do Curso de 

Odontologia da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública. 

 

Ao Professor Doutor Zilton Andrade, pela permissão de meu acesso ao Laboratório de Patologia 

Experimental do Centro de Pesquisas Gonçalo Muniz (FIOCRUZ-UFBA), bem como aos 

insumos para a realização da técnica imuno-histoquímica nesse local. 

 

A Professora Doutora Ana Cristina Gonzalez, pela gentileza ao me orientar na técnica imuno-

histoquímica, no Laboratório de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas Gonçalo Muniz 

(FIOCRUZ-UFBA). 

A Técnica do Laboratório de Patologia Oral da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública 

(EBMSP), Tânia Miranda, pelo auxílio na busca das fichas de biópsias das lesões estudadas, 

assim como pelo suporte nas técnicas de coloração de rotina, tais como as de hematoxilina-

eosina e Sirius vermelho. 

A Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela contribuição 

financeira, durante o período do mestrado no Programa de Pós-graduação Processos Interativos 

dos Órgãos e Sistemas da UFBA, bem como no desenvolvimento desta pesquisa. 

 

Aos colegas da Pós-graduação do Instituto de Ciências da Saúde da UFBA, pelos momentos de 

troca de conhecimentos e também pelos de descontração. 

 

Finalmente, agradeço, também, a todos aqueles que, indiretamente, contribuíram na elaboração 

de minha dissertação. 

 

 

 

 

 

 



 

ROCHA, Flávia Godinho Costa Wanderley. Caracterização da densidade vascular e matriz 
colagênica em adenomas pleomórficos orais. 2018. 69f. Dissertação (Mestrado em 
Processos Interativos dos Órgãos e Sistemas) – Instituto de Ciências da Saúde, Universidade 
Federal da Bahia, Salvador, 2018. 

 

RESUMO 

No contexto tumoral, a densidade vascular e a organização da matriz colagênica representam 
fatores críticos para o desenvolvimento e a progressão da neoplasia. Este estudo objetivou 
analisar essas variáveis da matriz extracelular em adenomas pleomórficos orais. Trata-se de um 
estudo de corte transversal, que avaliou comparativamente 21 casos de adenoma pleomórfico e 
21 secções de mucosa oral normal, obtidos em arquivos de um Serviço de Patologia Bucal. As 
secções teciduais foram submetidas ao estudo imuno-histoquímico com anticorpo monoclonal 
específico para a proteína CD31 e para o estudo da densidade vascular, sendo coradas com 
Sirius vermelho para avaliação do colágeno. Células individuais com padrão de marcação 
positiva foram contadas em campos específicos, por meio de estudo morfométrico, com 
posterior análise estatística. Observou-se que o número de células CD31+ foi maior nas lesões 
tumorais, quando comparadas àquelas de mucosa oral normal (p=0,004), as quais se situavam 
sempre ao redor de vasos sanguíneos. Nas lesões tumorais, a correlação da área do colágeno 
com a densidade vascular foi fraca entre essas duas variáveis (p=0,843). Os dados apresentados 
sugerem que a crescente expressão de células CD31+ associadas aos capilares sanguíneos pode 
estar relacionada à neoangiogênese no contexto tumoral. Além disso, o aumento da 
concentração de fibras colágenas proporcional à quantidade de vasos, sugere que, nestas lesões, 
o processo de remodelamento ocorre ativamente.  

Palavras-chave: Adenoma Pleomórfico. Colágeno. Vasos Sanguíneos. 
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ABSTRACT 

 

Tumor vascular density and collagen matrix organization are critical factors to neoplasia 
development and progression. Objective: This study aimed to analyze the variables 
associated with the extracellular matrix in oral pleomorphic adenomas. Methodology: This 
cross-sectional study comparatively evaluated 21 cases of pleomorphic adenomas and 21 
sections of regular oral mucosa from the files of an oral pathology department. The tissue 
sections were subjected to immunohistochemical study with a monoclonal antibody 
specific to CD31 protein to assess vascular density and were also stained with Sirius red to 
evaluate the levels of collagen. The numbers of positively-stained cells were enumerated in 
specific fields through morphometric study, with subsequent statistical analysis. Results: 
Higher numbers of CD31-positive cells were observed in tumor cells than in cells in the 
regular oral mucosa (p=0.004), which were always located around blood vessels.  
In tumor lesions, the correlation of the collagen area with vascular density was weak 
between these two variables (p=0.843). Conclusion: The results suggested that the 
increased expression of CD31+ in cells associated with capillaries may be related to tumor 
neoangiogenesis. Furthermore, an increase in the concentration of collagen fibers 
proportional to the number of blood vessels in the neoplastic sections suggested the active 
role of these lesions in the remodeling process. 
 

Keywords: Pleomorphic Adenoma. Collagen. Blood Vessels. 



 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 Expressão do anticorpo anti-CD31 em células situadas no 
endotélio, presentes em secções de adenoma pleomórfico (A) e 
mucosa oral normal (B). Expressão imuno-histoquímica, Anti-
CD31.400X (ICS, 2018) 

22 

Figura 2 Expressão de colágeno presente em secções de Adenoma 
Pleomórfico (A) e mucosa oral normal (B). Expressão 
histoquímica com Sirius vermelho. 400X (ICS, 2018) 

22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 Dados clínicos obtidos a partir dos laudos de biópsia de pacientes 
com adenoma pleomórfico na amostra estudada (EBMSP, 2018) 

21 

Tabela 2 Quantitativo de vasos com células CD31+ e área correspondente ao 
colágeno em mucosa oral normal (controle) e adenoma 
pleomórfico (ICS, 2018) 

23 

Tabela 3 Correlação entre a densidade vascular e a área de colágeno em 
mucosa oral normal (controle) e adenoma pleomórfico (ICS, 2018) 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

 

 

ANOVA Análise de Variância  

CD31 Cluster Determinant  31 (Determinante de Agrupamento 31) 

CEP Comitê de Ética em Pesquisa 

DAB Diaminobenzidina 

EBMSP                   Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública 

et al.                         et alli (e colaboradores) 

HE                           Hematoxilina-eosina 

ICS                          Instituto de Ciências da Saúde 

MEC Matriz extracelular  

MMPs Metaloproteinases da matriz  

PECAM-1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1(Molécula de Adesão 

Endotelial   de Plaquetas-1)  

pH potencial Hidrogeniônico   

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

USA United States of America  

μm Micrômetro 

ºC Grau centígrado 

® Marca registrada 

% Unidade de valor percentual 

 

 

 



 

 

 

SUMÁRIO 

  

1  INTRODUÇÃO                                                                                                        11 

1.1  JUSTIFICATIVA                                                                                                    12 

2  OBJETIVOS                                                                                                             13 

2.1  OBJETIVO GERAL                                                                                               13 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS                                                                                 13 

3   REVISÃO DA LITERATURA                                                                             14 

4  METODOLOGIA                                                                                                   18 

4.1  ASPECTOS ÉTICOS                                                                                             18 

4.2  DESENHO DO ESTUDO                                                                                      18 

4.3  PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUÍMICOS                                               18 

4.4  HISTOMORFOMETRIA                                                                                       19 

4.5  ANÁLISE ESTATÍSTICA                                                                                     20 

5  RESULTADOS                                                                                                         21 

6  DISCUSSÃO                                                                                                             24 

7  CONCLUSÃO                                                                                                          27 

    REFERÊNCIAS                                                                                                       28 

    ANEXO 1 – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética e Pesquisa                    32 

    ANEXO 2 – Notas Técnicas                                                                                     36 

    ANEXO 3 – Manuscrito 1: Artigo de Revisão de Literatura                                    40 

    ANEXO 4 – Manuscrito 2: Artigo Original                                                              46 

    ANEXO 5 – Normas da Revista de Ciências Médicas e Biológicas                         61 

    ANEXO 6 – Comprovante de submissão do Artigo Original para a Revista Head & 

    Neck Pathology                                                                                                          69 

 

 



11 
 

 

 

                        

1  INTRODUÇÃO  

O estroma tumoral é um constituinte importante para o desenvolvimento das 

neoplasias1. A matriz extracelular (MEC) tumoral pode influenciar na progressão do 

tumor, por lhe conferir propriedades específicas2 e também por exercer papel na nutrição, 

por meio da formação de vasos sanguíneos3,4. 

A proteína mais abundante que integra estruturalmente a MEC é o colágeno5. 

Durante o crescimento neoplásico, pode ocorrer um aumento na deposição de colágeno, 

principalmente dos tipos I e III, o que caracteriza a reação desmoplástica do estroma. Esse 

fenômeno, juntamente com a resposta imune e a neoangiogênese, constituem as principais 

respostas do hospedeiro em relação à presença de células neoplásicas6. 

Recentes estudos têm procurado enfatizar a caracterização da MEC que compõe o 

estroma tumoral em diversos tipos de neoplasia7,8. De fato, percebe-se que, ao longo dos 

anos, muita ênfase foi direcionada ao estudo das células neoplásicas em detrimento dos 

constituintes do estroma tumoral9. Essa abordagem mais atual, voltada para o estudo da 

MEC e de seus constituintes, tem sido útil para determinar o comportamento biológico das 

neoplasias10. Nesse contexto, percebe-se essa mesma premissa em relação ao tumor 

benigno de glândulas salivares mais prevalente da cavidade oral, o adenoma pleomórfico, 

pois se verifica que seu comportamento biológico não tem sido muito explorado na 

literatura, em especial no tocante às características do estroma tumoral11.  

Do ponto de vista clínico, o adenoma pleomórfico apresenta-se como lesão nodular 

única, com margens bem delimitadas, superfície lobulada, consistência endurecida, móvel 

e indolor à palpação. Histologicamente, observa-se grande variedade de tipos celulares, 

não apenas entre diferentes tumores, mas também em diferentes partes de um mesmo 

tumor. Sendo assim, é possível observar a presença de estruturas ductais e císticas, além de 

ninhos ou ilhas de células, nas dependências do tecido epitelial, ao passo que ele apresenta 

um estroma eosinófilo e hialinizado, com células epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais 

envoltas por tecido mucoide, mixoide, condroide ou mesmo osteoide. Normalmente, essa 

lesão se apresenta encapsulada1. A transformação maligna do adenoma pleomórfico ocorre 

principalmente após recidivas do tumor, ou em casos nos quais ele apresente um longo 

tempo de evolução. Nessa situação, recebe a denominação de carcinoma ex-adenoma 

pleomórfico12.  
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Alguns marcadores imuno-histoquímicos têm sido utilizados para identificar 

alterações no estroma de neoplasias de glândulas salivares, a exemplo daqueles que 

evidenciariam um aumento da densidade vascular, tal como o CD 31, o qual pode sugerir o 

processo de neoangiogênese, uma vez que eles são expressos por células endoteliais, que 

integram os vasos sanguíneos presentes no estroma neoplásico13. Sabe-se que a densidade 

vascular constitui uma variável relevante para o desenvolvimento do tumor, pois, além de 

atender às demandas metabólicas das células neoplásicas pode contribuir para o 

incremento do processo inflamatório que ocorre como resposta do organismo ao ambiente 

neoplásico14.  

Adicionalmente, alguns autores demonstraram que a formação de novos vasos no 

contexto tumoral e o consequente aumento da densidade vascular podem estar relacionados 

com o aumento da biossíntese de colágeno e outros constituintes da matriz extracelular por 

parte dos fibroblastos4,5.  

 

 

1.1    JUSTIFICATIVA 

Percebe-se que o adenoma pleomórfico, embora seja o tumor benigno mais 

frequente em glândulas salivares, não tem sido estudado de forma expressiva na literatura 

no que se refere às características de sua matriz extracelular. Poucos estudos foram 

encontrados que abordavam a proteína colágeno ou os marcadores moleculares de 

proteínas da matriz extracelular que poderiam auxiliar no entendimento do comportamento 

biológico do tumor. 

Assim, as informações obtidas a partir deste trabalho poderão contribuir para um 

melhor conhecimento das características dessa neoplasia e de seu comportamento 

biológico. 
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2   OBJETIVOS 

2.1  OBJETIVO GERAL 

Avaliar comparativamente, através de um estudo imuno-histoquímico, a densidade 

vascular e a expressão de colágeno no estroma de adenomas pleomórficos orais e na 

mucosa oral normal.  

 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Descrever as características clínicas relacionadas à amostra selecionada. 

 Quantificar o número de vasos distribuídos na matriz extracelular a partir do padrão 

de marcação imuno-histoquímica das células CD 31 (PECAM) e, dessa forma, 

sugerir a densidade vascular em tecidos de mucosa oral normal no estroma de 

adenoma pleomórfico. 

 Quantificar, através da coloração com Sirius vermelho, a expressão de colágeno 

presente na matriz extracelular de mucosa oral normal e no adenoma pleomórfico, 

comparativamente. 

 Correlacionar a densidade vascular e a área de colágeno na amostra estudada. 



14 
 

 

 

3    REVISÃO DA LITERATURA 

 

O adenoma pleomórfico é considerado como a neoplasia benigna mais comum das 

glândulas salivares maiores, a exemplo da parótida, correspondendo a cerca de 60 a 70% 

dos casos, embora possa ocorrer em qualquer das glândulas salivares menores. A faixa 

etária mais acometida corresponde à 5ª década de vida, com prevalência no sexo 

feminino15.  

Do ponto de vista clínico, o adenoma pleomórfico se apresenta como lesão nodular 

única, com margens bem delimitadas, superfície lobulada, consistência endurecida, móvel 

e indolor à palpação. Histologicamente, observa-se grande variedade de tipos celulares, 

não apenas entre diferentes tumores, mas também em diferentes partes de um mesmo 

tumor. Sendo assim, é possível observar a presença de estruturas ductais e císticas, além de 

ninhos ou ilhas de células nas dependências do tecido epitelial, ao passo que apresenta um 

estroma eosinófilo e hialinizado com células epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais 

envoltas por tecido mucoide, mixoide, condroide ou mesmo osteoide. Normalmente, essa 

lesão apresenta-se encapsulada1.  

A transformação maligna do adenoma pleomórfico ocorre principalmente após 

recidivas do tumor, ou em casos nos quais ele apresenta um longo tempo de evolução. 

Nessa situação, recebe a denominação de carcinoma ex-adenoma pleomórfico. Embora o 

carcinoma ex-adenoma pleomórfico seja um tumor maligno raro, representa 2 a 4% de 

todas as neoplasias de glândulas salivares12. Entretanto, ainda não está totalmente 

esclarecida, na literatura, a influência dos fatores moleculares relacionados à sua 

malignização.  

Em 2009, Mitelman, Johansson, Mertens16 elaboraram um banco de dados de 

alterações cromossômicas em câncer. Ao analisarem 224 adenomas pleomórficos, 

verificaram que 30% desses tumores possuíam um cariótipo normal, enquanto 70% 

apresentavam algum tipo de alteração cromossômica. As alterações mais comumente 

observadas foram translocações balanceadas nos cromossomos, inversões e alterações não 

balanceadas. No que se refere às translocações cromossômicas balanceadas, elas eram 

compostas por regiões gênicas t(3;8)(p21;q12), t(8;9)(q12;p22) e t(5,8)(p13;q12), enquanto 

que as de inversões envolviam os fragmentos gênicos 12p12-p13 e 12q15-q24. As 

alterações não balanceadas foram caracterizadas pelas regiões 8p23 e 8q12.  
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A respeito das translocações cromossômicas balanceadas em adenomas 

pleomórficos, os genes envolvidos nesses processos são o PLAG1 e HMGIC. Dentre esses 

genes, o mais importante para o contexto tumoral do adenoma pleomórfico é o PLAG1, 

frequentemente alterado nos estudos citogenéticos desse tipo de lesão17. Sabendo-se que a 

alteração do gene PLAG1, no adenoma pleomórfico, ocorre devido às translocações 

cromossômicas balanceadas recorrentes18, Voz et al.18, em 1998, verificaram, em seus 

estudos, que as translocações cromossômicas mais frequentes para o surgimento da 

expressão alterada do PLAG1 envolviam as regiões t(3;8)(p21;q12) e t(5;8)(p13;q12). 

Asp, Persson, Kost-Alimova, Stenman19, em 2006, e Kandasamy et al.20, em 2007, 

ao realizarem ensaios citogenéticos e moleculares, também verificaram que a 

heterogeneidade de rearranjos que ocorrem no gene PLAG1 contribui para o 

desenvolvimento de adenomas pleomórficos. A recorrência dessas lesões pode ser causada 

pelo aumento do número das mutações genéticas21.  

Sabe-se que o estroma tumoral é um constituinte importante para o 

desenvolvimento das neoplasias. Nesse tumor, a matriz extracelular (MEC) é constituída 

por células mesenquimais, tais como fibroblastos e adipócitos, e também vasos sanguíneos 

e linfáticos, fibras, nervos e células imunocompetentes22. 

Em relação à MEC tumoral, ela pode apresentar variação em sua composição, 

como, por exemplo, aumento da biossíntese de colágeno, o que poderá conferir 

propriedade de resistência ao tumor23. Além disso, a matriz é de grande importância para a 

progressão tumoral, pois permite nutrição da neoplasia por meio da formação de vasos 

sanguíneos, sendo esse processo denominado de neoangiogênese4. 

Embora o papel do estroma no desenvolvimento tumoral já tenha sido descrito na 

literatura, ainda não está totalmente elucidada a interação entre epitélio e mesênquima no 

desenvolvimento do tumor5. Essa interação pode ser representada tanto por células 

epiteliais, que constituem o parênquima do tumor, quanto por células endoteliais 

constitutivamente presentes na parede de vasos sanguíneos, que interagem com a matriz 

extracelular22,24,25.  

A neoangiogênese é definida como a formação de novos vasos sanguíneos a partir 

de vasos pré-existentes. Isso ocorre em determinadas condições fisiológicas e patológicas, 

tais como embriogênese, cicatrização, crescimento tumoral e metástase26,27. 

O principal estímulo fisiológico da neoangiogênese é a hipóxia. Ela ocorre devido à 

ativação dos fatores pró-angiogênicos a exemplo do Fator de Crescimento Endotelial 
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Vascular (VEGF) que se ligam a receptores presentes nas células endoteliais, células de 

músculo liso e em pericitos. Essa interação entre ligante e receptor ativa as células e 

promove o brotamento de novos capilares28. 

No que se refere ao VEGF, ele tem sido descrito como um dos principais fatores de 

crescimento indutor da neoangiogênese. Embora o VEGF possa estimular diretamente as 

células endoteliais e os fibroblastos para a formação de novos vasos, o mecanismo 

molecular subjacente a seu estímulo ainda permanece desconhecido28. Apesar de estar bem 

estabelecida na literatura a função do VEGF na neoangiogênese, pouco se sabe a respeito 

de sua participação em tumores de glândulas salivares, especialmente no adenoma 

pleomórfico.  

Também conhecido como PECAM, o CD31 é um anticorpo monoclonal que se 

expressa na superfície de plaquetas, monócitos, granulócitos, células B e na junção 

intracelular endotelial29. Alguns estudos sugerem que o CD31 esteja envolvido na 

angiogênese, na trombose e na cicatrização de feridas30-32.  

Nakayama et al.33, em 1999, analisaram 21 adenomas pleomórficos por meio da 

técnica imuno-histoquímica com os anticorpos anti-CD31 e anti-CD34, a fim de distinguir 

os vasos sanguíneos das células intersticiais positivas. Os autores encontraram positividade 

de CD31 e CD34 nas células endoteliais, mas consideraram o CD31 melhor marcador para 

se obter a densidade vascular, devido à sua maior especificidade em relação ao CD34. 

Pelo fato de participar da densidade vascular da neoangiogênese, o CD31 tem sido 

utilizado para identificar alterações no estroma tumoral de glândulas salivares13,34. 

Sabendo-se que a quantidade de colágeno também pode denotar alteração no 

estroma tumoral, métodos de coloração histoquímica, como a coloração com o Sirius 

vermelho ou Picrosirius, por exemplo, têm sido utilizados para determinar a quantidade de 

colágeno presente na MEC de tumores diversos, inclusive do adenoma pleomórfico35. 

Quanto à matriz colagênica do estroma tumoral, ela apresenta principalmente 

colágenos do tipo I e III. O colágeno do tipo III é mais observado quando o estroma está 

recém-formado, enquanto o colágeno do tipo I é mais evidente nas zonas fibrosas dos 

carcinomas; eles estão mais relacionados com a progressão e a metástase do tumor6. O 

Picrosirius é uma coloração que permite a identificação das fibras colágenas no estroma, 

principalmente as do tipo I e III30,36,37.  

Apesar de a literatura já apresentar dados relativos a alterações existentes na 

interação epitélio-mesênquima em tumores de glândulas salivares38,39, ainda se faz 
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pertinente a realização de estudos que possam colaborar para o entendimento do 

comportamento biológico dessas lesões. Nesse caso, especificamente, do adenoma 

pleomórfico e de seu estroma tumoral. 
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4   METODOLOGIA 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS  

 

A pesquisa foi submetida à avaliação do Comitê de Ética e Pesquisa da Escola 

Bahiana de Medicina e Saúde Pública (CEP-Bahiana/EBMSP) e aprovada com o parecer 

nº 2.224.520.  (ANEXO 1).  

 

4.2  DESENHO DO ESTUDO 

O estudo tem um caráter retrospectivo, de corte transversal e caráter observacional. 

Contemplou 21 casos de adenomas pleomórficos orais, diagnosticados de janeiro de 2008 a 

dezembro de 2017 e selecionados dos arquivos do laboratório de Patologia Oral da Escola 

Bahiana de Medicina e Saúde Pública (EBMSP). Dados sobre sexo, idade e localização da 

lesão foram coletados de indivíduos com adenoma pleomórfico oral. O diagnóstico 

anatomopatológico das secções teciduais coradas por hematoxilina-eosina (HE) foi 

revisado e confirmado por dois patologistas experientes.   

Para integrar o grupo de controle, 21 secções de mucosa oral normal, obtidas a 

partir de biópsias de mucocele, foram selecionadas randomicamente dos mesmos arquivos.  

Foram considerados como critérios de inclusão: tecidos incluídos em parafina não 

ressecada e que apresentassem amostras representativas, além de fichas de biópsia que 

incluíssem detalhes completos referentes às lesões. Em relação à amostra de mucoceles, 

considerou-se a presença de tecido normal preservado como condição para inclusão no 

estudo. 

 

4.3 PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUÍMICOS 

 

Em todos os materiais incluídos em parafina, foram realizados cortes de tecido de 

quatro micrômetros (µm) de espessura, e, a seguir, foram montados em lâminas de vidro 

previamente preparadas com 3-Aminopropyl triethoxysilane (Sigma Aldrich, St. Louis - 
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USA). Algumas secções foram submetidas à coloração de Hematoxilina-eosina e Sírius 

vermelho, ao passo que outras foram reservadas para o estudo imuno-histoquímico. 

O método de imunomarcação utilizado foi o da streptavidina-biotina peroxidase, e o 

anticorpo monoclonal primário utilizado foi o anti-CD31 (1:80; Dako Corporation, 

Denmark). Os cortes histológicos dos grupos de estudo foram submetidos à 

desparafinização em banhos sequenciais de xilol, acetona, álcool (absoluto, 95%, 70%, 

50%, 30%) e água destilada, em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a 

recuperação antigênica com tampão citrato, pH 6.0, com posterior bloqueio das ligações 

inespecíficas (leite desnatado a 10%) e então incubados “overnight’’ a 4º C, com o 

anticorpo primário. O anticorpo secundário utilizado seguiu as orientações do Kit 1. SAB-

Peroxidase (DAKO Corporation, USA), e a revelação foi realizada por meio do DAB com 

peróxido de hidrogênio a 30%. As lâminas foram contracoradas com hematoxilina e 

montadas com lamínula e bálsamo do Canadá para avaliação morfológica e análise 

quantitativa.  

Foram utilizados, como controle positivo, cortes de hemangioma removidos por 

indicação cirúrgica prévia e, como controle negativo, os mesmos tecidos, com omissão dos 

respectivos anticorpos primários. As reações imuno-histoquímicas foram realizadas no 

Laboratório de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas da Fundação Oswaldo Cruz 

– Instituto Gonçalo-Moniz, Salvador/Ba. 

 

4.4    HISTOMORFOMETRIA  

 

A captura das imagens dos cortes teciduais submetidos à técnica de imuno-

histoquímica para CD31 e coradas por Sirius foi realizada com o software Motic Images 

Advanced 3.0® (Motic China Group CO. LTD) no Laboratório de Bioquímica Oral do 

Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Bahia. Foi estabelecida uma 

área padrão de 3467902,976 µm2. Dez imagens padrão, próximas à junção de parênquima 

e estroma, correspondentes a cada caso foram capturadas com a dimensão estabelecida e, 

nelas, foi quantificado o número de células positivas resultantes da imunomarcação. Em 

seguida, esses dados foram comparados em relação à área total selecionada. A mensuração 

da área representativa do quantitativo de colágeno, na coloração por Sirius vermelho, foi 

realizada de modo semelhante, considerando o percentual de coloração em relação à área 

total. Todas as análises foram feitas por um mesmo examinador calibrado previamente. 
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4.5   ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

O banco de dados foi criado no Microsoft® Excel® 2010 (versão 14.0.7132.5000), 

Microsoft® Office Professional Plus 2010, USA e analisado no software R (versão 3.1.1). 

Procedeu-se à análise descritiva (frequência absoluta e relativa, média, mediana, desvio 

padrão e quartis). Para verificar a existência de diferenças significativas nas medidas 

referentes às células positivas para os anticorpos, de acordo com os grupos de estudo, 

foram utilizados diferentes testes estatísticos. A distribuição dos dados quanto à 

normalidade foi testada com o teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o teste ANOVA, 

seguido do teste post hoc de Bonferroni. O nível de significância estabelecido para este 

trabalho foi de p<0,05. Para correlacionar a área do colágeno com a densidade vascular, 

utilizou-se o coeficiente de correlação de Pearson. 
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5  RESULTADOS  

 

Do total de 21 casos de adenoma pleomórfico, verificou-se que 11 (52,4%) 

corresponderam a indivíduos do sexo masculino e 10 (47,6%) a pessoas do sexo feminino. 

Em relação à faixa etária dos casos catalogados, houve variação entre a primeira e a sexta 

décadas de vida, com idade média de 39 anos. O maior número de casos das neoplasias 

concentrou-se entre a terceira e a quinta décadas de vida (57,1%). Do total de lesões 

apresentadas, 38,1% localizaram-se no palato, 14,3% na mucosa jugal, 14,3% no lábio 

superior, 9,5% na glândula sublingual e 4,8% na parótida. A ocorrência em regiões mais 

raras, como região do seio zigomático, fundo do sulco em lábio superior direito, vestíbulo 

lingual da região de mandíbula e lesão intraóssea em área de 2º pré-molar, assim como 

outras áreas não especificadas compuseram 19% da amostra (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Dados clínicos obtidos a partir dos laudos de biópsia de pacientes com adenoma 
pleomórfico na amostra estudada (EBMSP, 2018). 

Variável n=21 % 
Sexo 

  Masculino 11 52,4 
Feminino 10 47,6 

   Idade (anos) 
  Até 30  5 23,8 

31 a 50 12 57,1 
≥ 51 3 14,3 

Não referido 1 4,8 

   Localização da lesão 
  Palato  8 38,1 

Regiões incomuns e não 
especificadas 4 19 

Lábio superior 3 14,3 
Mucosa jugal 3 14,3 

Sublingual 2 9,5 
Parótida 1 4,8 

   
                                   Fonte: Dados da pesquisa. 

 

A Tabela 2 demonstra a distribuição da densidade vascular por meio da expressão 

do anticorpo anti-CD31. Ela foi significativamente superior nos Adenomas Pleomórficos, 

quando comparados ao grupo de controle (p=0,004).  Nas lesões tumorais e nas secções do 
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controle, observou-se presença de células CD31+ com padrão de marcação citoplasmático, 

que contornavam o lúmen dos capilares sanguíneos e pequenas arteríolas na região das 

células endoteliais (Figura 1). Em relação à área correspondente ao colágeno, observou-se 

que ela foi maior nas secções de mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041) 

(Figura 2, Tabela 2). 

Figura 1 – Expressão do anticorpo anti-CD31 em células situadas no endotélio, presentes em 
secções de Adenoma Pleomórfico (A) e Mucosa Oral Normal (B). Expressão imuno-histoquímica, 
anti-CD31. 400X (ICS, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria 

Figura 2 – Expressão de colágeno presente em secções de Adenoma Pleomórfico (A) e Mucosa 
Oral Normal (B). Expressão histoquímica com Sirius vermelho. 400X (ICS, 2018). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

       Fonte: Autoria própria  
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Tabela 2 – Quantitativo de vasos com células CD31+ e área correspondente ao colágeno em 
mucosa oral normal (controle) e adenoma aleomórfico (ICS, 2018). 

Grupos de 
estudo 

ÁREA DE COLÁGENO 
NÚMERO DE 

CÉLULAS CD31+  
  Mediana              Quartis 

(Q1-Q3) 
Mediana            Quartis 

(Q1-Q3) 

Controle 
1427,01           1023,25-

1972,70 
265,82           96,68-612,98 

Adenoma 
pleomórfico 

893,24               242,58-
1922,05 

641,93          496,92-816,79 

p valor                        0,041                        0,004 
                    Fonte: Dados da pesquisa 

 

A Tabela 3 ilustra a correlação entre a densidade vascular e a área do colágeno. 

Para o tumor, a correlação foi de r=0,046, embora não tenha sido estatisticamente 

significativa. Nas secções de mucosa oral normal, não houve correlação entre as variáveis 

r=-0,081. 

 

Tabela 3 – Correlação entre a densidade vascular e a área de colágeno em mucosa oral normal 
(controle) e adenoma pleomórfico (ICS, 2018). 

 
 
 

  
Área de colágeno 

 

 
Variáveis 

 

  
Coeficiente 

de correlação 
de Pearson 

p-valor 

      

 

Adenoma 
pleomórfico 

0,046 0,843 

Número de 
vasos 

   

 
Controle -0,081 0,726 

    Fonte: Dados da  pesquisa 
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6   DISCUSSÃO  

 

Embora o foco do presente estudo tenha sido caracterizar a MEC de adenomas 

pleomóficos orais, alguns aspectos de suas características clínicas também foram 

delineados. Esse tipo de neoplasia é o mais frequentemente observado na cavidade oral e 

compreende aproximadamente 1,5 a 5% dos tumores que afetam a região de cabeça e 

pescoço. A localização do adenoma pleomórfico é variável e pode acometer as glândulas 

parótidas, submandibulares, sublinguais e glândulas salivares menores40. Entre as 

neoplasias benignas localizadas na parótida, a mais frequente é o adenoma pleomórfico, 

que corresponde a cerca de 53% do total de tumores40. Neste trabalho, foram analisados 21 

casos de adenomas pleomórficos com localização prevalente no palato (38,1%). Tais dados 

ratificam aqueles descritos por Wang et al. 41 que, em 2015, analisaram 485 casos de 

tumores em glândulas salivares menores e observaram que o sítio mais frequente do 

adenoma pleomófico foi o palato (64,74%), seguido por mucosa bucal (7,63%) e língua 

(5,98%). 

A literatura registra que a faixa etária mais acometida por adenoma pleomórfico 

corresponde à 5a década de vida, com prevalência no sexo feminino42. De fato, a 

ocorrência desta faixa etária foi constatada na presente pesquisa, pois se observou que o 

maior número de casos se concentrou entre a terceira e a quinta décadas de vida. Contudo, 

em relação à variável gênero, os autores constataram uma distribuição similar entre 

homens (52,4%) e mulheres (47,6%).  

Sabe-se que o estroma tumoral é de grande importância para a progressão 

neoplásica. Ele pode apresentar variação em sua composição, como, por exemplo, aumento 

da biossíntese de colágeno, o que poderá conferir resistência ao tumor5 e permitir a 

nutrição da neoplasia através da formação de vasos sanguíneos4,26,27. 

A neoangiogênese tem sido objeto de crescente investigação no contexto tumoral. 

Independentemente do tipo de tumor, se benigno ou maligno, a presença de vasos recém-

formados, que acabam por aumentar a densidade vascular no estroma, pode representar 

uma condição essencial para a expansão da neoplasia3. Diante do exposto, foi a intenção 

dos autores desta pesquisa caracterizar a densidade vascular por meio das células CD31+. 

Embora o aumento do número de vasos, no microambiente de qualquer tumor, seja um 

evento previsível, essa análise foi importante na descrição e caracterização da MEC desse 

tumor, permitindo uma ampliação do conhecimento de sua biologia. 
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Foi observado, um padrão de marcação para as células CD31+ maior nas secções 

teciduais oriundas do estroma tumoral, quando comparadas àquelas de mucosa oral normal 

(p=0,004). Tal fato parece indicar que, na matriz extracelular dos adenomas pleomórficos, 

o processo de neoangiogênese encontra-se ativo. Esse evento biológico é relevante para o 

crescimento da maioria dos tumores benignos e malignos, visto que fornece nutrientes e 

oxigênio para o metabolismo celular26. Além disso, a formação de novos vasos facilita a 

entrada de células tumorais na circulação, fato que viabiliza o desenvolvimento de 

metástase a partir de lesões neoplásicas benignas que evoluem para o fenótipo maligno26. 

Embora o adenoma pleomórfico seja a neoplasia benigna mais comum de glândula 

salivar40, a correlação entre a densidade vascular e o colágeno, no estroma dessa neoplasia, 

é pouco evidenciada na literatura.  

Em um estudo realizado por Soares et al.43, em 2007, os autores compararam a 

microdensidade vascular de 10 casos de adenomas pleomórficos sem transformação 

maligna com 16 casos do carcinoma ex-adenoma pleomórfico. Os carcinomas ex-

adenomas pleomórficos apresentaram-se com e sem diferenciação mioepitelial. Os autores 

observaram que, no grupo do adenoma pleomórfico, os vasos sanguíneos eram raros e 

geralmente pequenos. Entretanto, nos casos intracapsulares ou minimamente invasivos de 

carcinoma ex-adenoma pleomórfico, a quantidade de vasos foi significativamente mais 

numerosa, o que possibilitou aos autores afirmarem a existência de uma associação entre a 

neoangiogênese e a progressão da lesão em carcinomas ex-adenomas pleomórficos. Além 

disso, os autores observaram que, nos tumores com diferenciação mioepitelial, as células 

neoplásicas geralmente formavam grandes agregados celulares hipovascularizados. Tais 

resultados corroboraram a hipótese de que o microambiente tumoral das células 

mioepiteliais poderia estar relacionado com a baixa atividade angiogênica observada nos 

carcinomas ex-adenomas pleomórficos com diferenciação mioepitelial44. No presente 

estudo, a comparação foi realizada entre estroma tumoral e tecido normal, evidenciando 

um maior número de vasos no tecido neoplásico. Embora esse resultado seja sugestivo de 

crescimento e progressão tumoral, o adenoma pleomórfico se caracteriza clinicamente 

como um tumor benigno, com baixa taxa de crescimento e invasão de tecidos adjacentes. 

Possivelmente, caso a comparação fosse realizada com as lesões malignas de carcinomas 

ex-adenoma pleomórficos, o número de vasos na lesão benigna seria menor do que na 

maligna, o que estaria relacionado ao comportamento biológico dessas lesões malignas. 
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Quanto à matriz colagênica do estroma tumoral, ela é representada principalmente 

pelos colágenos do tipo I e III. O colágeno do tipo III é mais observado quando o estroma 

está recém-formado, enquanto o colágeno do tipo I é mais evidente nas zonas fibrosas dos 

carcinomas e estão mais relacionados com a progressão e a metástase do tumor maligno6
.
  

Métodos de coloração histoquímica, como a coloração com Sirius vermelho, por 

exemplo, permitem a diferenciação das fibras colágenas no estroma, principalmente as do 

tipo I e III30,36,37. Em 2012, Samar  et al.45, ao realizarem um estudo em glândulas salivares 

de humanos, observaram o predomínio do colágeno tipo I em tumores malignos e do 

colágeno tipo III em tumores benignos. Nessa pesquisa, não foi realizado um estudo 

histoquímico que nos permitisse distinguir os colágenos I e III. A área de colágeno total, 

identificada pela coloração histoquímica com Sirius vermelho, foi maior nas secções de 

mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041). Estudos recentes têm 

demonstrado que a presença de metaloproteinases da matriz (MMPs) em tumores de 

glândulas salivares pode ser determinante para a degradação do colágeno da matriz 

extracelular e, consequentemente, aumentar a probabilidade de progressão tumoral46,47. No 

presente trabalho, é provável que a menor área de colágeno nos adenomas possa estar 

relacionada com a atividade das MMPs presentes no estroma dessa neoplasia.  

Embora as metaloproteinases não tenham sido objeto de investigação nesta análise, 

a crescente expressão das enzimas de degradação das MMPs nas lesões neoplásicas destaca 

a relevância desse processo biológico no contexto tumoral, visto que elas podem contribuir 

fortemente para a progressão neoplásica dos tumores. 

Neste estudo, foi correlacionada a área do colágeno com a densidade vascular por 

meio do coeficiente de correlação de Pearson48. O aumento proporcional de fibras 

colágenas à quantidade de vasos sugere que, nessas lesões, está ocorrendo uma tentativa de 

remodelamento desses tecidos. À medida que se processa a biossíntese do colágeno, a 

neoangiogênese se faz presente mediante o aporte adequado de nutrientes e de oxigênio 

para a sobrevida das células neoplásicas e estromais49,50. 
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7   CONCLUSÃO  

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, observou-se um aumento na 

densidade vascular dos tecidos neoplásicos em relação ao tecido normal. De maneira 

inversa, a expressão de colágeno mostrou-se aumentada nos tecidos normais, em 

detrimento do estroma tumoral. Embora a correlação entre essas variáveis tenha acontecido 

de forma discreta e não estatisticamente significativa, o aumento proporcional de fibras 

colágenas à quantidade de vasos, nas secções neoplásicas, permite concluir que, nessas 

lesões, está ocorrendo um remodelamento tecidual como forma de recuperar suas 

estruturas normais.  
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ANEXO 2- Notas Técnicas 
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ANEXO 4- Manuscrito 2: Artigo Original 

Caracterização da densidade vascular e matriz colagênica em adenomas pleomórficos 
orais 

 
Characterization of vascular density and colagenic matrix in oral pleomorphic adenomas 

 

Flávia Godinho Costa Wanderley Rocha1, Silvia Regina de Almeida Reis2, Roberto Paulo Correia 
de Araújo3, Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado4, Gabriela Botelho Martins4 

 

1Mestranda do Programa de Pós-Graduação em Processos Interativos dos Órgãos e Sistemas, 
UFBA. 2Professora Adjunto da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública. 3Professor titular do 

Instituto de Ciências da Saúde, ICS/UFBA e do Programa de Pós-graduação em Processos 
Interativos dos Órgãos e Sistemas, UFBA. 4Professora Adjunto da Universidade Federal da Bahia, 

ICS/UFBA.  

 

RESUMO 

No contexto tumoral, a densidade vascular e a organização da matriz colagênica 
representam fatores críticos para o desenvolvimento e a progressão da neoplasia. Objetivo: 
Este estudo objetivou analisar essas variáveis da matriz extracelular em adenomas 
pleomórficos orais. Metodologia: Trata-se de um estudo de corte transversal que avaliou 
comparativamente 21 casos de adenoma pleomórfico e 21 secções de mucosa oral normal, 
obtidos em arquivos de um Serviço de Patologia Bucal. As secções teciduais foram 
submetidas ao estudo imuno-histoquímico com anticorpo monoclonal específico para a 
proteína CD31 e para o estudo da densidade vascular, sendo e coradas com Sírius 
vermelho para avaliação do colágeno. Células individuais com padrão de marcação 
positiva foram contadas em campos específicos, por meio de estudo morfométrico, com 
posterior análise estatística. Resultados: Observou-se que o número de células CD31+ foi 
maior nas lesões tumorais, quando comparadas àquelas de mucosa oral normal (p=0,004), 
as quais se situavam sempre ao redor de vasos sanguíneos. Nas lesões tumorais, a 
correlação da área do colágeno com a densidade vascular foi discreta entre essas duas 
variáveis (p=0,843). Conclusão: Os dados apresentados sugerem que a crescente 
expressão de células CD31+ associadas aos capilares sanguíneos pode estar relacionada à 
neoangiogênese no contexto tumoral. Além disso, o aumento da concentração de fibras 
colágenas proporcional à quantidade de vasos, que, nessas lesões, o processo de 
remodelamento ocorre ativamente.  

Palavras-chave: Adenoma pleomórfico. Colágeno. Vasos sanguíneos. 
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Abstract 

 

Tumor vascular density and collagen matrix organization are critical factors to neoplasia 
development and progression. Objective: This study aimed to analyze the variables 
associated with the extracellular matrix in oral pleomorphic adenomas. Methodology: This 
cross-sectional study comparatively evaluated 21 cases of pleomorphic adenomas and 21 
sections of regular oral mucosa from the files of an oral pathology department. The tissue 
sections were subjected to immunohistochemical study with a monoclonal antibody 
specific to CD31 protein to assess vascular density and were also stained with Sirius red to 
evaluate the levels of collagen. The numbers of positively-stained cells were enumerated in 
specific fields through morphometric study, with subsequent statistical analysis. Results: 
Higher numbers of CD31-positive cells were observed in tumor cells than in cells in the 
regular oral mucosa (p = 0.004), which were always located around blood vessels.  
In tumor lesions, the correlation of the collagen area with vascular density was weak 
between these two variables (p=0.843). Conclusion: The results suggested that the 
increased expression of CD31+ in cells associated with capillaries may be related to tumor 
neoangiogenesis. Furthermore, an increase in the concentration of collagen fibers 
proportional to the number of blood vessels in the neoplastic sections suggested the active 
role of these lesions in the remodeling process. 
 
Keywords: Pleomorphic adenoma. Collagen. Blood vessels. 
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INTRODUÇÃO 

O estroma tumoral é um constituinte importante para o desenvolvimento das 

neoplasias (SATPATHY; SPADIGAM; SYED, 2014). A matriz extracelular (MEC) 

tumoral, pode influenciar na progressão do tumor, por lhe conferir propriedades específicas 

(PONT et al., 2013; WEINSTEIN; STORKUS, 2015) e também por exercer papel na 

nutrição, por meio da formação de vasos sanguíneos (HOYING; UTZINGER; WEISS, 

2014). 

A proteína mais abundante que integra estruturalmente a MEC é o colágeno (HAN 

et al., 2016). Durante o crescimento neoplásico, pode ocorrer um aumento na deposição de 

colágeno, principalmente dos tipos I e III, o que caracteriza a reação desmoplástica do 

estroma. Esse fenômeno, juntamente com a resposta imune e a neoangiogênese, constituem 

as principais respostas do hospedeiro em relação à presença de células neoplásicas (DE 

OLIVEIRA et al., 2009; TANG et al., 2014). 

Recentes estudos têm procurado enfatizar a caracterização da MEC que compõe o 

estroma tumoral em diversos tipos de neoplasia (FILIPE; CHITTY; COX, 2018; 

TZANAKAKIS et al., 2018). De fato, percebe-se que, ao longo dos anos, muita ênfase foi 

direcionada ao estudo das células neoplásicas em detrimento dos constituintes do estroma 

tumoral. Essa abordagem mais atual, voltada para o estudo da MEC e de seus constituintes, 

tem sido útil para determinar o comportamento biológico das neoplasias. Nesse contexto, 

percebe-se essa mesma premissa em relação ao tumor benigno de glândulas salivares mais 

prevalente da cavidade oral, o adenoma pleomórfico, pois se verifica que seu 

comportamento biológico não tem sido muito explorado na literatura, em especial no 

tocante às características do estroma tumoral (WANG et al., 2015).  

Do ponto de vista clínico, o adenoma pleomórfico apresenta-se como lesão nodular 

única, com margens bem delimitadas, superfície lobulada, consistência endurecida, móvel 

e indolor à palpação. Histologicamente, observam grande variedade de tipos celulares, não 

apenas entre diferentes tumores mas, também, em diferentes partes de um mesmo tumor. 

Sendo assim, é possível observar a presença de estruturas ductais e císticas, além de ninhos 

ou ilhas de células, nas dependências do tecido epitelial, ao passo que ele apresenta um 

estroma eosinófilo e hialinizado, com células epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais 

envoltas por tecido mucoide, mixoide, condroide ou mesmo osteoide. Normalmente, essa 

lesão se apresenta encapsulada (SATPATHY; SPADIGAM; SYED, 2014).  
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A transformação maligna do adenoma pleomórfico ocorre principalmente após 

recidivas do tumor, ou em casos nos quais ele apresente um longo tempo de evolução. 

Nessa situação, recebe a denominação de carcinoma ex-adenoma pleomórfico (BETZ et 

al., 2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014; NADER et al., 2014). Embora o 

carcinoma ex-adenoma pleomórfico seja um tumor maligno raro, representa 2 a 4% de 

todas as neoplasias de glândulas salivares (KEERTHI et al., 2014). Entretanto, ainda não 

está totalmente esclarecida na literatura a influência dos fatores moleculares relacionados à 

sua malignização. 

Alguns marcadores imuno-histoquímicos têm sido utilizados para identificar 

alterações no estroma de neoplasias de glândulas salivares, a exemplo daqueles que 

evidenciariam um aumento da densidade vascular, tal como o CD 31, o qual pode sugerir 

sobre o processo de neoangiogênese, uma vez que eles são expressos por células 

endoteliais, que integram os vasos sanguíneos presentes no estroma neoplásico (BETZ et 

al., 2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014; NADER et al., 2014). Sabe-se que a 

densidade vascular constitui uma variável relevante para o desenvolvimento do tumor, 

pois, além de atender às demandas metabólicas das células neoplásicas, pode contribuir 

para o incremento do processo inflamatório que ocorre como resposta do organismo ao 

ambiente neoplásico (BIELENBERG; ZETTER, 2015; MUZ et al., 2015).  

Adicionalmente, alguns autores demonstraram que a formação de novos vasos no 

contexto tumoral e o consequente aumento da densidade vascular podem estar relacionados 

com o aumento da biossíntese de colágeno e outros constituintes da matriz extracelular por 

parte dos fibroblastos (HAN et al., 2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014). 

O presente estudo objetivou avaliar comparativamente, através da técnica de 

imuno-histoquímica, a densidade vascular e sua relação com o colágeno em MEC de 

adenomas pleomórficos e na mucosa oral normal. 
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METODOLOGIA 

ASPECTOS ÉTICOS  

 

A pesquisa foi submetida à avaliação do Comitê de Ética e Pesquisa da Escola 

Bahiana de Medicina e Saúde Pública (CEP-Bahiana/EBMSP) e aprovada com o parecer 

nº 2.224.520.  (ANEXO 1).  

 

DESENHO DO ESTUDO 

 

O estudo tem um caráter retrospectivo, de corte transversal e caráter observacional. 

Contemplou 21 casos de adenomas pleomórficos orais diagnosticados de janeiro de 2008 a 

dezembro de 2017 e selecionados dos arquivos do laboratório de Patologia Oral da Escola 

Bahiana de Medicina e Saúde Pública (EBMSP). Dados sobre sexo, idade e localização da 

lesão foram coletados em indivíduos com adenoma pleomórfico oral. O diagnóstico 

anatomopatológico das secções teciduais coradas por hematoxilina-eosina (HE) foi 

revisado e confirmado por dois patologistas experientes.   

Para integrar o grupo de controle, 21 secções de mucosa oral normal, obtidas a 

partir de biópsias de mucocele, foram selecionadas randomicamente dos mesmos arquivos.  

Foram considerados como critérios de inclusão: tecidos incluídos em parafina não 

ressecada e que apresentassem amostras representativas, além de fichas de biópsia que 

incluíssem detalhes completos referentes às lesões. Em relação à amostra de mucoceles, 

considerou-se a presença de tecido normal preservado como condição para inclusão no 

estudo.   

 

PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUÍMICOS 

Em todos os materiais incluídos em parafina, foram realizados cortes de tecido de 

quatro micrômetros (µm) de espessura, e, a seguir, foram montados em lâminas de vidro 

previamente preparadas com 3-Aminopropyl triethoxysilane (Sigma Aldrich, St. Louis - 

USA). Algumas secções foram submetidas à coloração de Hematoxilina-eosina e Sírius 

vermelho, ao passo que outras foram reservadas para o estudo imuno-histoquímico. 
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O método de imunomarcação utilizado foi o da streptavidina-biotina peroxidase, e o 

anticorpo monoclonal primário utilizado foi o anti-CD31 (1:80; Dako Corporation, 

Denmark). Os cortes histológicos dos grupos de estudo foram submetidos à 

desparafinização em banhos sequenciais de xilol, acetona, álcool (absoluto, 95%, 70%, 

50%, 30%) e água destilada, em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a 

recuperação antigênica com tampão citrato, pH 6.0, com posterior bloqueio das ligações 

inespecíficas (leite desnatado a 10%) e então incubados “overnight’’ a 4º C, com o 

anticorpo primário. O anticorpo secundário utilizado seguiu as orientações do Kit 1. SAB-

Peroxidase (DAKO Corporation, USA), e a revelação foi realizada por meio do DAB com 

peróxido de hidrogênio a 30%. As lâminas foram contracoradas com hematoxilina e 

montadas com lamínula e bálsamo do Canadá para avaliação morfológica e análise 

quantitativa.  

Foram utilizados, como controle positivo, cortes de hemangioma removidos por 

indicação cirúrgica prévia e, como controle negativo, os mesmos tecidos, com omissão dos 

respectivos anticorpos primários. As reações imuno-histoquímicas foram realizadas no 

Laboratório de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas da Fundação Oswaldo Cruz 

– Instituto Gonçalo-Moniz, Salvador/Ba. 

 

HISTOMORFOMETRIA 

 

A captura das imagens dos cortes teciduais submetidos à técnica de imuno-

histoquímica para CD31 e coradas por Sirius foi realizada com o software Motic Images 

Advanced 3.0® (Motic China Group CO. LTD) no Laboratório de Bioquímica Oral do 

Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Bahia. Foi estabelecida uma 

área padrão de 3467902,976 µm2. Dez imagens padrão, próximas à junção de parênquima 

e estroma, correspondentes a cada caso foram capturadas com a dimensão estabelecida e, 

nelas, foi quantificado o número de células positivas resultantes da imunomarcação. Em 

seguida, esses dados foram comparados em relação à área total selecionada. A mensuração 

da área representativa do quantitativo de colágeno, na coloração por Sirius vermelho, foi 

realizada de modo semelhante, considerando o percentual de coloração em relação à área 

total. Todas as análises foram feitas por um mesmo examinador calibrado previamente. 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

O banco de dados foi criado no Microsoft® Excel® 2010 (versão 14.0.7132.5000), 

Microsoft® Office Professional Plus 2010, USA e analisado no software R (versão 3.1.1). 

Procedeu-se à análise descritiva (frequência absoluta e relativa, média, mediana, desvio 

padrão e quartis). Para verificar a existência de diferenças significativas nas medidas 

referentes às células positivas para os anticorpos, de acordo com os grupos de estudo, 

foram utilizados diferentes testes estatísticos. A distribuição dos dados quanto à 

normalidade foi testada com o teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o teste ANOVA, 

seguido do teste post hoc de Bonferroni. O nível de significância estabelecido para este 

trabalho foi de p<0,05. Para correlacionar a área do colágeno com a densidade vascular, 

utilizou-se o coeficiente de correlação de Pearson. 

 

RESULTADOS  

 

Do total de 21 casos de adenoma pleomórfico, verificou-se que 11 (52,4%) 

corresponderam a indivíduos do sexo masculino e 10 (47,6%) a pessoas do sexo feminino. 

Em relação à faixa etária dos casos catalogados, houve variação entre a primeira e a sexta 

década de vida, com idade média de 39 anos. O maior número de casos das neoplasias 

concentrou-se entre a terceira e a quinta décadas de vida (57,1%). Do total de lesões 

apresentadas, 38,1% localizaram-se no palato, 14,3% na mucosa jugal, 14,3% no lábio 

superior, 9,5% na glândula sublingual e 4,8% na parótida. A ocorrência em regiões mais 

raras, como a região do seio zigomático, fundo do sulco em lábio superior direito, 

vestíbulo lingual da região de mandíbula e lesão intra-óssea em área de 2º pré-molar, assim 

como outras áreas não especificadas compuseram 19% da amostra (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Dados clínicos obtidos a partir dos laudos de biópsia de pacientes com adenoma 
pleomórfico na amostra estudada (EBMSP, 2018). 

Variável n=21 % 
Sexo 

  Masculino 11 52,4 
Feminino 10 47,6 

   Idade (anos) 
  Até 30  5 23,8 

31 a 50 12 57,1 
≥ 51 3 14,3 

Não referido 1 4,8 

   Localização da lesão 
  Palato  8 38,1 

Regiões incomuns e não 
especificadas 4 19 

Lábio superior 3 14,3 
Mucosa jugal 3 14,3 

Sublingual 2 9,5 
Parótida 1 4,8 

   
                                   Fonte: Dados da pesquisa.  

A Tabela 2 demonstra a distribuição da densidade vascular por meio da expressão 

do anticorpo anti-CD31. Ela foi significativamente superior nos Adenomas Pleomórficos, 

quando comparados ao grupo de controle (p=0,004).  Nas lesões tumorais e nas secções do 

controle, observou-se presença de células CD31+ com padrão de marcação citoplasmático, 

que contornavam o lúmen dos capilares sanguíneos e pequenas arteríolas (Figura 1). Em 

relação à área correspondente ao colágeno, observou-se que ela foi maior nas secções de 

mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041) (Figura 2, Tabela 2). 

Figura 1 – Expressão do anticorpo anti-CD31 em células situadas no endotélio, presentes em 
secções de Adenoma Pleomórfico (A) e Mucosa Oral Normal (B). Expressão muno-histoquímica, 
anti-CD31. 400X (ICS, 2018). 

 

 

 

 

 

 

  A 
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Figura 2 – Expressão de colágeno presente em secções de Adenoma Pleomórfico (A) e Mucosa 
Oral Normal (B). Expressão histoquímica com Sirius vermelho. 400X (ICS, 2018). 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

        Fonte: Autoria própria 

 

Tabela 2 – Quantitativo de vasos com células CD31+ e área correspondente ao colágeno em 
mucosa oral normal (controle) e adenoma pleomórfico (ICS, 2018). 

Grupos de 
estudo 

ÁREA DE COLÁGENO 
NÚMERO DE 

CÉLULAS CD31+  
  Mediana                    

Quartis (Q1-Q3) 
Mediana            Quartis 

(Q1-Q3) 
Controle 1427,01    1023,25-1972,70 265,82       96,68-612,98 
Adenoma 

pleomórfico 
893,24     242,58-1922,05 641,93      496,92-816,79 

p valor 0,041 0,004 
Fonte: Dados da pesquisa 

A Tabela 3 ilustra a correlação entre a densidade vascular e a área do colágeno. 

Para o tumor, a correlação foi de r=0,046, embora não tenha sido estatisticamente 

significativa. Nas secções de mucosa oral normal, não houve correlação entre as variáveis 

r=-0,081.    
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Tabela 3 – Correlação entre a densidade vascular e a área de colágeno em mucosa oral 
normal (controle) e adenoma pleomórfico (ICS, 2018). 

 
 
 
 
 
 
 

  
Área de colágeno 

 

 
Variáveis 

 

  

Coeficiente 
de 

correlação 
de Pearson 

p-valor 

      

 

Adenoma 
pleomórfico 

0,046 0,843 

Número de 
vasos 

   
 

Controle -0,081 0,726 

        

                      Fonte: Dados da pesquisa 

DISCUSSÃO  

Embora o foco do presente estudo tenha sido caracterizar a MEC de adenomas 

pleomóficos orais, alguns aspectos de suas características clínicas também foram 

delineados. Esse tipo de neoplasia é o mais frequentemente observado na cavidade oral e 

compreende aproximadamente 1,5 a 5% dos tumores que afetam a região de cabeça e 

pescoço. A localização do adenoma pleomórfico é variável e pode acometer as glândulas 

parótidas, submandibulares, sublinguais e glândulas salivares menores (DE OLIVEIRA et 

al., 2009). Entre as neoplasias benignas localizadas na parótida, a mais frequente é o 

adenoma pleomórfico, que corresponde a cerca de 53% do total de tumores (DE 

OLIVEIRA et al., 2009). Neste trabalho, foram analisados 21 casos de adenomas 

pleomórficos com localização prevalente no palato (38,1%). Tais dados, ratificam aqueles 

descritos por Wang et al., que 2015, analisaram 485 casos de tumores em glândulas 

salivares menores e observaram que o sítio mais frequente do adenoma pleomófico foi o 

palato (64,74%), seguido por mucosa bucal (7,63%) e língua (5,98%). 

A literatura registra que a faixa etária mais acometida por adenoma pleomórfico 

corresponde à 5a década de vida, com prevalência no sexo feminino (NADER et al., 2014). 

De fato, a ocorrência dessa faixa etária foi constatada na presente pesquisa, pois se 

observou que o maior número de casos se concentrou entre a terceira e a quinta décadas de 
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vida. Contudo, em relação à variável gênero, os autores constataram uma distribuição 

similar entre homens (52,4%) e mulheres 47,6%.  

Sabe-se que o estroma tumoral é de grande importância para a progressão 

neoplásica. Ele pode apresentar variação em sua composição, como, por exemplo, aumento 

da biossíntese de colágeno, o que poderá conferir resistência ao tumor (HAN et al., 2016) e 

permitir a nutrição da neoplasia através da formação de vasos sanguíneos (BETZ  et al., 

2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014; MUZ et al., 2015). 

A neoangiogênese tem sido objeto de crescente investigação no contexto tumoral. 

Independentemente do tipo de tumor, se benigno ou maligno, a presença de vasos recém-

formados, que acabam por aumentar a densidade vascular no estroma, pode representar 

uma condição essencial para a expansão da neoplasia (BIELENBERG; ZETTER, 2015). 

Diante do exposto, foi a intenção dos autores desta pesquisa caracterizar a densidade 

vascular por meio das células CD31+. Embora o aumento do número de vasos no 

microambiente de qualquer tumor, seja um evento previsível, essa análise foi importante na 

descrição e caracterização da MEC desse tumor, permitindo uma ampliação do 

conhecimento de sua biologia. 

Foi observado, um padrão de marcação para as células CD31+ maior nas secções 

teciduais oriundas da região tumoral, quando comparadas àquelas de mucosa oral normal 

(p=0,004). Tal fato parece indicar que, na matriz extracelular dos adenomas pleomórficos, 

o processo de neoangiogênese encontra-se ativo. Esse evento biológico é relevante para o 

crescimento da maioria dos tumores benignos e malignos, visto que fornece nutrientes e 

oxigênio para o metabolismo celular (MUZ et al., 2015). Além disso, a formação de novos 

vasos facilita a entrada de células tumorais na circulação, fato que viabiliza o 

desenvolvimento de metástase nas lesões neoplásicas benignas que evoluem para o 

fenótipo maligno (MUZ et al., 2015). Embora o adenoma pleomórfico seja a neoplasia 

benigna mais comum de glândula salivar (DE OLIVEIRA et al., 2009), a correlação entre a 

densidade vascular e o colágeno, no estroma dessa neoplasia, é pouco evidenciada na 

literatura.  

Em um estudo realizado por Soares et al., em 2007, os autores compararam a 

microdensidade vascular de 10 casos de adenomas pleomórficos sem transformação 

maligna com 16 casos do carcinoma ex-adenoma pleomórfico. Os carcinomas ex-

adenomas pleomórficos apresentaram-se com e sem diferenciação mioepitelial. Os autores 

observaram que, no grupo do adenoma pleomórfico, os vasos sanguíneos eram raros e 
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geralmente pequenos. Entretanto, nos casos intracapsulares ou minimamente invasivos de 

carcinoma ex-adenoma pleomórfico, a quantidade de vasos foi significativamente mais 

numerosa, o que possibilitou aos autores afirmarem a existência de uma associação entre a 

neoangiogênese e a progressão da lesão em carcinomas ex-adenomas pleomórficos. Além 

disso, os autores observaram que, nos tumores com diferenciação mioepitelial, as células 

neoplásicas geralmente formavam grandes agregados celulares hipovascularizados. Tais 

resultados corroboraram a hipótese de que o microambiente tumoral das células 

mioepiteliais poderia estar relacionado com a baixa atividade angiogênica observada nos 

carcinomas ex-adenomas pleomórficos com diferenciação mioepitelial (SHAH; 

MULLA; MAYANK, 2016). No presente estudo, a comparação foi realizada entre estroma 

tumoral e tecido normal, evidenciando um maior número de vasos no tecido neoplásico. 

Embora esse resultado seja sugestivo de crescimento e progressão tumoral, o adenoma 

pleomórfico se caracteriza clinicamente como um tumor benigno, com baixa taxa de 

crescimento e invasão de tecidos adjacentes. Possivelmente, caso a comparação fosse 

realizada com as lesões malignas de carcinomas ex-adenoma pleomórficos, o número de 

vasos na lesão benigna seria menor do que na maligna, o que estaria relacionado ao 

comportamento biológico dessas lesões malignas. 

Quanto à matriz colagênica do estroma tumoral, ela é representada principalmente 

pelos colágenos do tipo I e III. O colágeno do tipo III é mais observado quando o estroma 

está recém-formado, enquanto o colágeno do tipo I é mais evidente nas zonas fibrosas dos 

carcinomas e estão mais relacionados com a progressão e a metástase do tumor maligno 

(TANG et al., 2014).
  

Métodos de coloração histoquímica, como a coloração com Sirius vermelho, por 

exemplo, permitem a diferenciação das fibras colágenas no estroma, principalmente as do 

tipo I e III (LIU et al., 2016). Samar et al. (2012), ao realizarem um estudo em glândulas 

salivares de humanos, observaram o predomínio do colágeno tipo I em tumores malignos e 

do colágeno tipo III em tumores benignos. Nessa pesquisa não foi realizado um estudo 

histoquímico que nos permitisse distinguir os colágenos I e III. A área de colágeno total, 

identificada pela coloração histoquímica com Sírius vermelho, foi maior nas secções de 

mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041). Estudos recentes têm 

demonstrado que a presença de metaloproteinases da matriz (MMPs) em tumores de 

glândulas salivares pode ser determinante para a degradação do colágeno da matriz 

extracelular e, consequentemente, aumentar a probabilidade de progressão tumoral 
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(MARDANI et al., 2014; RADUNOVIC et al., 2016). No presente trabalho, é provável que 

a menor área de colágeno nos adenomas possa estar relacionada com a atividade das 

MMPs presentes no estroma dessa neoplasia.  

Embora as metaloproteinases não tenham sido objeto de investigação nesta análise, a 

crescente expressão das enzimas de degradação das MMPs nas lesões neoplásicas destaca a 

relevância desse processo biológico no contexto tumoral, visto que elas podem contribuir 

fortemente para a progressão neoplásica dos tumores. 

Neste estudo, foi correlacionada a área do colágeno com a densidade vascular por meio do 

coeficiente de correlação de Pearson (MUKAKA, 2012). O aumento proporcional de fibras 

colágenas à quantidade de vasos sugere que, nessas lesões, está ocorrendo uma tentativa de 

remodelamento desses tecidos. À medida que se processa a biossíntese do colágeno, a 

neoangiogênese se faz presente mediante o aporte adequado de nutrientes e de oxigênio 

para a sobrevida das células neoplásicas e estromais (DARBY et al., 2014). 

 

 

 

CONCLUSÃO  

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, observou-se um aumento na 

densidade vascular dos tecidos neoplásicos em relação ao tecido normal. De maneira 

inversa, a expressão de colágeno mostrou-se aumentada nos tecidos normais, em 

detrimento do estroma tumoral. Embora a correlação entre essas variáveis tenha acontecido 

de forma discreta e não estatisticamente significativa, o aumento proporcional de fibras 

colágenas à quantidade de vasos, nas secções neoplásicas, permite concluir que, nessas 

lesões, está ocorrendo um remodelamento tecidual como forma de recuperar suas 

estruturas normais. 
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ANEXO 5 – Normas da Revista de Ciências Médicas e Biológicas 
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ANEXO 6 – Comprovante de submissão do Artigo Original para a Revista Head & Neck 

Pathology 
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