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ROCHA, Flavia Godinho Costa Wanderley. Caracterizacao da densidade vascular e matriz
colagénica em adenomas pleomoérficos orais. 2018. 69f. Dissertacio (Mestrado em

Processos Interativos dos C)rgéos e Sistemas) — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2018.

RESUMO

No contexto tumoral, a densidade vascular e a organizacdo da matriz colagénica representam
fatores criticos para o desenvolvimento e a progressdo da neoplasia. Este estudo objetivou
analisar essas varidveis da matriz extracelular em adenomas pleomorficos orais. Trata-se de um
estudo de corte transversal, que avaliou comparativamente 21 casos de adenoma pleomoérfico e
21 seccOes de mucosa oral normal, obtidos em arquivos de um Servico de Patologia Bucal. As
seccoes teciduais foram submetidas ao estudo imuno-histoquimico com anticorpo monoclonal
especifico para a proteina CD31 e para o estudo da densidade vascular, sendo coradas com
Sirius vermelho para avaliacdo do coldgeno. Células individuais com padrio de marcagdo
positiva foram contadas em campos especificos, por meio de estudo morfométrico, com
posterior andlise estatistica. Observou-se que o nimero de células CD31+ foi maior nas lesdes
tumorais, quando comparadas aquelas de mucosa oral normal (p=0,004), as quais se situavam
sempre ao redor de vasos sanguineos. Nas lesdes tumorais, a correlacdo da drea do colageno
com a densidade vascular foi fraca entre essas duas varidveis (p=0,843). Os dados apresentados
sugerem que a crescente expressao de células CD31+ associadas aos capilares sanguineos pode
estar relacionada a neoangiogénese no contexto tumoral. Além disso, o aumento da
concentracdo de fibras coldgenas proporcional a quantidade de vasos, sugere que, nestas lesoes,
o processo de remodelamento ocorre ativamente.

Palavras-chave: Adenoma Pleomorfico. Colageno. Vasos Sanguineos.



ROCHA, Flavia Godinho Costa Wanderley. Characterization of vascular density and
collagen matrix in oral pleomorphic adenomas. 2018. 69f. Dissertation (Masters in
Interactive Processes of Organs and Systems) - Institute of Health Sciences, Federal
University of Bahia, Salvador, 2018.

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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1 INTRODUCAO

O estroma tumoral € um constituinte importante para o desenvolvimento das
neoplasias'. A matriz extracelular (MEC) tumoral pode influenciar na progressio do
tumor, por lhe conferir propriedades especfficas2 e também por exercer papel na nutricao,
por meio da formacdo de vasos sangul’neos3’4.

A proteina mais abundante que integra estruturalmente a MEC € o colégenos.
Durante o crescimento neoplésico, pode ocorrer um aumento na deposicao de coldgeno,
principalmente dos tipos I e IIl, o que caracteriza a reagdo desmopldstica do estroma. Esse
fendmeno, juntamente com a resposta imune € a neoangiogénese, constituem as principais
respostas do hospedeiro em relacio a presenca de células neoplésicas6.

Recentes estudos tém procurado enfatizar a caracterizacdo da MEC que compde o
estroma tumoral em diversos tipos de neoplasia”®. De fato, percebe-se que, ao longo dos
anos, muita énfase foi direcionada ao estudo das células neopldsicas em detrimento dos
constituintes do estroma tumoral’. Essa abordagem mais atual, voltada para o estudo da
MEC e de seus constituintes, tem sido ttil para determinar o comportamento biolégico das
neoplasias'®. Nesse contexto, percebe-se essa mesma premissa em relacio ao tumor
benigno de glandulas salivares mais prevalente da cavidade oral, o adenoma pleomorfico,
pois se verifica que seu comportamento biolégico ndo tem sido muito explorado na
literatura, em especial no tocante as caracteristicas do estroma tumoral'!.

Do ponto de vista clinico, o adenoma pleomérfico apresenta-se como lesdo nodular
Unica, com margens bem delimitadas, superficie lobulada, consisténcia endurecida, mével
e indolor a palpagdo. Histologicamente, observa-se grande variedade de tipos celulares,
ndo apenas entre diferentes tumores, mas também em diferentes partes de um mesmo
tumor. Sendo assim, € possivel observar a presenca de estruturas ductais e cisticas, além de
ninhos ou ilhas de células, nas dependéncias do tecido epitelial, ao passo que ele apresenta
um estroma eosindfilo e hialinizado, com células epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais
envoltas por tecido mucoide, mixoide, condroide ou mesmo osteoide. Normalmente, essa
lesdo se apresenta encapsulada'. A transformagdo maligna do adenoma pleomérfico ocorre
principalmente apds recidivas do tumor, ou em casos nos quais ele apresente um longo
tempo de evolugdo. Nessa situacdo, recebe a denominacdo de carcinoma ex-adenoma

(e 12
pleomoérfico .
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Alguns marcadores imuno-histoquimicos t€m sido utilizados para identificar
alteracoes no estroma de neoplasias de glandulas salivares, a exemplo daqueles que
evidenciariam um aumento da densidade vascular, tal como o CD 31, o qual pode sugerir o
processo de neoangiogénese, uma vez que eles sdo expressos por células endoteliais, que
integram os vasos sanguineos presentes no estroma neoplésico13 . Sabe-se que a densidade
vascular constitui uma varidvel relevante para o desenvolvimento do tumor, pois, além de
atender as demandas metabdlicas das células neopldsicas pode contribuir para o
incremento do processo inflamatério que ocorre como resposta do organismo ao ambiente
neoplésicom.

Adicionalmente, alguns autores demonstraram que a formacdo de novos vasos no
contexto tumoral e o consequente aumento da densidade vascular podem estar relacionados
com o aumento da biossintese de coldgeno e outros constituintes da matriz extracelular por

parte dos fibroblastos™”.

1.1 JUSTIFICATIVA

Percebe-se que o adenoma pleomorfico, embora seja o tumor benigno mais
frequente em glandulas salivares, ndo tem sido estudado de forma expressiva na literatura
no que se refere as caracteristicas de sua matriz extracelular. Poucos estudos foram
encontrados que abordavam a proteina coldgeno ou os marcadores moleculares de
proteinas da matriz extracelular que poderiam auxiliar no entendimento do comportamento
bioldgico do tumor.

Assim, as informacgOes obtidas a partir deste trabalho poderdo contribuir para um
melhor conhecimento das caracteristicas dessa neoplasia e de seu comportamento

bioldgico.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar comparativamente, através de um estudo imuno-histoquimico, a densidade
vascular e a expressdo de coldgeno no estroma de adenomas pleomoérficos orais e na

mucosa oral normal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas clinicas relacionadas a amostra selecionada.

e Quantificar o nimero de vasos distribuidos na matriz extracelular a partir do padrao
de marcacdo imuno-histoquimica das células CD 31 (PECAM) e, dessa forma,
sugerir a densidade vascular em tecidos de mucosa oral normal no estroma de
adenoma pleomorfico.

e Quantificar, através da coloracdo com Sirius vermelho, a expressdo de coldgeno
presente na matriz extracelular de mucosa oral normal e no adenoma pleomorfico,
comparativamente.

e Correlacionar a densidade vascular e a drea de coldgeno na amostra estudada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O adenoma pleomdrfico é considerado como a neoplasia benigna mais comum das
glandulas salivares maiores, a exemplo da parétida, correspondendo a cerca de 60 a 70%
dos casos, embora possa ocorrer em qualquer das glandulas salivares menores. A faixa
etdria mais acometida corresponde a 5% década de vida, com prevaléncia no sexo
feminino'”.

Do ponto de vista clinico, o adenoma pleomérfico se apresenta como lesdo nodular
Unica, com margens bem delimitadas, superficie lobulada, consisténcia endurecida, mével
e indolor a palpacdo. Histologicamente, observa-se grande variedade de tipos celulares,
nio apenas entre diferentes tumores, mas também em diferentes partes de um mesmo
tumor. Sendo assim, € possivel observar a presenca de estruturas ductais e cisticas, além de
ninhos ou ilhas de células nas dependéncias do tecido epitelial, ao passo que apresenta um
estroma eosindfilo e hialinizado com células epiteliais, mioepiteliais e mesenquimais
envoltas por tecido mucoide, mixoide, condroide ou mesmo osteoide. Normalmente, essa
lesdo apresenta-se encapsuladal.

A transformacdo maligna do adenoma pleomoérfico ocorre principalmente apds
recidivas do tumor, ou em casos nos quais ele apresenta um longo tempo de evolucdo.
Nessa situagdo, recebe a denominacdo de carcinoma ex-adenoma pleomérfico. Embora o
carcinoma ex-adenoma pleomorfico seja um tumor maligno raro, representa 2 a 4% de
todas as neoplasias de glandulas salivares'”. Entretanto, ainda ndo estd totalmente
esclarecida, na literatura, a influéncia dos fatores moleculares relacionados a sua
malignizacdo.

Em 2009, Mitelman, Johansson, Mertens'® elaboraram um banco de dados de
alteracoes cromossOmicas em cancer. Ao analisarem 224 adenomas pleomorficos,
verificaram que 30% desses tumores possuiam um caridtipo normal, enquanto 70%
apresentavam algum tipo de alteracdo cromossOmica. As alteracdes mais comumente
observadas foram translocagdes balanceadas nos cromossomos, inversoes e alteracdes nao
balanceadas. No que se refere as translocacOes cromossdmicas balanceadas, elas eram
compostas por regides gé€nicas t(3;8)(p21;q12), t(8;9)(q12;p22) e t(5,8)(p13;q12), enquanto
que as de inversdes envolviam os fragmentos génicos 12p12-p13 e 12ql15-q24. As

alteracOes ndo balanceadas foram caracterizadas pelas regioes 8p23 e 8ql2.
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A respeito das translocagdes cromossdmicas balanceadas em adenomas
pleomoérficos, os genes envolvidos nesses processos sdo o PLAG1 e HMGIC. Dentre esses
genes, 0 mais importante para o contexto tumoral do adenoma pleomérfico é o PLAGI,
frequentemente alterado nos estudos citogenéticos desse tipo de lesdo'’. Sabendo-se que a
alteracdo do gene PLAGI, no adenoma pleomodrfico, ocorre devido as translocacgdes

1 e
1. 8, em 1998, verificaram, em seus

cromossdmicas balanceadas recorrentes'®, Voz et a
estudos, que as transloca¢des cromossOmicas mais frequentes para o surgimento da
expressao alterada do PLAGI envolviam as regides t(3;8)(p21;q12) e t(5;8)(p13:q12).

Asp, Persson, Kost-Alimova, Stenmanlg, em 2006, e Kandasamy et al.zo, em 2007,
ao realizarem ensaios citogenéticos e moleculares, também verificaram que a
heterogeneidade de rearranjos que ocorrem no gene PLAGI contribui para o
desenvolvimento de adenomas pleomorficos. A recorréncia dessas lesdes pode ser causada
pelo aumento do nimero das mutacdes genéticas™'.

Sabe-se que o estroma tumoral € um constituinte importante para o0
desenvolvimento das neoplasias. Nesse tumor, a matriz extracelular (MEC) € constituida
por células mesenquimais, tais como fibroblastos e adipdcitos, e também vasos sanguineos
e linfaticos, fibras, nervos e células imunocompetenteszz.

Em relacdo a MEC tumoral, ela pode apresentar variacio em sua composicao,
como, por exemplo, aumento da biossintese de coldgeno, o que poderd conferir
propriedade de resisténcia ao tumor™. Além disso, a matriz é de grande importancia para a
progressao tumoral, pois permite nutricdo da neoplasia por meio da formacdo de vasos
sanguineos, sendo esse processo denominado de neoangiogénese”.

Embora o papel do estroma no desenvolvimento tumoral ja tenha sido descrito na
literatura, ainda ndo estd totalmente elucidada a interacdo entre epitélio € mesénquima no
desenvolvimento do tumor’. Essa interacdo pode ser representada tanto por células
epiteliais, que constituem o parénquima do tumor, quanto por células endoteliais
constitutivamente presentes na parede de vasos sanguineos, que interagem com a matriz
extracelular’>**.

A neoangiogénese € definida como a formagdo de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes. Isso ocorre em determinadas condi¢des fisioldgicas e patoldgicas,
tais como embriogénese, cicatrizagcdo, crescimento tumoral e metastase’®?’.

O principal estimulo fisiolégico da neoangiogénese € a hipoxia. Ela ocorre devido a

ativacdo dos fatores pro-angiogénicos a exemplo do Fator de Crescimento Endotelial
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Vascular (VEGF) que se ligam a receptores presentes nas células endoteliais, células de
musculo liso e em pericitos. Essa interacdo entre ligante e receptor ativa as células e
promove o brotamento de novos capilareszs.

No que se refere ao VEGF, ele tem sido descrito como um dos principais fatores de
crescimento indutor da neoangiogénese. Embora o VEGF possa estimular diretamente as
células endoteliais e os fibroblastos para a formagdo de novos vasos, 0 mecanismo
molecular subjacente a seu estimulo ainda permanece desconhecido®®. Apesar de estar bem
estabelecida na literatura a funcdo do VEGF na neoangiogénese, pouco se sabe a respeito
de sua participagdo em tumores de glandulas salivares, especialmente no adenoma
pleomorfico.

Também conhecido como PECAM, o CD31 é um anticorpo monoclonal que se
expressa na superficie de plaquetas, mondcitos, granuldcitos, cé€lulas B e na juncdo
intracelular endotelial®. Alguns estudos sugerem que o CD31 esteja envolvido na
angiogénese, na trombose e na cicatrizacio de feridas®*>>.

Nakayama et al.®, em 1999, analisaram 21 adenomas pleomorficos por meio da
técnica imuno-histoquimica com os anticorpos anti-CD31 e anti-CD34, a fim de distinguir
os vasos sanguineos 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 a sua maior especificidade em relagdo ao CD34.

Pelo fato de participar da densidade vascular da neoangiogénese, o CD31 tem sido
utilizado para identificar alteragdes no estroma tumoral de glandulas salivares'*™*,

Sabendo-se que a quantidade de coldgeno também pode denotar alteracdo no
estroma tumoral, métodos de coloracdao histoquimica, como a coloracio com o Sirius
vermelho ou Picrosirius, por exemplo, tém sido utilizados para determinar a quantidade de
coldgeno presente na MEC de tumores diversos, inclusive do adenoma pleomérfico3 ’,

Quanto a matriz colagénica do estroma tumoral, ela apresenta principalmente
coldgenos do tipo I e III. O coldgeno do tipo III € mais observado quando o estroma esta
recém-formado, enquanto o coldgeno do tipo I € mais evidente nas zonas fibrosas dos
carcinomas; eles estdo mais relacionados com a progressdao € a metdstase do tumor®. O
Picrosirius é uma coloracdo que permite a identificacdo das fibras coldgenas no estroma,
principalmente as do tipo I e III**%.

Apesar de a literatura j4 apresentar dados relativos a alteragOes existentes na

. ~ I A A . 3839 .
interacdo epitélio-mesénquima em tumores de glandulas salivares ° ainda se faz



17

pertinente a realizacdo de estudos que possam colaborar para o entendimento do
comportamento bioldgico dessas lesdes. Nesse caso, especificamente, do adenoma

pleomoérfico e de seu estroma tumoral.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi submetida a avaliacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Escola
Bahiana de Medicina e Sadde Publica (CEP-Bahiana/EBMSP) e aprovada com o parecer

n° 2.224.520. (ANEXO 1).

4.2 DESENHO DO ESTUDO

O estudo tem um cardter retrospectivo, de corte transversal e cardter observacional.
Contemplou 21 casos de adenomas pleomorficos orais, diagnosticados de janeiro de 2008 a
dezembro de 2017 e selecionados dos arquivos do laboratdrio de Patologia Oral da Escola
Bahiana de Medicina e Satide Puablica (EBMSP). Dados sobre sexo, idade e localizacdo da
lesdo foram coletados de individuos com adenoma pleomorfico oral. O diagndstico
anatomopatoldgico das seccOes teciduais coradas por hematoxilina-eosina (HE) foi
revisado e confirmado por dois patologistas experientes.

Para integrar o grupo de controle, 21 sec¢des de mucosa oral normal, obtidas a
partir de bidpsias de mucocele, foram selecionadas randomicamente dos mesmos arquivos.

Foram considerados como critérios de inclusdo: tecidos incluidos em parafina ndo
ressecada e que apresentassem amostras representativas, além de fichas de bidpsia que
incluissem detalhes completos referentes as lesdes. Em relacdo a amostra de mucoceles,
considerou-se a presenca de tecido normal preservado como condi¢do para inclusdo no

estudo.

4.3 PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

Em todos os materiais incluidos em parafina, foram realizados cortes de tecido de
quatro micrometros (um) de espessura, e, a seguir, foram montados em laminas de vidro

previamente preparadas com 3-Aminopropyl triethoxysilane (Sigma Aldrich, St. Louis -
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USA). Algumas sec¢des foram submetidas a coloragdo de Hematoxilina-eosina e Sirius
vermelho, ao passo que outras foram reservadas para o estudo imuno-histoquimico.

O método de imunomarcacao utilizado foi o da streptavidina-biotina peroxidase, € o
anticorpo monoclonal primdrio utilizado foi o anti-CD31 (1:80; Dako Corporation,
Denmark). Os cortes histolégicos dos grupos de estudo foram submetidos a
desparafinizacdo em banhos sequenciais de xilol, acetona, dlcool (absoluto, 95%, 70%,
50%, 30%) e agua destilada, em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a
recuperagdo antigénica com tampao citrato, pH 6.0, com posterior bloqueio das ligagcdes
inespecificas (leite desnatado a 10%) e entdo incubados “overnight’’ a 4° C, com o
anticorpo primdrio. O anticorpo secunddrio utilizado seguiu as orientacdes do Kit 1. SAB-
Peroxidase (DAKO Corporation, USA), e a revelagdo foi realizada por meio do DAB com
peroxido de hidrogé€nio a 30%. As laminas foram contracoradas com hematoxilina e
montadas com laminula e bdlsamo do Canadd para avaliacio morfoldgica e andlise
quantitativa.

Foram utilizados, como controle positivo, cortes de hemangioma removidos por
indicacdo cirurgica prévia e, como controle negativo, os mesmos tecidos, com omissao dos
respectivos anticorpos primdrios. As reacdes imuno-histoquimicas foram realizadas no
Laboratério de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas da Fundacao Oswaldo Cruz

— Instituto Gongalo-Moniz, Salvador/Ba.

4.4 HISTOMORFOMETRIA

A captura das imagens dos cortes teciduais submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para CD31 e coradas por Sirius foi realizada com o software Motic Images
Advanced 3.0° (Motic China Group CO. LTD) no Laboratério de Bioquimica Oral do
Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Bahia. Foi estabelecida uma
4rea padrdo de 3467902,976 pm”. Dez imagens padrio, proximas 2 juncdo de parénquima
e estroma, correspondentes a cada caso foram capturadas com a dimensdo estabelecida e,
nelas, foi quantificado o nimero de células positivas resultantes da imunomarcacdo. Em
seguida, esses dados foram comparados em relacdo a drea total selecionada. A mensuragao
da drea representativa do quantitativo de coldgeno, na coloragdo por Sirius vermelho, foi
realizada de modo semelhante, considerando o percentual de coloragdo em relagdo a area

total. Todas as andlises foram feitas por um mesmo examinador calibrado previamente.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados foi criado no Microsoft® Excel® 2010 (versao 14.0.7132.5000),
Microsoft® Office Professional Plus 2010, USA e analisado no software R (versao 3.1.1).
Procedeu-se a andlise descritiva (frequéncia absoluta e relativa, média, mediana, desvio
padrao e quartis). Para verificar a existéncia de diferencas significativas nas medidas
referentes as células positivas para os anticorpos, de acordo com os grupos de estudo,
foram utilizados diferentes testes estatisticos. A distribuicdo dos dados quanto a
normalidade foi testada com o teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o teste ANOVA,
seguido do teste post hoc de Bonferroni. O nivel de significancia estabelecido para este
trabalho foi de p<0,05. Para correlacionar a drea do colageno com a densidade vascular,

utilizou-se o coeficiente de correlacao de Pearson.
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S RESULTADOS

Do total de 21 casos de adenoma pleomérfico, verificou-se que 11 (52,4%)
corresponderam a individuos do sexo masculino e 10 (47,6%) a pessoas do sexo feminino.
Em relacdo a faixa etédria dos casos catalogados, houve variacdo entre a primeira e a sexta
décadas de vida, com idade média de 39 anos. O maior nimero de casos das neoplasias
concentrou-se entre a terceira e a quinta décadas de vida (57,1%). Do total de lesdes
apresentadas, 38,1% localizaram-se no palato, 14,3% na mucosa jugal, 14,3% no ldbio
superior, 9,5% na glandula sublingual e 4,8% na pardtida. A ocorréncia em regides mais
raras, como regido do seio zigomético, fundo do sulco em labio superior direito, vestibulo
lingual da regido de mandibula e lesdo intradssea em drea de 2° pré-molar, assim como

outras dareas nao especificadas compuseram 19% da amostra (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados clinicos obtidos a partir dos laudos de bidpsia de pacientes com adenoma
pleomoérfico na amostra estudada (EBMSP, 2018).

Variavel n=21 %
Sexo
Masculino 11 52,4
Feminino 10 47.6
Idade (anos)
Até 30 5 23,8
31a50 12 57,1
>51 3 14,3
Nao referido 1 4,8

Localizaciao da lesao

Palato 8 38,1

Regides incomuns e ndo
especificadas 4 19
Lébio superior 3 14,3
Mucosa jugal 3 14,3
Sublingual 2 9,5
Parétida 1 4,8

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 2 demonstra a distribuicdo da densidade vascular por meio da expressao
do anticorpo anti-CD31. Ela foi significativamente superior nos Adenomas Pleomoérficos,

quando comparados ao grupo de controle (p=0,004). Nas lesdes tumorais e nas seccoes do
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controle, observou-se presenca de células CD31+ com padrdao de marcagdo citoplasmaético,
que contornavam o limen dos capilares sanguineos e pequenas arteriolas na regido das
células endoteliais (Figura 1). Em relacdo a drea correspondente ao coldgeno, observou-se
que ela foi maior nas sec¢des de mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041)

(Figura 2, Tabela 2).

Figura 1 — Expressdo do anticorpo anti-CD31 em células situadas no endotélio, presentes em
seccoes de Adenoma Pleomoérfico (A) e Mucosa Oral Normal (B). Expressao imuno-histoquimica,
anti-CD31. 400X (ICS, 2018).

Figura 2 — Expressdo de coldgeno presente em sec¢des de Adenoma Pleomorfico (A) e Mucosa
Oral Normal (B). Expressao histoquimica com Sirius vermelho. 400X (ICS, 2018).

Fonte: Autoria prépria
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Tabela 2 — Quantitativo de vasos com células CD31+ e area correspondente ao colageno em
mucosa oral normal (controle) e adenoma aleomoérfico (ICS, 2018).

. ) NUMERO DE
Grupos de AREA DE COLAGENO CELULAS CD31+
estudo Mediana Quartis Mediana Quartis
(Q1-Q3) (Q1-Q3)
1427,01 1023,25-
Controle 1972.70 265,82 96,68-612,98
Adenoma 893,24 242,58-
pleomorfico 1922,05 641,93 496,92-816,79
p valor 0,041 0,004

Fonte: Dados da pesquisa

A Tabela 3 ilustra a correlagdo entre a densidade vascular e a drea do coldgeno.
Para o tumor, a correlacdo foi de r=0,046, embora ndo tenha sido estatisticamente

significativa. Nas sec¢des de mucosa oral normal, ndo houve correlacdo entre as varidveis

r=-0,081.

Tabela 3 — Correlacdo entre a densidade vascular e a drea de coldgeno em mucosa oral normal
(controle) e adenoma pleomorfico (ICS, 2018).

Area de colageno

Variaveis
Coeficiente
de correlacao p-valor
de Pearson
Adenoma 0,046 0,843
pleomorfico
Numero de
vasos
Controle -0,081 0,726

Fonte: Dados da  pesquisa
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6 DISCUSSAO

Embora o foco do presente estudo tenha sido caracterizar a MEC de adenomas
pleomoéficos orais, alguns aspectos de suas caracteristicas clinicas 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 regido de cabeca e
pescogo. A localiza¢do do adenoma pleomodrfico € varidvel e pode acometer as glandulas
pardtidas, submandibulares, sublinguais e glandulas salivares menores®’. Entre as
neoplasias benignas localizadas na parétida, a mais frequente ¢ o adenoma pleomorfico,
que corresponde a cerca de 53% do total de tumores”’. Neste trabalho, foram analisados 21
casos de adenomas pleomorficos com localizacdo prevalente no palato (38,1%). Tais dados
ratificam aqueles descritos por Wang et al. o que, em 2015, analisaram 485 casos de
tumores em glandulas salivares menores e observaram que o sitio mais frequente do
adenoma pleomdéfico foi o palato (64,74%), seguido por mucosa bucal (7,63%) e lingua
(5,98%).

A literatura registra que a faixa etdria mais acometida por adenoma pleomorfico
corresponde a 5" década de vida, com prevaléncia no sexo feminino*>. De fato, a
ocorréncia desta faixa etdria foi constatada na presente pesquisa, pois se observou que o
maior nimero de casos se concentrou entre a terceira e a quinta décadas de vida. Contudo,
em relacdo a varidvel género, os autores constataram uma distribuicdo similar entre
homens (52,4%) e mulheres (47,6%).

Sabe-se que o estroma tumoral € de grande importdncia para a progressao
neoplésica. Ele pode apresentar variagdo em sua composi¢do, como, por exemplo, aumento
da biossintese de coldgeno, o que poderd conferir resisténcia ao tumor’ e permitir a
nutri¢do da neoplasia através da formacgao de vasos sangul’neos4’26’27.

A neoangiogénese tem sido objeto de crescente investigacdo no contexto tumoral.
Independentemente do tipo de tumor, se benigno ou maligno, a presenca de vasos recém-
formados, que acabam por aumentar a densidade vascular no estroma, pode representar
uma condicao essencial para a expansio da neoplasia3. Diante do exposto, foi a intencdo
dos autores desta pesquisa caracterizar a densidade vascular por meio das células CD31+.
Embora o aumento do nimero de vasos, no microambiente de qualquer tumor, seja um
evento previsivel, essa andlise foi importante na descri¢do e caracterizagdo da MEC desse

tumor, permitindo uma ampliacdo do conhecimento de sua biologia.
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Foi observado, um padrdo de marcacdo para as células CD31+ maior nas secgdes
teciduais oriundas do estroma tumoral, quando comparadas aquelas de mucosa oral normal
(p=0,004). Tal fato parece indicar que, na matriz extracelular dos adenomas pleomorficos,
o processo de neoangiogénese encontra-se ativo. Esse evento biolégico € relevante para o
crescimento da maioria dos tumores benignos e malignos, visto que fornece nutrientes e
oxigénio para o metabolismo celular®. Além disso, a formacdo de novos vasos facilita a
entrada de células tumorais na circulagdo, fato que viabiliza o desenvolvimento de
metdstase a partir de lesdes neopldsicas benignas que evoluem para o fendtipo malign026.
Embora o adenoma pleomoérfico seja a neoplasia benigna mais comum de glandula
salivar’’, a correlacdo entre a densidade vascular e o coldgeno, no estroma dessa neoplasia,
€ 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 pleomorficos sem transformagio
maligna com 16 casos do carcinoma ex-adenoma pleomorfico. Os carcinomas ex-
adenomas pleomorficos apresentaram-se com e sem diferenciacdo mioepitelial. Os autores
observaram que, no grupo do adenoma pleomoérfico, os vasos sanguineos eram raros €
geralmente pequenos. Entretanto, nos casos intracapsulares ou minimamente invasivos de
carcinoma ex-adenoma pleomorfico, a quantidade de vasos foi significativamente mais
numerosa, o que possibilitou aos autores afirmarem a existéncia de uma associa¢do entre a
neoangiogénese e a progressao da lesdo em carcinomas ex-adenomas pleomorficos. Além
disso, os autores observaram que, nos tumores com diferenciacdo mioepitelial, as células
neoplésicas geralmente formavam grandes agregados celulares hipovascularizados. Tais
resultados corroboraram a hipdtese de que o microambiente tumoral das células
mioepiteliais poderia estar relacionado com a baixa atividade angiogénica observada nos
carcinomas ex-adenomas pleomorficos com diferenciagdo mioepitelial44. No presente
estudo, a comparacdo foi realizada entre estroma tumoral e tecido normal, evidenciando
um maior nimero de vasos no tecido neopldsico. Embora esse resultado seja sugestivo de
crescimento e progressdo tumoral, o adenoma pleomérfico se caracteriza clinicamente
como um tumor benigno, com baixa taxa de crescimento e invasdo de tecidos adjacentes.
Possivelmente, caso a comparacdo fosse realizada com as lesdes malignas de carcinomas
ex-adenoma pleomoérficos, o nimero de vasos na lesdo benigna seria menor do que na

maligna, o que estaria relacionado ao comportamento bioldgico dessas lesdes malignas.
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Quanto a matriz colagénica do estroma tumoral, ela € representada principalmente
pelos coldgenos do tipo I e III. O coldgeno do tipo III é mais observado quando o estroma
estd recém-formado, enquanto o coldgeno do tipo I € mais evidente nas zonas fibrosas dos
carcinomas e estdo mais relacionados com a progressdo e a metdstase do tumor maligno6.

Meétodos de coloracdo histoquimica, como a coloragcdo com Sirius vermelho, por
exemplo, permitem a diferenciagcdo das fibras coldgenas no estroma, principalmente as do
tipole *%%%37 Em 2012, Samar et al.45, ao realizarem um estudo em glandulas salivares
de humanos, observaram o predominio do coldgeno tipo I em tumores malignos e do
coldgeno tipo III em tumores benignos. Nessa pesquisa, ndo foi realizado um estudo
histoquimico que nos permitisse distinguir os coldgenos I e III. A drea de coldgeno total,
identificada pela coloragcdo histoquimica com Sirius vermelho, foi maior nas secgdes de
mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041). Estudos recentes tém
demonstrado que a presenca de metaloproteinases da matriz (MMPs) em tumores de
glandulas salivares pode ser determinante para a degradacdo do coldgeno da matriz
extracelular e, consequentemente, aumentar a probabilidade de progressao tumoral*®*’. No
presente trabalho, € provdavel que a menor drea de coldgeno nos adenomas possa estar
relacionada com a atividade das MMPs presentes no estroma dessa neoplasia.

Embora as metaloproteinases ndo tenham sido objeto de investigacao nesta andlise,
a crescente expressao das enzimas de degradacdo das MMPs nas lesdes neopldsicas destaca
a relevancia desse processo bioldgico no contexto tumoral, visto que elas podem contribuir
fortemente para a progressao neoplésica dos tumores.

Neste estudo, foi correlacionada a drea do coldgeno com a densidade vascular por
meio do coeficiente de correlacio de Pearson®. O aumento proporcional de fibras
coldgenas a quantidade de vasos sugere que, nessas lesdes, estd ocorrendo uma tentativa de
remodelamento desses tecidos. A medida que se processa a biossintese do coldgeno, a
neoangiogénese se faz presente mediante o aporte adequado de nutrientes e de oxigénio

. 2 o . . 4
para a sobrevida das células neoplésicas e estromais* ",
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, observou-se um aumento na
densidade vascular dos tecidos neopldsicos em relacdo ao tecido normal. De maneira
inversa, a expressdo de coldgeno mostrou-se aumentada nos tecidos normais, em
detrimento do estroma tumoral. Embora a correlacdo entre essas varidveis tenha acontecido
de forma discreta e ndo estatisticamente significativa, o aumento proporcional de fibras
coldgenas a quantidade de vasos, nas sec¢des neopldsicas, permite concluir que, nessas
lesdes, estd ocorrendo um remodelamento tecidual como forma de recuperar suas

estruturas normais.
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Titulo da Pesquisa: ESTUDD IMUNOHISTOQUIMICD DE CELULAS PARENQUIMATOSAS,
MACROFAGOS E CELULAS ENDOTELIAIS EM ADENOMAS PLEOMORFICOS

Pesquisador: Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado
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CAAE: GB24B817.4.0000.5544

Instituicio Proponente:Fundacic Bahiana para Desenvalvimento das Cigncias

Patrocinador Principal: Financiameanto Propro

DADOS DO PARECER

Mumere do Parecar: 2224 520

Apresentacdo do Projeto:

Tendo em visia as taxas de prevaléncia do adenoma pleomdrfico na cavidade oral, as quais caracterizam
esta neoplasia como a8 mais frequente em glandulas salivares, faz-se necessarnioc ampliar o conhecimento
sobre a etiopatogénese desta lesdo, bem como descrever a parlicipagio das proteinas Hedgehog no
parénquima tumoral. Percebe-se a existénca de uma vasta literatura que aborda aspectos dinicos e
histopatologicos desta neoplasia. No entanto, 8 caraderizecio da expressio das proteinas integrantes da
via de sinalizacdo Hedgehog neste tipo de lesfo ainda permanece desconhecida. O estudo da via de
sinalizagio Hedgehog em secgles de adenomas pleomdrficos pemitira verificar quais tipos celulares
expressam as proleinas integramtes desta via e, desta forma, contribuir para uma melhor compreensio da
interacio epitélic-mesénquima no desenvolvimento desta neoplasia.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Pimano

Caracterizar elementos celulares integrantes da matriz conjuntiva @ a presenga de proteinas da via de
sinalizagio Hedgehog em células tumorais de adenomas pleomdorficos orais.

Objetive Secundano;
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« Verficar a presenga de macrdfagos e células endoteliais no estroma tumoral de adenomas pleomaricos
orais;

Continuacho do Farscer 2 224 520

« Determinar ¢ padréo de marcagao imunohistoquimico das proteinas da famlilia Hedgehog em celulas
parenquimalosas através da utilizaglo de anticompos monoclonais em secgbes de mucosa oral nomal e
adenoma pleomdrfico, comparativamente;

« Avaliar, através de histomorfometria, o confingente de macrdfagos, células endoteliais e células
neoplagicas que apresentam um padrio de mamcagio positivo para as protelnas integrantes da via
Hedgehog no adenoma pleomorfico e tecido oral nomal,

Avallagdo dos Riscos e Baneficlos:

A pesquisadora relata néo apresentar riscos em potencial, uma vez que sera analisado apenas o matenal do
arguivo do laboratdrio de Patologia Oral da EBMSP, podend o haver nsco de identificagio dos padentes
atraves do nimero de registro dos blocos parafinizados e das laminas amuivadas, Fam minimizar este
risco,um membro da equipe de pesquisa codificard o numero de registro de modo a ndo permitir a
identificacfo do paciente.

O estudo dos macrifagos e oélulas endoteliais, assim como da via de sinalizag8o Hedgehog em secglies de
adenomas pleomdrficos permitira verificar quais os tipos celulares que expressam as profeinas integranies
desta via e, desta forna, contribuir para uma melhor compreens 8o da interagao epitélio-mesénquima no
desenvolvimento desta neoplasia.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

A pesquisa ird selecionar 27 casos de adenoma pleomdrfico provenientes de bidpsias de glandulas salivares
dos amuivos do laboratono de Fatologia Oral da Escola Bahiana de Medicinag e Saude Publica (EEMSP)
que fiveram o diagnostico anatomopatolégico revisado e confirmado por dois patologistas experientes em
ldminas coradas por hematoxilina-eosina (HE) e analizsadas morfologicamente por microscopia de luz. Como
grupo controde, serdo utilizadas 27 secples de tecidos nommais provenientes de ressecgdes de mucosa oral,
que serdo escolhides rmndomicamente, a fim de observar o padrio de marcagio imunchistoquimico dos
anticorpos em epitelio normal da cavidade oral, prowenientes de bidpsias de glandulas salivares dos
arquivos do laboratdrio de Patologia Oral da Escola Bahiana de Medicina e Saide Publica (EBMSP).
O Procedimento imuno-higtoguimico em todos o8 materiais incluldos em parafina, serdo realizados cores de
tecido de quatro micrémetros (pm) de espessura, montados am lBminas de vidro previamente preparadas, ja
a histomorfometna da captura das imagens dos cortes teciduais submetidos & técnica de imunchistoquimica
sera realizada atraves do software Motic Images
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Advanced 3.0,

Consideragies sobre 0os Termos de apresentacio obrigatoria:

<Folha de rosto: totalmente preenchida e assinada pelo responsdve! institucional,

- Carta de declaragfio ao acesso aos amuivos do laboratério de Patologia Oral da Escola Bahiana de
Medicina e Sadde Publica (EEMSP),

-Cronograma aponta as fazes da pesquisa com inicio da coleta previsto para setembro17, aprezenta envio
do redaténo final,

= Orcamento: informa que 2erd com finandamento propric e Estes insumos acham-ze disponiveis no
Laboratério de Patologia Experimental (LAPEX/ FIQCRUZ! UFBA)

Conclustes ou Pendéncias a Lista de Inadequagbes:

Sanada(s) a(s) pendéncials) antericrmente aszinaladalz) no Parecer Consubstanciado datado de
20.06.2017 , o projeto

garante o atendimento aos principios basicos da bioética para pesquisa com semes humanos preconizados
pela Res, 456/12 do CNS. autonomia dos participantes, equidade, beneficéncia e nio maleficéncia.

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

Atengdo ; o nfo cumprimento 4 Res. 466/12 do CNS abaixo transcrita implicard na impossibilidade de
avaliacio de novos projetos deste pesquisador.

¥ DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

X1.1 - A responsabilidade do pesquisador & indelegdvel e indedindvel e compreende os
aspectos éticos e legais.

X|.2 - Cabe ao pesquisador: ajeb) (..

¢} desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar & apresentar os relatonos parciais e final;

e) apresentar dados sclicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualkquer momentio;

f) manter oz dados da pesquiza em arquivo, flsico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um perodo de § anos apos o término da pescquisa,

q) encaminhar o3 resultados da pesquisa para publicachio, com o8 devidos créditos acs
pesquisadores associados e ao pessoal tecnico integrante do projeto; e

hj justificar fundamentadamente, parante o CEF ou a CONER, interrupg o do projeto ou
a ndo publicacio dos resultados
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ANEXO 2- Notas Técnicas

Guias especiais do iSaude Bahia
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NUTRICAO SALDE |

Vocé sabe o que é Adenoma
pleomérfico?

Saiba mais sobre esse tumor que se desenvolve nas glandulas
salivares.

CONTELDO
HOMOLOGADO

[ o b 1004 JIL BAHIANA

O termo “adenoma” diz respeito 3 um tumor benigno de tecido glandular, enquanto o
“pleomorfico” refaciona-se 3 varizdade de tipos celulares que podem ser encontrados nessa
neoplasia. © adenoma pleomorfico € considerado o tumor benigno mais comum das glandulas
safivares maiores, = exemplo dz parotida, e corresponde 2 53% dos casos dinicos confirmados
atraves de estudo anatomopatologico. E pode-s= desenvolver tambéem em gualquer glandulz
salivar menor.

Estudos tém relatado que esse tipo de tumor
acomete com mais frequénciz individuos com
idade corespondente 3 53 décadadevida e
pertencentes 20 sexo feminino. No gue se
refers 30s dados epidemiologicos, sabs-se
gue 35 neoplasias de glandulas salivares
compreendem aproximadamente 3% 2 10%
dos tumores que afetam 2 regio de cabega e
pescogo € que 3 inadendz giobal desses
tumores varia de 0,4 2 13,5 c3s0s por 100.000
individuos no ano.

Do ponto de vista dinico, o adenoma
pleomorfico apresents-se como les3o nodular
unica, consistencia endurecida, movel e
indolor 2 palpac3o. A transformac3o malignz € rara e ocorre principalments apos recidivas do
tumor ou em C350s NOos quais ele apresente um longo tempo de evolucao. Nessa situacao,
recebe 2 denominacEo de cardnoma ex-2denoma pleomorfico.
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Mo gue se refere ao tratamento do adenoma pleomarfico, preconiza-se & excis3o drurgica da
lesdo e, para os casos de malignizacdo do tumor, a radio &/ou quimioterapia como tratamento
gdjuvante. As taxas de recorrénciz local, regional e & disténda dos tumiores malignes varism em
torno de 40%, 15% & 11%, respectivaments, e estao reladonadas 3 um pior prognastico.

tabendo-se gue o dizgncstico dos tumores de glandula saliver representam um verdadeiro
desafic, devido 3 comgplexa aparéndz morfologica & comportamento clinico variavel dessas
neoplasias, recomenda-se visitas periodicas ao dnerg@o-tentista pars o estzbelecdimento de
um dizgnastios mais acurado ndo somente do adenoma pleomarfico, mas tambem de outros
tumores de slandulas safivares.

Referéncias:

1- Neville BW, Damm D0, &fen CW. Famologia orel e maxilofacal. Rio de lansiro: Guanabara
Koogan, 2016.

Z-  Nazder ME, Befl I, Stwrgis EM, Ginsberg LE, Gidkey PW. Facial Merve Paralysis dueto 3
Plecmorphic Adenoma with the Imaging Characteriztics of a Facial Nerve Schwannoma. J
Meurol Surg Rep, 2014; 75(1): e84-eEB.

3- Junior AT, D Almeida OPF, kowalski LP. Neopdasias de pandtida: andlise de 500 padentes
gtendidos em uma gnica instituicdo. Braz J Otorhinclzryngol, 2009; 75(4):457-501.

4-  Chitturi BT, Veeravarmal W, Nirmal Rp, Reddy BYR Myoepithelial cells (MEC) of the salivary
giands in health and tumours. | ClinDiagn Res, 2015; 9{3): ZE14-ZE1R.

5-  DeOliveira FA, Dugrte ECE, Teveira CT, Maximo A&, De Aguing BC, Alencar RC, Vendo EF.
salivary gland tumaor: 3 review of 550 cases in @ brazilian population. Head Meck Pathol. 2009;
3(4): 271-5.
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O que vocé sabe sobre tumores de
glandulas salivares?

Saiba quais os tipos mais prevalecentes na regido da cabeca e
pescoco

CONTELDO
HOMOLOGADD
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Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogeneo de neoplasias na
regido maxilofacial com complexas caracteristicas morfologicas e comportamento dinico
varizvel. Estes zspectos peculiares podem representar um consideravel desafio 2o dizgnostico e
3 conduta clinica 2 ser adotada pelo drurgizo-dentista.

No gue se refere 30s dados epidemiologicos
das neoplasias de glandulas salivares, estas
compreendem, aproximadamente, 3% 2 10%
dos tumores que afetam a3 regido de cabecz
do pescogo. Dessas, 54% 3 79% s30 benignas
£ 21% 3 46%, malignas.

A glandulz parotids € o sitio anatomico mais
acometido por essas lesdes {63,9%), seguida
pelas glandulas salivares menores (26,2%),
submandibulares (9,6%) e subfingusis {0,3%).
Embora 2 parotida sejz o local mais frequente
para o surgimento do tumor de glandula
salivar, 2 incidénciz de neoplasia malignz
nessa glandula & pequens (15% 3 32%), se
comparada as glandulas sublinguais (70% 3
50%), submandibulares (45%) e salivares
menores (S0%). Quando o tumor afeta as
glandufas salivares menores, desenvolve-se usualmente na resido de palato duro, seguida do
iabio superior, lingua, assoalho de boca e regido retromolar.
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Entre as neoplasias benignas localizadas na paratida, 2 mais frequente € o adenoma
pleomorfico, que corresponde a cerca de 53% do total de tumores relatados, seguido pelo
tumor de Whartin [7,7%), oncoditoma {1,9%) e adenomas de células basais {1,4%). Em geral,
=s5e5 tumares se estabelecem de maneira silenciosa, de modo que o sumento de wolume da
regido anatimice afetada € na maioria das vezes, a Unica manifestagdo clinica observadza. No
tocante as neoplasizs malignas de glandulas saliveres, destaam-se o cardnoma
mucoepidermoide |2,6%), seguido do adenccarcinoma de células acinares {8,6%), carcinoma
adencide cistico (3,3%), temor misto maligno (3,2%) & carcinoma de células escamosas (2,1%).
Tais tumares via de regra podem apresentar uma simtomatologiz variavel, gue inclui dor,
paralisia facial e ulceracdo da pele. As taxas de recorrénda local, regional e 3 distancia dos
turmores maligros variam em torno de 40%, 15% e 11% respectivaments, & estdo refacionadas
3 um pior prognostoo.

sabendo-se gue o dizgnostioo dos tumores de slandula salivar representa um verdadeiro
desafic. Devido 2 complexa aparénciz morfologice e comportamento clinico variavel dessas
neoplasias, recomenda-se visitas periodicas a0 crurgido-dentista para o estabelecimento de
um diagnostico mais acurado.

Referéncias:
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2- e Oliveira FA, Duarte ECB, Taveira CT, Maximo AA, De Aguino EC, Alencar RC, Vendo EF.
salivaryeland tumior; a reviewof 500 cses in 2 brezilianpopulation. Head NeckPathal. Z000;
3{4); 271-5.

3- meville BW, Damm DD, Allen CW. Patcdogia omal e mazilofadal. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2046,

4- Mader ME, Bell O, Sturgls EM, Ginsberz LE, Gidley PW. Facizl NerveParalysisdusto a
Pleormorphic Adenoma withtheimagingCharacteristicsof a Facial MerveSchwannoma. |
Meuraisure Rep, 2014; 75(1): eE4—=EE.

5~ LiuY, Lil, Ten ¥R, Xiong P, Zhong LP. Accurscyofdizgnosisofsalivaryglandtumorswiththe use
cfulirascnography, computedtomogrsphy, andmagneticresonancsimaging: a meta-analysis.
ioral surg Oral Med Oral Pathol Orzl Radiof, 2005; 1192}:235-45.
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The role of pleomorphic adenoma stroma on its
neoplastic progression: state of art

Abstract:

The mumor developesent iy hinked to it siroma. The amdy of bomer sbroenal cclls czables
the enderrtandioe of the neoplutc progroarion. The prescos nxrrabve Bborabere rovicw
=mcd to describe hemor rbroenal cclly, sock a codothclal end indflemmatory cclls, that
and Canbbcas Center on Healih Ecicnccy Infoemation (BIATRIT | acd Pobhicd clectronic
dixbalbazcy were searched for secobfc arbcles oo thiy mebject published in Portorocs: asd
Exrliah from 2007 b2 2017. The scarch focascd on ixformmation aboat the climical, oo
znd smatomcopatholopical charsckorisbics of pleccscophic adeoceas and 12y seopluse
pregroamion. Sficr snabrmoe abatracty and reading the catalogncd mamuacripis, £+ artclcn
wrere selectod. In e shorwn chat e bemesr rbros & tmpor tast o necopluatic proFrosics
by previdizor cluasic propersics b the tusor and by cnabling ity ousritios. Thoa, 5t i
relorami to whady the ccllolar and molecolar secchamiy that ccoer in crtracclbellae maseie
iz order fousdariand the kclopical boharior of plooscrphic adenoma
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INTRODUCTION

Saltvary glands rumers comprize a heterogeneoas
group of neoplasmes in the mawllofacal region with
complex morphological characteristics and variable
clinical behwvior. Thess peculiarities muy hinder the
dizgmosis and selection of an adequate clindcel spproach
br denta] surgeons'. Thus, o decxiled medical histoey;
oorrelation between climica], fmaging, and morphological
findings; and the snarpmopathological analysis of the
lesion are critical for a reliable dizgnosis

Regarding the spidemipiogical dara, rumors of
the mlivary glnds account for approximoately 3% co
10% of head and neck tomors. Of thess 4% to 79%
are benign, while 21% to 46% are molignant®. The
parocid gland iz the anatomical site most affectsd by
these lesions [6§3.9%), followed by the minar salivary
[26.2%), submandibuler [5.6%), and sublingual (0.5%)
glands Although the parodd is the most frequent sits
of onset of salivary gland tamoes, the incdence of
malignant neoplasms i this gland is less [15% to 32%)
when compered o the incdence rates of the sublingaal
[70% to 50% ], submandibuler (45%), and minor salivary
{50%) glands". When the nonor affects the minor salivary
glands, it nsually develops in the region of the hard
palate, followed by the upper lip, torgue, floor of the
mouth, and reromplar spare.

Among benign necplasme located in the parotd,
the most frequent is plecmorphic adenoma, which
accoants for approximacely 53% of all reported tumeors,
fdlorwred by Warthin's tumnor (7.7 %), oncocyiome | 1.5%),
and basal call adsnom (1.4%]. In general thess tamors
grow slently and the increased volume of the anatomical
region afected is, most often, the only observed climical
munifestation. The mucoepidermoid cancinoooe (5.6%)
stands oat among the malignant neoplasms of sabivary
glands, followed by acinar cell ademocarcinoma (506%),
cr=tic adenicdd carcinoemna | 3.5%), mixed melgnant bomor
{3.2%)], and squamous cell carcinoma (2.1%)". Such
tumers generally show varishle symproms, incloding
pain, facis]l paralyris, and shin ulceration®*. The races
of local, regional and remmots recurTence of malignent
rumnors are 40%, 15%, and 11%, respectvely and ars
related o2 worse progaosis'.

Studies on tumor progression have reportsd
cytogenstic evidence on the transformation of
pleomorphic adenomes nto exr-pleomorphic adenoma
conomes. El-Naggar ot al # suggested that soone genes
could be related to this mlignant omsformaton. In
their scudy, the authors comparatively analyred the

&g, 12q, and 17p genes in the DMA of 26 neoplasms
and 13 plepmorphic adenomas. They propossd that
these chromosomes could be myolved in the malignant
ransformation of the pleomorphic adencma becamse
the onset of adenomas with the potental development
of ransformeton inte cascinomas Was conCommitant o
successive changes in the chromoscoeal arms of Bg and
Jor 12q. Furthermore, they observed many mutarions
n the 17p chromposome arm pricr to che malignont
transformation and progression of plecmorphic
adsnomas.

The present narratine litsraturs review highbights
the clinical and histopathological characteristics of
pleomorphic adenome, the most prevalent salivary
gland tumor in the oral cavity: Furthermore, this
review amalyzes how the extracellular matriz of the
tamor smame may conmibate o the development and

progression of this neoplasm.
MATERIAL AND METHODS

This was a narrative liceratare review studr
The Larin American and Carthbean Center oo Healeh
Sdences Informarion (EIREME) and Publded elecromc
daishazes were seprched for scientific artcdes on the
subgert and manasl searches were performed for citarions
in the smdies identSed in the zhove databases. The
following health sciences descriptors [DeCS] wers nsed
o perform thess ssarches: “tumor stroma”, “neoplastc
progression”, “pleomorphic adenoma”, and “carcnoma
ex-plecmmorphic adenoma”. The Eoolean expressions
“E" opr AND"™ were wsed for the associztons of words,
thuz allowing for combinations of descriprors. Stx
combinetions were nsed with the following descripitors:
“Tumaoral stroma and neoplystic progression”, “Tiomoral
stromu and plagmorphic adenoma”, “Tumoral soroms
and & carcinema ex-pleamorphic adenoma”, “WHeoplastc
progression and pleomorphic adencoma”, “Heoplastic
progression and carcnoma ex-pleamorphic sdenams”,
and “Pleomorphic adenoma and carcinoma sx-
pleomorphic adenoma”™.

Twro mathors individaally analyzed the absoacts
of the arfickes to assess which studies were relevant
to the subject of this review Based on the inchesion
criteria, fulk-length articles in Portugnes= and English
araillahle pnline and published from 5007 to 2017 that
reporied the climical meging and anatomopathalogical
chararteristics of pleomerphic adenomas and their
neoplastic progression were selected Some relevant
articles puhlished before this period were also included.
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Smadies published outside the escablished criteria and in
darshazes other than those chosen for the search were
exchoded

After analyzing the abstracts and reading the
caraloged manmscripts, 40 papers wers selacied for the
Dresent reviem:

StRfe of AT
1 Epidemiclogical prefile of pleamaorpiic adenomas

Although plesmorphic adenoma may ooour in amy
of the minor salivary glands, the parodid is the major
salivary gland most frequenty affected by this tamoe.
The zge group most affected corresponds o the Gfith
derade of life (2:5.2%], with a higher prevalence smong
women [ 74 5% Arara et 2l when assessing 275 coses
of salivary gland rumers found thae 151 were located in
the parotid and that pleomospldc adsnomma was the most
frequent benign tomor of this glwnd [53.6%).

From the clinical standpoint, pleomorphic
ydemoma is a single nodular betsion with well-defined
muargins and lobulsted sarface that is hardened, mokbile,
and painless on palpaticn’. Malignant ransfoemation
primarily ocours after oamor recurrence or in casss of
long-term progression. In this situarion, the tumor is
termed carcinoms ex-plecmorphic adenoma.

Although caronoma ex-pleomorphic adenomais a
rare malignant cumor of the safivary gland hdariano et
2l * reported 38 cuses of this neopla=m among Brazilian
patients with a mesn age of 576 years. No gender
differences were reported.

I Histopathedogical charncterization of the hamer
parsncyrma and sroms
Pleomorphic adencoma perencnymais cheracterized
by a wide variecy of cell cypes, not only betwesn diffarent
tumors but alzo in different parts of che same tumor.
Thus, epithelial myoepithelial and mesenchymal cells
can be observed forming ductal and crsdc souctures
xs well ar nests or islands The plsomorphic adenpma
siroma ir sosinophilic and byalindzed and may have a
mucoid, myxoid, chondraid, or even ostecid metris’.
Armong the parenchymel cells of the pleomorphic
rdernoma, the mynepithelisl cells are the most relsvant in
the tumor context because ther have a mmor suppressor
role® In addition to the salivary glands, mpoepithelin]
cells are present in other exocrine glands sach as the
mammary, sweat, and lacrimal glands as weell as in the
mucoas and serommeonas glands of the digescive oact
In the salivery glands, the myoepithelial cells are located

between the acinar and ductal cells and the basement
membrane and are characterized by an eosinophilic,
bpraline, and homogensouws crtoplasm. most often with
an eccentric nuclens Ther may have an epithelicdd,
polrgonal or fusiform putterni=.

The myoepithelial cells of the salivary gland
presumahly hove a function bmdeed o conractle sotion,
belping in the exoetion of the glandular contents.
They reportedly also participade in extrapellular marms
synthesis, particularly that of the brsa] membrame,
and also play a lker role in tomor sappression®. This
tamar suppressar role was uttribaced to mypoepithelial
cells becaase cher sccumulate large gquancicies of
exracellular matrix, and thus promeoce the onset of 2
mechanical barrier against tumor development. Their
pocental to secrete high levels of tissue inhthitors of
metalloproceinazes [ TIMPs| iz linked to their tamor
suppres=or Tole’.

Tumor dissemination sterts with the exmacellalar
matriz degradation by matrizx metalloproteinases
(ADAFs). In additton to these enrymes, necanicogenesis
enthles tumor growth. The vasoular plexns faclitates
OEFEen ransport o nepplastic cells. Thes, in the absenoe
of vasculerization, tamor cell= fail to spread, and cell
dexth porurs duoe o bypoeiy'**,

3. Reevamce of the soroma to hamer development
The tumor stroma plays a key role in the

development of neoplazms A large quantity of
coomsctive dssue and exirarellnle metiy (ECA) and
numerpus mesenchymal cells such as fibroblasts and
adipocytes, blood and lymphatic vessels, nerves, and
mflammatery and tmmmane calls have also been observed
in the tmmeor stroma*. The ECM consises of fibrous
proteins and glycoproteins. The Sheows proceins include
collagen and slastin wheress the givroproteing include
fbroaectn, proceoghycans, and baminin'®.

The tumor stroma is tmportant for neoplastc
progression becywse its compositicn may vary; for
example increassd collagen biosymuthesis may render
the turmor elastic'”. Furthermore, the tamor siroma
enahles neoplasm nutriton through the formoation of
blood vessels™ The mmor soroms comprises fibrohlasts,
which are responsible for producing the collagen
pressnt in the exacelinlyr maoie™. Frhroblasts play a
ey role in tumors becaase they are the precursars of
myofibrohlasts™, which are cells of mesenchymal origin
found in physiclogical and pathalogical condittons.
For example, under physiclogicy] condittons, ther can
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modulate tissue healing', whereas they can promods
fuzner progression under pacthological conditions™.

Inaddition to fitroblasts, other ol cypes may act
as precimsors for mpofibroblzsts. For exunple, smooth
muscle cells, pericrtes, sndothealial cells, adipocyrees,
and myoepithelial cells can be ransdifferentated
infto myofibroblasts. Recent studies have also shown
that tissueresident mesenchymal stem cells can also
differentizte into myofibroblasts*.

In the tumeor stroma, myofibroblasts may
contribute to the deposition of collegen fibers. The
increased pressnce of thess Shers renders the sooma
desmuoplastic®. Clinically, this reaction of the sroma is
characterized by the hardeming and reraction of several
malignant tamoes. This topor reracton is attribaced
to the conizactle forces generated by myofibroblasts'*.

The collagen matrix of the tumor stroma

primarily contxins type I and IIT collagen. Type III
collzgen is most often observed in newlr-formed sromz,

whereas type [ collagen is most evident in the Sbhrous
zones of carcinomas and is more related o mamor
progression and metastasis®, Piresinar is 2 staining
enables the differentacion of collagen Shers, pardoulerly
between cypes I and IT'409

4. Nenangingenesis and inflammation of the plesmorphdc
ROENomMa Formms

Nepangiogenesis is defined as the formation of
new blood vessels from pre-exmistng vess=ls [t ocours
under both physiclogics] and parhological conditions
sach as smpbryogenesis, dssae healing, tamor growth,
and merastamisee

The main physiclogical stimulus of
mesangicgensesis is hypoxiz This occars due to the
activarion of pro-angiogenic factors sach as vascular
endaothelial growth facter (WVEGT), which binds to
recepiors on endothelisl calls, smooth muscle cells, and
pericytes. This Egand-receptor interaction activates the
cells and promotes the budding of mew capillaries from
pre—exisimg vessels™,

VEGT is one of the main necangiogenesis-
inducing growth factors. Although it may directly
stinulate endothelial cells and fibroblasts to form new
wessels, the underlying moleculer mechanizm of its
stimmmlsfion remains anknown®™. Although the function
of VEGT in neoangiogenesis is well established im the
Lteratore little is known aboat tis imvolbvemment in fumoes
of the szlivary glands, particularly in pleomcrphic
adenomas,

Swelam et 2.7 stedied VEGT immunostaining
in 20 plecmorphic adenomas and seven normal
submmandibular glands 1o normal salivary glands, VEGE
staining was observed in the serows acnd and epithelial
ducts, wherers staining ooourrad in the ductal formarions
and solid areas of plecmorphic adencmas and was
stronger n these areas than thet n tumor nests. The
myxoid areas were al=o soongly stained by VEGE. Thas,
the authors concluded that pleomorphic adenoma is a
poorly vascularized timoe because areas with byposis
were clearly identified in these mmors by VEGE labeling.

The vessels formed in angiogenesis are loosely
delimited by solitary cells cermed pericybes, a cell group
derived from mesenchrmal smooth muscle cell lines
that play 2 ey role in the umoe context becmase cher
may contribute o neoplastc progresson®™. Pericyies
affect the stability of blood vessels by activating or
producing molecules thar promote the differencistion
or guiescence of endothelial cells. Thus, pericries
coamibate tr meoplasdc progression when they mduce
the differencistion of endothelial cells, allowing the
formation of new vessels, which faors the numridonal
coniribution to neoplestic cells. In addition, studies
b also shown that pericytes may be myofbroblast
precursors because pericyte are siem cells capable of
differenciating inte 2 namber of different cell Hmes™*,

Although some studies have suggested that
pericytes and myofibroblasts may be smategic targets
for the oeatment of malignant neoplasms""**, studies
that clarify the moleciler mechani=ms wherehy they can
affect the biclogica] bekavior of malignant oumors are
still necessary

In =pite of inflammarcry cells, ther comprise
macrophages of tamor-associatead marrophages [ TAR:),
mast cells, newwrophils, T and B lymphocytes, nunmral
ller (WH) cells, and inveriane T Irmphocytes (HMHET
cells). Although each inflammstory cell is important in
ithe tumor context, TARLs are the most prominent cells
in the regalacion of mumorigemesic™.

TAMs may be activated by the classical or
altermagve pathrways. When activated by the classical
pathway, they differentiste into M-1 macrophages,
whereas they differentiate inte M-2 macophages when
actvated by the alternatne pathwar M-1 macophages
are usually found in the tumor miceenviromment of
early lesions and mre ahle io eliminete tomor cells by
producing reactive oxygen and niogen spedes (ROS
and M5, respectively). Furthermors, M-1 macrophages
secxete large quentities of interleskin [ILJ-12 and
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activate CDx+ T krmphocytes, which are respomsible for
promoting an eficient antiumor response™.

To meaintain homesstesis or through the
mechanizms of tumor cell svasion, macrophages
actvated by the alternative pathway of the immmume
system differentiate inte M-2 macrophages. These
mcrophages, in turn, secrete IL-10, which negatively
regulates the mmune responss to bomors by impedrng
the acdvaton of criptomic cells and by fmoring an
IEUmosEppressve eaviroament that promotes fumor
progression. [n addition, M-2 macrophages also produace
growth factors such as VEGE, which contribate to
rumor maintenance and fadlitate the development of
metrstases™,

Although some studies kave suggested that hi-2
marrophages myy contribute to tumor survivael™,
stadies that may clarify the moleculer mechanisme by
which they are ahle to influence the binlogical behandor
of the tooor are s6ll requited Similarly althouagh the
LEterature hes shown the importance of macrophages
for tumor developmment, studies about the partcpation
of these cells in bomors of sabivary glunds, especially
plecamorphic adsnomas, are nesded to further mmder stand
its immumopathomenests.

I_ Prufiles of the gemes imrolved in the neoplastic
pregressaon of pleomorphic sdensmas

Pleomprphic adencma has well-defined clirdcsl
and histological characteristics®. However, the effect of
maleculer factors relaced toits malignant tran=formaerion
is soll oot fally elucidated Thuos cytogenetc smdies
are necessaTy to assess the hiological behavior of this
reeoplesm.

Mirelman et al™ constructed 2 datahase of
chromosomal changes in cancer. Analysis of 224
pleomorphic adenomas revealed that 30% of these
tumors had a normel karyotype, whereas 70% had some
iype of chromosomal alteration. The most commonly
ohserved changes were balanced, inverted, and
unbalanced chrompsomal manslocations The balinced
chromosome ranslocatons includesd the gens regions
£ 3:8)p2l;q1s), 48,5 ql2pee), and £]5,5)pl3gle),
wherezs the imrersions invobred the 12pl2-pl3 and
12ql5g24 gens ffagments The unbalanced changes
were characterized by the Bp23 and 5gl2 regions

The genes immobved in balanced chromosomel
Tansiocziions in pleomoarphic adencones are PLAE! and
HMGEI. PI4G2 is the most important for the muomor
context of the pleomorphic adenoma and is Seguently

altered in cytopenstc smadies of this gype of lesion™.
HKnowing that changes in FPL4&! in pleomorphic
adenpmas resuls from requrrent, balanced chromosomal
translocations, Voz et al.®™ reported that the most
fequent chromoscmal izanslecations in the onsst of
altered PLAGL expression imvolved the o368 p2112)
and b 58 pl3q12) regions.

Altered PLAG ] expression apparentdy conizibates
o the onsst of plecmorphic adenomas. Asp et 21™
and Handesamy et 2l performed cytogeretic and
moleculer assays, reporting that the heterogeneity of
rerrangements in the FLAG] gene conmoibates to the
develppment of pleomorphic adsnomas The recarrence
of these lesions may be caused by the increassd number
of genetic mutations".

Some factors may significandly affect the
malignant ansfoemation of bomors'. Deguchd et a1 *
assessed the expeession of cmye, res, P21, and $53 in
pleomorphic ademomas and carcinormy ex-pleomorphic
adenprmas Although the expression of these proteins
has been observed in pleomeorphic adenomas, these
onCcoproteins were oversxpressed in carcinoma ex-
pleomorphic adenomas. Their study showed the
importance of thess oncoproteins for the progross of
pleomarphic adsnomas, perticularly regarding malignant
iransformarion. According to Felix et al * the activation
of the oncogenes @53 and r-erdB-2 was implicated in the
malignant mansformacion of plecmorphic adenomas.
They ohserved that #5355 was imvodved in the neoplastc
progressionof this tamor, whereas /~riB-2 participated
in the development of a more aggressive phenotype.

CONCLUSION

The current knowlsdge regarding the role
of plecmorphic adenomes sooma in the neoplestic
progression isincreasing However, scudies that point oat
the molecular profle of these tumers are soll necessary
in arder to elucidace their biological behavios.
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ANEXO 4- Manuscrito 2: Artigo Original

Caracterizacao da densidade vascular e matriz colagénica em adenomas pleomérficos
orais

Characterization of vascular density and colagenic matrix in oral pleomorphic adenomas

Flavia Godinho Costa Wanderley Rocha', Silvia Regina de Almeida Reis”, Roberto Paulo Correia
de Aradjo’, Alena Ribeiro Alves Peixoto Medrado®, Gabriela Botelho Martins®

'Mestranda do Programa de Pés-Graduacdo em Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas,
UFBA. *Professora Adjunto da Escola Bahiana de Medicina e Saiide Piiblica. >Professor titular do
Instituto de Ciéncias da Saiide, ICS/UFBA e do Programa de Pds-graduacdo em Processos
Interativos dos Orgaos e Sistemas, UFBA. *Professora Adjunto da Universidade Federal da Bahia,
ICS/UFBA.

RESUMO

No contexto tumoral, a densidade vascular e a organizacdo da matriz colagénica
representam fatores criticos para o desenvolvimento e a progressao da neoplasia. Objetivo:
Este estudo objetivou analisar essas varidveis da matriz extracelular em adenomas
pleomérficos orais. Metodologia: Trata-se de um estudo de corte transversal que avaliou
comparativamente 21 casos de adenoma pleomérfico e 21 secgdes de mucosa oral normal,
obtidos em arquivos de um Servico de Patologia Bucal. As sec¢des teciduais foram
submetidas ao estudo imuno-histoquimico com anticorpo monoclonal especifico para a
proteina CD31 e para o estudo da densidade vascular, sendo e coradas com Sirius
vermelho para avaliagdo do coldgeno. Células individuais com padrao de marcacdo
positiva foram contadas em campos especificos, por meio de estudo morfométrico, com
posterior andlise estatistica. Resultados: Observou-se que o ndmero de células CD31+ foi
maior nas lesdes tumorais, quando comparadas aquelas de mucosa oral normal (p=0,004),
as quais se situavam sempre ao redor de vasos sanguineos. Nas lesdes tumorais, a
correlacdo da drea do coldgeno com a densidade vascular foi discreta entre essas duas
varidveis (p=0,843). Conclusdao: Os dados apresentados sugerem que a crescente
expressdo de células CD31+ associadas aos capilares sanguineos pode estar relacionada a
neoangiogénese no contexto tumoral. Além disso, o aumento da concentragdo de fibras
coldgenas proporcional a quantidade de vasos, que, nessas lesdes, o processo de
remodelamento ocorre ativamente.

Palavras-chave: Adenoma pleomoérfico. Coldgeno. Vasos sanguineos.
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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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INTRODUCAO

O estroma tumoral € um constituinte importante para o desenvolvimento das
neoplasias (SATPATHY; SPADIGAM; SYED, 2014). A matriz extracelular (MEC)
tumoral, pode influenciar na progressao do tumor, por lhe conferir propriedades especificas
(PONT et al., 2013; WEINSTEIN; STORKUS, 2015) e também por exercer papel na
nutricdo, por meio da formagdo de vasos sanguineos (HOYING; UTZINGER; WEISS,
2014).

A proteina mais abundante que integra estruturalmente a MEC € o coldgeno (HAN
et al., 2016). Durante o crescimento neoplasico, pode ocorrer um aumento na deposi¢ao de
coldgeno, principalmente dos tipos I e IIl, o que caracteriza a reacdo desmopldastica do
estroma. Esse fendmeno, juntamente com a resposta imune € a neoangiogénese, constituem
as principais respostas do hospedeiro em relacdo a presenga de células neoplasicas (DE
OLIVEIRA et al., 2009; TANG et al., 2014).

Recentes estudos tém procurado enfatizar a caracterizacdo da MEC que compde 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 énfase foi
direcionada ao estudo das células neopldsicas em detrimento dos constituintes do estroma
tumoral. Essa abordagem mais atual, voltada para o estudo da MEC e de seus constituintes,
tem sido util para determinar o comportamento bioldgico das neoplasias. Nesse contexto,
percebe-se essa mesma premissa em relacdo ao tumor benigno de glandulas salivares mais
prevalente da cavidade oral, o adenoma pleomérfico, pois se verifica que seu
comportamento biolégico ndo tem sido muito explorado na literatura, em especial no
tocante as caracteristicas do estroma tumoral (WANG et al., 2015).

Do ponto de vista clinico, o adenoma pleomoérfico apresenta-se como lesdao nodular
Unica, com margens bem delimitadas, superficie lobulada, consisténcia endurecida, mével
e indolor a palpacgdo. Histologicamente, observam grande variedade de tipos celulares, ndo
apenas entre diferentes tumores mas, também, em diferentes partes de um mesmo tumor.
Sendo assim, € possivel observar a presenga de estruturas ductais e cisticas, além de ninhos
ou ilhas de células, nas dependéncias do tecido epitelial, ao passo que ele apresenta um
estroma eosindfilo e hialinizado, com células epiteliais, mioepiteliais € mesenquimais
envoltas por tecido mucoide, mixoide, condroide ou mesmo osteoide. Normalmente, essa

lesdo se apresenta encapsulada (SATPATHY; SPADIGAM; SYED, 2014).
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A transformacdo maligna do adenoma pleomoérfico ocorre principalmente apds
recidivas do tumor, ou em casos nos quais ele apresente um longo tempo de evolucdo.
Nessa situacdo, recebe a denominagdo de carcinoma ex-adenoma pleomoérfico (BETZ et
al., 2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014; NADER et al., 2014). Embora o
carcinoma ex-adenoma pleomoérfico seja um tumor maligno raro, representa 2 a 4% de
todas as neoplasias de glandulas salivares (KEERTHI et al., 2014). Entretanto, ainda ndo
estd totalmente esclarecida na literatura a influéncia dos fatores moleculares relacionados a
sua malignizacdo.

Alguns marcadores imuno-histoquimicos tém sido utilizados para identificar
alteracdes no estroma de neoplasias de glandulas salivares, a exemplo daqueles que
evidenciariam um aumento da densidade vascular, tal como o CD 31, o qual pode sugerir
sobre o processo de neoangiog€nese, uma vez que eles sdo expressos por células
endoteliais, que integram os vasos sanguineos presentes no estroma neopldsico (BETZ et
al.,, 2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014; NADER et al., 2014). Sabe-se que a
densidade vascular constitui uma varidvel relevante para o desenvolvimento do tumor,
pois, além de atender as demandas metabdlicas das células neoplasicas, pode contribuir
para o incremento do processo inflamatério que ocorre como resposta do organismo ao
ambiente neopldsico (BIELENBERG; ZETTER, 2015; MUZ et al., 2015).

Adicionalmente, alguns autores demonstraram que a formacdo de novos vasos no
contexto tumoral e o consequente aumento da densidade vascular podem estar relacionados
com o aumento da biossintese de coldgeno 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-histoquimica, a densidade vascular e sua relacdo com o coldgeno em MEC de

adenomas pleomorficos e na mucosa oral normal.
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METODOLOGIA

ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi submetida a avaliacio do Comité de Etica e Pesquisa da Escola
Bahiana de Medicina e Sadde Publica (CEP-Bahiana/EBMSP) e aprovada com o parecer
n°®2.224.520. (ANEXO 1).

DESENHO DO ESTUDO

O estudo tem um cardter retrospectivo, de corte transversal e cardter observacional.
Contemplou 21 casos de adenomas pleomorficos orais diagnosticados de janeiro de 2008 a
dezembro de 2017 e selecionados dos arquivos do laboratério de Patologia Oral da Escola
Bahiana de Medicina e Satde Pablica (EBMSP). Dados sobre sexo, idade e localizacdo da
lesdo foram coletados em individuos com adenoma pleomorfico oral. O diagndstico
anatomopatoldgico das seccOes teciduais coradas por hematoxilina-eosina (HE) foi
revisado e confirmado por dois patologistas experientes.

Para integrar o grupo de controle, 21 sec¢des de mucosa oral normal, obtidas a
partir de bidpsias de mucocele, foram selecionadas randomicamente dos mesmos arquivos.

Foram considerados como critérios de inclusdo: tecidos incluidos em parafina ndo
ressecada e que apresentassem amostras representativas, além de fichas de bidpsia que
incluissem detalhes completos referentes as lesdes. Em relacdo a amostra de mucoceles,
considerou-se a presenca de tecido normal preservado como condi¢do para inclusdo no

estudo.

PROCEDIMENTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

Em todos os materiais incluidos em parafina, foram realizados cortes de tecido de
quatro micrometros (um) de espessura, e, a seguir, foram montados em laminas de vidro
previamente preparadas com 3-Aminopropyl triethoxysilane (Sigma Aldrich, St. Louis -
USA). Algumas seccdes foram submetidas a coloracdo de Hematoxilina-eosina e Sirius

vermelho, ao passo que outras foram reservadas para o estudo imuno-histoquimico.
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O método de imunomarcacao utilizado foi o da streptavidina-biotina peroxidase, € o
anticorpo monoclonal primdrio utilizado foi o anti-CD31 (1:80; Dako Corporation,
Denmark). Os cortes histolégicos dos grupos de estudo foram submetidos a
desparafinizagdo em banhos sequenciais de xilol, acetona, dlcool (absoluto, 95%, 70%,
50%, 30%) e é4gua destilada, em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a
recuperagdo antigénica com tampao citrato, pH 6.0, com posterior bloqueio das ligacdes
inespecificas (leite desnatado a 10%) e entdo incubados “overnight’’ a 4° C, com o
anticorpo primdrio. O anticorpo secunddrio utilizado seguiu as orientacdes do Kit 1. SAB-
Peroxidase (DAKO Corporation, USA), e a revelagdo foi realizada por meio do DAB com
peréxido de hidrogénio a 30%. As laminas foram contracoradas com hematoxilina e
montadas com laminula e bdlsamo do Canadd para avaliacio morfoldgica e andlise
quantitativa.

Foram utilizados, como controle positivo, cortes de hemangioma removidos por
indicacdo cirtrgica prévia e, como controle negativo, os mesmos tecidos, com omissio dos
respectivos anticorpos primarios. As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas no
Laboratorio de Patologia Experimental do Centro de Pesquisas da Fundacao Oswaldo Cruz

— Instituto Gongalo-Moniz, Salvador/Ba.

HISTOMORFOMETRIA

A captura das imagens dos cortes teciduais submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para CD31 e coradas por Sirius foi realizada com o software Motic Images
Advanced 3.0® (Motic China Group CO. LTD) no Laboratério de Bioquimica Oral do
Instituto de Ciéncias da Saidde da Universidade Federal da Bahia. Foi estabelecida uma
area padrao de 3467902,976 pmz. Dez imagens padrdo, proximas a jungdo de parénquima
e estroma, correspondentes a cada caso foram capturadas com a dimensao estabelecida e,
nelas, foi quantificado o ndmero de células positivas resultantes da imunomarcacdo. Em
seguida, esses dados foram comparados em relacdo a area total selecionada. A mensuragcao
da area representativa do quantitativo de coldgeno, na coloracdo por Sirius vermelho, foi
realizada de modo semelhante, considerando o percentual de coloragdo em relagdo a area

total. Todas as andlises foram feitas por um mesmo examinador calibrado previamente.
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ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados foi criado no Microsoft® Excel® 2010 (versao 14.0.7132.5000),
Microsoft® Office Professional Plus 2010, USA e analisado no software R (versao 3.1.1).
Procedeu-se a andlise descritiva (frequéncia absoluta e relativa, média, mediana, desvio
padrao e quartis). Para verificar a existéncia de diferencas significativas nas medidas
referentes as células positivas para os anticorpos, de acordo com os grupos de estudo,
foram utilizados diferentes testes estatisticos. A distribuicdo dos dados quanto a
normalidade foi testada com o teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado o teste ANOVA,
seguido do teste post hoc de Bonferroni. O nivel de significancia estabelecido para este
trabalho foi de p<0,05. Para correlacionar a drea do coldgeno com a densidade vascular,

utilizou-se o coeficiente de correlacao de Pearson.

RESULTADOS

Do total de 21 casos de adenoma pleomorfico, verificou-se que 11 (52,4%)
corresponderam a individuos do sexo masculino e 10 (47,6%) a pessoas do sexo feminino.
Em relagdo a faixa etéria dos casos catalogados, houve variacdo entre a primeira e a sexta
década de vida, com idade média de 39 anos. O maior nimero de casos das neoplasias
concentrou-se entre a terceira e a quinta décadas de vida (57,1%). Do total de lesdes
apresentadas, 38,1% localizaram-se no palato, 14,3% na mucosa jugal, 14,3% no labio
superior, 9,5% na glandula sublingual e 4,8% na parétida. A ocorréncia em regides mais
raras, como a regido do seio zigomdtico, fundo do sulco em ldbio superior direito,
vestibulo lingual da regido de mandibula e lesdo intra-6ssea em area de 2° pré-molar, assim

como outras areas ndo especificadas compuseram 19% da amostra (Tabela 1).



53

Tabela 1 — Dados clinicos obtidos a partir dos laudos de bidpsia de pacientes com adenoma
pleomérfico na amostra estudada (EBMSP, 2018).

Variavel n=21 %
Sexo
Masculino 11 52,4
Feminino 10 47,6
Idade (anos)
Até 30 5 23,8
31a50 12 57,1
>51 3 14,3
Nao referido 1 4,8

Localizacao da lesao

Palato 8 38,1

Regides incomuns e nao
especificadas 4 19
Labio superior 3 14,3
Mucosa jugal 3 14,3
Sublingual 2 9,5
Parétida 1 4,8

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 2 demonstra a distribuicdo da densidade vascular por meio da expressao
do anticorpo anti-CD31. Ela foi significativamente superior nos Adenomas Pleomorficos,
quando comparados ao grupo de controle (p=0,004). Nas lesdes tumorais € nas sec¢des do
controle, observou-se presencga de células CD31+ com padrao de marcagdo citoplasmatico,
que contornavam o limen dos capilares sanguineos e pequenas arteriolas (Figura 1). Em
relagcdo a drea correspondente ao coldgeno, observou-se que ela foi maior nas seccoes de
mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041) (Figura 2, Tabela 2).

Figura 1 — Expressdo do anticorpo anti-CD31 em células situadas no endotélio, presentes em
seccoes de Adenoma Pleomorfico (A) e Mucosa Oral Normal (B). Expressdo muno-histoquimica,
anti-CD31. 400X (ICS, 2018).
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Figura 2 — Expressdo de coldgeno presente em seccdes de Adenoma Pleomérfico (A) e Mucosa
Oral Normal (B). Expressdo histoquimica com Sirius vermelho. 400X (ICS, 2018).

Fonte: Autoria prépria

Tabela 2 — Quantitativo de vasos com células CD31+ e drea correspondente ao coldgeno em
mucosa oral normal (controle) e adenoma pleomorfico (ICS, 2018).

NUMERO DE
Gruposde  AREA DE COLAGENO CELULAS CD31+
estudo Mediana Mediana Quartis
Quartis (Q1-Q3) (Q1-Q3)
Controle 1427,01 1023,25-1972,70 265,82  96,68-612,98
Adenoma 89324 242,58-1922,05 641,93  496,92-816,79
pleomorfico
p valor 0,041 0,004

Fonte: Dados da pesquisa

A Tabela 3 ilustra a correlacdo entre a densidade vascular e a drea do coldgeno.
Para o tumor, a correlacio foi de r=0,046, embora ndo tenha sido estatisticamente
significativa. Nas sec¢des de mucosa oral normal, ndo houve correlacdo entre as varidveis

r=-0,081.
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Tabela 3 — Correlacdo entre a densidade vascular e a drea de coldgeno em mucosa oral
normal (controle) e adenoma pleomorfico (ICS, 2018).

Area de colageno

Variaveis
Coeficiente
de
correlacao p-valor
de Pearson
Adenoma 0,046 0,843
pleomorfico
Niamero de
vasos
Controle -0,081 0,726

Fonte: Dados da pesquisa
DISCUSSAO

Embora o foco do presente estudo tenha sido caracterizar a MEC de adenomas
pleomoficos orais, alguns aspectos de suas caracteristicas clinicas 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 regido de cabeca e
pescoco. A localizagdo do adenoma pleomorfico € varidvel e pode acometer as glandulas
pardtidas, submandibulares, sublinguais e glandulas salivares menores (DE OLIVEIRA et
al., 2009). Entre as neoplasias benignas localizadas na parétida, a mais frequente é o
adenoma pleomorfico, que corresponde a cerca de 53% do total de tumores (DE
OLIVEIRA et al., 2009). Neste trabalho, foram analisados 21 casos de adenomas
pleomorficos com localizagdo prevalente no palato (38,1%). Tais dados, ratificam aqueles
descritos por Wang et al., que 2015, analisaram 485 casos de tumores em glandulas
salivares menores e observaram que o sitio mais frequente do adenoma pleoméfico foi o
palato (64,74%), seguido por mucosa bucal (7,63%) e lingua (5,98%).

A literatura registra que a faixa etdria mais acometida por adenoma pleomorfico
corresponde a 5* década de vida, com prevaléncia no sexo feminino (NADER et al., 2014).
De fato, a ocorréncia dessa faixa etdria foi constatada na presente pesquisa, pois se

observou que o maior nimero de casos se concentrou entre a terceira e a quinta décadas de
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N

vida. Contudo, em relacdo a varidvel género, os autores constataram uma distribui¢do
similar entre homens (52,4%) e mulheres 47,6%.

Sabe-se que o estroma tumoral é de grande importdncia para a progressdao
neoplésica. Ele pode apresentar variagdo em sua composi¢ao, como, por exemplo, aumento
da biossintese de coldgeno, o que poderd conferir resisténcia ao tumor (HAN et al., 2016) e
permitir a nutricdo da neoplasia através da formacgdo de vasos sanguineos (BETZ et al.,
2016; HOYING; UTZINGER; WEISS, 2014; MUZ et al., 2015).

A neoangiogénese tem sido objeto de crescente investigagdo no contexto tumoral.
Independentemente do tipo de tumor, se benigno ou maligno, a presenca de vasos recém-
formados, que acabam por aumentar a densidade vascular no estroma, pode representar
uma condi¢@o essencial para a expansido da neoplasia (BIELENBERG; ZETTER, 2015).
Diante do exposto, foi a intencdo dos autores desta pesquisa caracterizar a densidade
vascular por meio das células CD31+. Embora o aumento do nimero de vasos no
microambiente de qualquer tumor, seja um evento previsivel, essa andlise foi importante na
descricdo e caracterizacido da MEC desse tumor, permitindo uma ampliacio do
conhecimento de sua biologia.

Foi observado, um padrdao de marcacdo para as células CD31+ maior nas secgdes
teciduais oriundas da regido tumoral, quando comparadas aquelas de mucosa oral normal
(p=0,004). Tal fato parece indicar que, na matriz extracelular dos adenomas pleomorficos,
o processo de neoangiogénese encontra-se ativo. Esse evento bioldgico € relevante para o
crescimento da maioria dos tumores benignos e malignos, visto que fornece nutrientes e
oxigénio para o metabolismo celular (MUZ et al., 2015). Além disso, a formagdo de novos
vasos facilita a entrada de células tumorais na circulacdo, fato que viabiliza o
desenvolvimento de metdstase nas lesdes neopldsicas benignas que evoluem para o
fenétipo maligno (MUZ et al., 2015). Embora o adenoma pleomoérfico seja a neoplasia
benigna mais comum de glandula salivar (DE OLIVEIRA et al., 2009), a correlacdo entre a
densidade vascular e o coldgeno, 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 pleomorficos sem transformagio
maligna com 16 casos do carcinoma ex-adenoma pleomodrfico. Os carcinomas ex-
adenomas pleomorficos apresentaram-se com e sem diferenciagdo mioepitelial. Os autores

observaram que, no grupo do adenoma pleomérfico, 0os vasos sanguineos eram raros €
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geralmente pequenos. Entretanto, nos casos intracapsulares ou minimamente invasivos de
carcinoma ex-adenoma pleomorfico, a quantidade de vasos foi significativamente mais
numerosa, o que possibilitou aos autores afirmarem a existéncia de uma associac¢ao entre a
neoangiogénese e a progressdo da lesdo em carcinomas ex-adenomas pleomorficos. Além
disso, os autores observaram que, nos tumores com diferenciacdo mioepitelial, as células
neoplésicas geralmente formavam grandes agregados celulares hipovascularizados. Tais
resultados corroboraram a hipdtese de que o microambiente tumoral das células
mioepiteliais poderia estar relacionado com a baixa atividade angiogénica observada nos
carcinomas ex-adenomas pleomoérficos com diferenciacio mioepitelial (SHAH;
MULLA; MAYANK, 2016). No presente estudo, a comparacgdo foi realizada entre estroma
tumoral e tecido normal, evidenciando um maior nimero de vasos no tecido neopldsico.
Embora esse resultado seja sugestivo de crescimento e progressao tumoral, o adenoma
pleomérfico se caracteriza clinicamente como um tumor benigno, com baixa taxa de
crescimento e invasdo de tecidos adjacentes. Possivelmente, caso a comparacdo fosse
realizada com as lesOes malignas de carcinomas ex-adenoma pleomorficos, o numero de
vasos na lesdo benigna seria menor do que na maligna, o que estaria relacionado ao
comportamento bioldgico dessas lesdes malignas.

Quanto a matriz colagénica do estroma tumoral, ela € representada principalmente
pelos coldgenos do tipo I e III. O coldgeno do tipo III é mais observado quando o estroma
estd recém-formado, enquanto o coldgeno do tipo I é mais evidente nas zonas fibrosas dos
carcinomas e estdo mais relacionados com a progressdo e a metastase do tumor maligno
(TANG et al., 2014).

Métodos de coloracdo histoquimica, como a coloracdo com Sirius vermelho, por
exemplo, permitem a diferenciacdo das fibras coldgenas no estroma, principalmente as do
tipo I e III (LIU et al., 2016). Samar et al. (2012), ao realizarem um estudo em glandulas
salivares de humanos, observaram o predominio do coldgeno tipo I em tumores malignos e
do colageno tipo III em tumores benignos. Nessa pesquisa ndo foi realizado um estudo
histoquimico que nos permitisse distinguir os coldgenos I e III. A area de coldgeno total,
identificada pela coloragdo histoquimica com Sirius vermelho, foi maior nas seccdes de
mucosa oral normal do que no estroma tumoral (p=0,041). Estudos recentes tém
demonstrado que a presenca de metaloproteinases da matriz (MMPs) em tumores de
glandulas salivares pode ser determinante para a degradacdo do coldgeno da matriz

extracelular e, consequentemente, aumentar a probabilidade de progressdo tumoral
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(MARDANI et al., 2014; RADUNOVIC et al., 2016). No presente trabalho, é provéavel que
a menor drea de coldgeno nos adenomas possa estar relacionada com a atividade das
MMPs presentes no estroma dessa neoplasia.

Embora as metaloproteinases nido tenham sido objeto de investigacdo nesta andlise, a
crescente expressao das enzimas de degradacdo das MMPs nas lesdes neopldsicas destaca a
relevancia desse processo bioldgico no contexto tumoral, visto que elas podem contribuir
fortemente para a progressdo neopldsica dos tumores.

Neste estudo, foi correlacionada a drea do coldgeno com a densidade vascular por meio do
coeficiente de correlacdo de Pearson (MUKAKA, 2012). O aumento proporcional de fibras
coldgenas a quantidade de vasos sugere que, nessas lesdes, estd ocorrendo uma tentativa de
remodelamento desses tecidos. A medida que se processa a biossintese do coldgeno, a
neoangiogénese se faz presente mediante o aporte adequado de nutrientes e de oxigénio

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

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, observou-se um aumento na
densidade vascular dos tecidos neopldsicos em relacdo ao tecido normal. De maneira
inversa, a expressdo de coldgeno mostrou-se aumentada nos tecidos normais, em
detrimento do estroma tumoral. Embora a correlacdo entre essas varidveis tenha acontecido
de forma discreta e ndo estatisticamente significativa, o aumento proporcional de fibras
coldgenas a quantidade de vasos, nas seccdes neopldsicas, permite concluir que, nessas
lesdes, estd ocorrendo um remodelamento tecidual como forma de recuperar suas

estruturas normais.
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peviodical or related to its scientific inbenests.

Lether tn the Editor — communicafions an soentific events and releyant reseanches,

1.2 The scientific papers submiitted for publishing must be inedited, their simultanecus presentation in anather pe-
rindicel is ot allowsd The copyright of the publshed works belongs to the Journal of Medical and Biological
Sciences, induding transiation rights, however, later publication is allowed in the form of transcription of the
ori ginal tewt, with the respective indication of its souroe.

1.3 The Jowmal reserves the right to subenit &l original texts to the apprecistion of the Publishing Committee, the
Editorisl Committes and the Ethical Committer, which heve oom plebe authority to dedide on the comenience of
its mccepinnce, having also the rght toreturn the tesdts to the suthors with suggestions for alk=rations in order to

adapé them to the editarial instnactions of the Journsl Inthis case, the work will be reassessed by the consufants
and by the Editorial Committes. The rejected work will be sent back to its suthors. The names of consultanis and

authors will remain marbusily unknown.

1.4 Every work desling with human beings, including human ongens andyor tissue, as well a5 clinical reports and
results of cliniml exemirations must be wnder the terms of the Besolution ne 1965/96 from the Netionel Health
Eoerd [Comselho Mational de Sslde). Furthesmmore, they must feve the approvel of 8 Commission of Ethics snd
Fesemrch appointed by the Bournal's Ethical Commithess. The work which desls with animad experiments should
clearly indicate i the experiments have foliowed the recomimendations of any institution regarding the care snd
== of animals for Iab resesnch.

1 5 The tesrts remain under the entire responsibility of their authors snd do mot exgpress the apinions of the Publishing
Commithes or the Editorial Committes ot all.

1.6 The Jounnal reserves the right to alter the originel text in order to ensure the standsnds and quality of the publi-
cakion, respecting nevertheless the suthors' style 2nd opinions. The typographical proofs of the tests will not be
sent to the authars, however, they will necsive one print copie of the number of the Jowmal in which their work:
has besn published.

1.7 The costs of color photographs will be paid by the suthors interesbed in their publication.

1.8 The signing of the Declsmtion of Besponsibility is mandatorg We smmest the authars enclose the best bedos:

| (We] declare hereby that the srticie sent for publication in the Journsl of Medicd and Biological Sci-
enoes is AN originel work and that its contents have not been previously pubdished and it is not being
considered for publication by &ny other periodicsl, either in privted or electronic form.
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Date and sgrature
Both the mam author and co-authors should sgn the above Declaration whseh will be considered the authoes”
permission for publication f the work Is accegted by the Jousmsal.
1.9 Submitting articies online
Papers shoukd be submatted slectromcally through the website of the jowrnal of Medical Sciences and
Bologcal svallatie at: Mitp//www portatseer ufba be/edex phyy omtso
Oeher forms of submission will be accepted.
2 FORMAL PRESENTATION OF THE TEXTS

The ongeats sent to the Journal of Medical and Biological Sclences should be presented wnder the following
mstructions, which are based om the guidelnes estabilished by the NBR G022/2003 of the Asocacho Braslews de
Normas Ténicas (ARNT):

2.1 The text should be written in Portuguese, Englah, French and / or Spanish and typed In Times New Roman petch
12, spaced 15 cm, margns 3 om both sides, umtsl 20 pages.

2.2 llustrations (graphics, drawsngs, tables, efc._ ) must be limited 10 the absclutely indapensable, & must be worked
preferably w approprate program such s Excell, Harvaed, Graphics, IPEG or other. It must Be in the text file or
we par stety submetted o dgeal format. Fguems should be numbered In Arabic mumerals, The indicamion of the type
of Hustration (Pigure, Table, stc..) Must be located at the bottom of i, then the corresponding number In Acabec
numerals jeg Fgure 1 - Table 5) and the respective title preceded by indent; caption explanation must be dear
and corcie, in Times New Roman 10, In the case of (lustrations taken from other works, must indicate the source.

2.3 Statstic tabdes should also be numbered consecutively In Arabe algorisms but will bear thewr respective desgra-
ton = for matance, Table 1 = Tithe; Table 2 = Title, etc. — 2t the t0p of the page. Their form shoukd follow the
Guidelines for Statistic Tables, asued by the BGE (1991).

2.4 The probiabie place where the flustrabons and tables are supposed to be inserted should be indicated in the body
af the text.

1.5 Footnotes shoukd e Indicated Dy an astersh and Mmited to the absolutety ndspersable.

2.6 The followsng observations thould be taken o coNIGeranon when presenting the test. names and
of wlements mtead of thew formulis and symboiy. dates exensively wetten mnstead of fgures, binomeas of
roological and botanical terminclagy extensivedy written in 2alic characters mstead of abbrewiated forms; math
ematical and physics symbols according 1o iternationally accepted paradigms; metrical symbolks acconding o
Brazikan current |egisiation.

1.7 in the wemng of the orgmal tewt, the structure proposed in 2.7.1-2.7.3 should be followed, a5 far as posuble.
the same order in which £ slements are presented below

2.7.1 Pre-textual elements

a) Heading ~ It should inciude: the title and (f any) subttie of the aricle, which should be condse, Induding
ondy the necessary information for its dentfication. When the linguage of the artice & Portuguese, the
e should be wrtten in both Portuguese and English, when the language of the armcie is ether £, French
or Sganish, n the rewpective [anguage and in Rortuguese. = name (3] of suthar (1)and thesr most Important
academic degrees. Should be inserted in a footnote the name of the Correspondence slong with business
address, phane and email.

b) Abstract - cancse presentatiaon of the masn content of the text emphaszng the most relevant cond usons, n
order for the writer 1o e able to evaluate #y Intenest without reading the whole articie. As for the questons
of stye 2o language. £ should be under the terms of the NBI ~ G028 /3990 from ABNT and the abstract
should not eaceed the recommended 250 words.

¢) Keywords — words or sxpressed which identify the comtent of the text. Must be used the Medical Subject
Headngs (MeSH).

2.7.2 Teut

) Introduction ~ & should be 3 clear preseatation of the swns of the work and s relationbeg 10 other Wudes
within the same Sekd or kaes of research. Extersive bibkographical review should be avosded and,  posss
bie, replaced by references to the most recent works, where such revew has already been made. Texts
written onginally 25 dissertations, thes or their abstracts should be modified i order to be texts =
new format, adjusted o all the Journal's requirements regarding lilustranions, photographs, tables, etc.

b) Methods and techmigues ~ The descrigtion of the methods empioyed should be short Dut exphcit enough
10 emsure & clear understanding of the work and its reproduction. Techmust be only guoted, unkess they
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have been moddhed
) Resuits - they should be presented with a minimum of decussion or personal Interpretation, supplemerted
by tables and/or Sustrations, when needed. Statishe data should be submitted to appropriate analyses.
d) Discussion ~ it should be limited to the mearing of the data collected, the achieved results and its refanon-
whip 10 the exuting knowindge, and bypotheses wheh have no beanng on the reswts shauld be svorded
o) Conclusions « they should be Based upon the text tuell
2.7 3 Post-textual elements

a) Tile of the artide (and subtitie, # any) in the foregn language, preceding the abstract: for artices in Por-
taguese, the Snguage should be English; for articies i other inguages (soe 1.3.), the language should be
Fortuguese.

b) Abstract in foreign Language - Engluh (Abstract) or Portugunse (Resema), accondng o a),

<} Keywords or Pelowas-chave, according 10 the situation.

NB: Foreign authars are not expected to present the Resumo in Portuguese, as well as the title of the
artcie and &3 keywords.

) References ~ limtted 10 20, may be they should be ander the terms of the NBR §023/2002 of the ABNT.
Retprences may be systematized o siphabetical order, if the system adapted s author data for quotatons
within the test, of they might be erganiaed in aummenical order (Aratsc algoriums) # the adopted system &
the numencal guotation system (see NBR 10520/2002 from ABNT). Abbreviated forma of the title of guoted
periodicals should be in accordance to the NBR S023/2589 fram ASNT and/or the nomenclature of specal-
wed Indexes. The acouracy of the references &5 on the author” own responsibility. Vertally communcated
efarmation, work in progress or unpudished work should not be inciaded in the ket of Reforences. when
Quotations from thes type of matersl are Indupensatiie. the avaladie idormation should mentioned n the
footnote, on the same page as the guatation. NI Foregn authors are not expected to fallow the guidetines
nsued by the ABNT, however, they should inchude the main elements of their references, as listed bellow:

* Far periodical artidles: author(s), tithe of articie (and subtitie, # any), periodical, place of publicaton,
number of volume and/or year, first and last page number for the article, date of publicatien for
Instance, sanuary 2001, hiy /Septemnber 2000; Summer 1998, eoc |, when the see 1t 8 Supplement,
Specul hawe or simiac thes should aho be mentioned.

* For books: authoris), title of article |and subtstie, If arry), ecitson (M not the first), place of publicatson
[city), publishing house and year of publcation.

* For papers presented at conferences and similar events: author(s), ttle of arnde (and subntie,
If any), fefliowed by the woed in; title of the svent and respective number [ any), yoar and place
whare it was heldl; tithe of the publication where the paper was publshed (Annals, Neport, eec ),
place of publication (oty), publisheng house, year of publication, first and last page number for the
paper referred.

) Thamks (i any).

1) Date of delivering the original text to the Joumal

4! Dectaration of responsibility (see 1 8)

423

66



Wl g Dk i AeSmim i

MODELO DE RESUMO

M O Polved. Bl abmaier w 18, n 1 p 408575 a8 fder 20T

67



inwirugBes o Autcras

MODELD DE IDENTIFICACAD

Tiuls do artign em portsguds
Tikwio do arbgo &m inghés
Mome do setor’, Nome oo aane, Nome do setor, Nome de sotor”
Titulagio do auicd, hisgle, reusmo de bogrehs, Tiluacke do swio, fillsgla, rewsmo da biogrs:
#ia, Titulagho do autor, Mliagle, resuimo da baograha, Trulagso So sutar, Mliagks, resumma da brograha

Enukewnn maen core i ndinona
Morre:

Lol -
Fore  aaaas

EiVidl dn el i i W

P Clibrac. M e, Sibwncior, w 38 n. 1, g 434-02%, et et JOLT

68



69

ANEXO 6 — Comprovante de submissdo do Artigo Original para a Revista Head & Neck

Pathology

M HANP-D-19-00004 - Submissicr X

= M Gmail

B

Q  Pesquisar e-mail

&« (G-} @ httpsy//mail.goegle.com/mail/u/1/#inbox/FMfcgxwBTshfFVQQesKhxpwZMrvwRQh o I 6

< o B (] D ®» 10de1087 ¢ > £% a
l— Escrever
Head & Neck Pathology (HANP) <em@sditoriaimanager.com> sex, 4dejan 15.51 (Hd 10dias) Yy 4
3 Q
[J caixa de entrada W paraeu - -
% Com estrela Ha inglés + > portugués v  Traduzir mensagem Desativar para: inglés x °
© Adiados Submission ID: HANP-D-13-00004
Re: "Characterization of vascular density and collagenous matrix in oral pleomorphic adenomas™
» Importante
%  Enviados Full author list: Alena Peixoto Medrado, PhD; Flavia Godinha Costa Wanderley Rocha, BS; Silvia Regina de Almeida Reis, Ph.D; Roberto Paulo Correia de Aradjo,
Ph.D; Gabriela Botelho Martins, Ph.D +
B Rascunhos 134
Dear Mrs Rocha
We have received the submission entitled: "Characterization of vascular density and collagenous matrix in oral pleomorphic adenomas” for possible publication in
Head and Neck Pathology, and you are listed as one of the co-authors
The manuscript has been submitted to the joumnal by Dr. Mrs Alena Peixato Medrado who will be able to track the status of the paper through his/her login
Fazer login 2o oo . . ;
If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you, we will assume you agree with your co-
. . authorship
Se vocé fizer o login, sera coneclado ao
Hangouts em todos 0s produtos do
Google Thank you very much.
Saiba mais
With kind regards,
Springer Journals Editorial Office
Head and Neck Pathology >
2 98
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