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Ribeiro JL. Granulomas piogénicos orais: prevaléncia, classificagido e estudo imuno-
histoquimico [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

Granuloma piogénico (GP) é uma lesdo de origem inflamatéria que ocorre
frequentemente em pele e cavidade oral. Existem dois subtipos histologicos: o tipo
ndo lobular (GPNL), que é caracterizado por proliferacdo vascular semelhante a
tecido de granulacdo, sem padrdo de organizacdo; e o tipo lobular (GPL) que se
caracteriza pela organizagcdo dos vasos em agregados lobulares, separados por
feixes de tecido conjuntivo. O objetivo deste estudo foi revisar todos os casos de
granulomas piogénicos do nosso servigco de patologia bucal, a partir do ano 2000,
reclassificar e correlacionar as caracteristicas clinicas, microscopicas e imuno-
histoquimicas com os subtipos da lesdo. No levantamento foram encontrados no
arquivo 197 casos diagnosticados como granuloma piogénico e hemangioma lobular
capilar. Ap6s revisdo das laminas, 9 casos foram reclassificados, e 19 foram
excluidos, restando 169 casos, sendo 62 de GPL e 107 de GPNL. Foram coletados
ainda dados como sexo, idade, local da leséo, tipo de nédulo, ocorréncia de trauma
prévio e hipétese diagnéstica clinica. Reac¢des imuno-histoquimicas (GLUT-1, CD34,
D2-40, AML e Mast cell) de 22 casos, sendo 11 lobulados e 11 n&o lobulados. A
média de idade de acometimento foi de 38,59 + 16,96 anos, com 55,62% dos casos
ocorrendo em pacientes do sexo feminino (10,12% durante gravidez), com maior
acometimento em gengiva (39,64%), 44,97% dos nddulos eram do tipo pediculado e
13,02% relataram trauma mecanico prévio. O GPNL ocorre mais em gengiva,
enguanto GPL acomete mais labio (p < 0,05). O nimero de microvasos (marcados
por CD34), area positiva para AML e ocorréncia de atrofia do epitélio sdo mais
prevalentes em GPL (p < 0,05), enquanto o numero de mastécitos ndo teve
diferenca estatistica entre os tipos histolégicos. A marcacdo para GLUT-1 foi
negativa em todos os casos. Em conclusao, o GP corresponde a 2,25% das lesdes
do nosso servico de patologia, e a maioria € do tipo ndo lobular. Ocorre mais em
individuos do sexo feminino, tem predilecao por sitios gengivais, e 44% dos nddulos
séo do tipo pediculado. O GPL ocorre em individuos mais jovens do que o GPNL, e
em labios; na maioria das vezes possui epitélio atréfico, ndo sofre processo de
maturacao e possui maior vascularizacao.

Palavras-chave: Hemangioma lobular capilar. Actina de musculo liso. CD34. Mast
cell.



Ribeiro JL. Oral pyogenic granulomas: prevalence, classification and
immunohistochemical study [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sédo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Pyogenic granuloma (GP) is an inflammatory lesion that occurs frequently in the skin
and oral cavity. There are two histological subtypes: the non-lobular type (NLCH),
which is characterized by vascular proliferation similar to granulation tissue, without
organization pattern; and lobular capillary hemangioma (LCH) characterized by the
organization of vessels in lobular aggregates, separated by bundles of connective
tissue. The purpose of this study was to review all cases of pyogenic granulomas of
our oral pathology service, from the year 2000, to classify and correlate the clinical,
microscopic and immunohistochemical characteristics with the subtypes of the lesion.
In the survey, 197 cases diagnosed as pyogenic granuloma and lobular capillary
hemangioma were found in our files. After review, 9 cases were reclassified, and 19
were excluded, remaining 169 cases, being 62 LCH and 107 NLCH. Data such as
sex, age, site of lesion, type of nodule, previous trauma and clinical diagnostic
hypothesis were also collected. Immunohistochemical reactions (GLUT-1, CD34, D2-
40, SMA and Mast cell) of 24 cases, 11 LCH and 11 NLCH. Mean age was 38.59 +
16.96 years, with 55.62% of cases occurring in female patients (10.12% during
pregnancy), with a greater involvement in gingiva (39.64%), 44.97% of the nodules
were pedunculated and 13.02% reported previous mechanical trauma. The NLCH
occurs more in gingiva, while LCH affects more lips (p < 0,05). The number of
microvessels (CD34 positive), SMA positive staining area and occurrence of
epithelial atrophy are more prevalent in LCH (p < 0,05), while the number of mast
cells had no statistical difference between histological types. In conclusion, PG
corresponds to 2.25% of the lesions of our pathology service and most are NLCH. It
occurs more in females, has predilection for gingival sites, and 44% of nodules are
pedunculated. LCH occurs in younger individuals than the NLCH, and in the lips;
most of the time it has atrophic epithelium, it does not undergo maturation process,
and has greater vascularization.

Keywords: Lobular hemangioma capillary. Smooth muscle actin. CD34. Mast cell.



1 INTRODUCAO

Granuloma piogénico (GP) é uma lesdo inflamatoéria, de natureza néo
neoplasica, muito comum em pele, porém rara em trato gastrointestinal, exceto na
cavidade oral onde é frequentemente encontrada (Jafarzadeh et al., 2006). Em pele,
os locais de maior acometimento sdo palma das maos e pés (Alessandrini et al.,
2016). Foi primeiramente descrita na literatura inglesa por Hullihen, em 1844
(Hullihen, 1844), mas o termo “granuloma piogénico” foi introduzido mais tarde, em
1904, por Hartzell (Hartzell, 1904). Atualmente, considera-se este termo erréneo,
pois ndo reflete a verdadeira natureza do GP, uma vez que histologicamente este
nao representa um granuloma verdadeiro e ndo é causado por micro-organismos
piogénicos (Kamal et al., 2012).

Tem sido etiologicamente associado a traumas crbnicos de baixa
intensidade, higiene oral deficiente e fatores hormonais (Kamal et al.,, 2012).
Entretanto, a etiologia desta lesdo ainda n&o é totalmente compreendida.
Aproximadamente um terco das lesdes surge apOs ocorréncia de trauma
(Jafarzadeh et al., 2006). Sugere-se que o trauma possa estimular a liberacdo de
fatores angiogénicos pelas células da area afetada (Kamal et al., 2012).

Essa lesdo pode ocorrer em uma ampla faixa etaria e em ambos os sexos,
porém é mais prevalente em mulheres, por volta dos 30 anos, com a maioria dos
casos ocorrendo em gengiva (Saravana et al., 2009; Krishnapillai et al., 2012).
Estima-se que 5% dos casos de GP ocorrem em situacdo de gravidez, sendo o
termo “granuloma gravidico” utilizado frequentemente. Acredita-se que isto se deva
ao desequilibrio hormonal que ocorre no organismo durante a gravidez. Porém, deve
haver presenca de biofilme bacteriano e inflamagcdo gengival para o
desenvolvimento da lesao (Jafarzadeh et al., 2006).

Clinicamente, caracteriza-se por um aumento de volume exofitico que pode
apresentar-se com aparéncia variavel, sendo séssil ou pediculado, de superficie lisa
ou lobulada, coloracdo semelhante a mucosa ou avermelhada, e ainda com
superficie integra ou ulcerada. O tamanho é variavel, geralmente apresentando
crescimento lento e assintomatico (Jafarzadeh et al., 2006). Apesar de geralmente

se apresentar como uma Unica lesédo isolada existe uma rara condicdo em que
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ocorrem multiplos GP (Dastgheib et al., 2016; Alharbi et al., 2019). Em alguns casos,
a condicdo ocorreu apdés queimaduras por liquido, e outros por motivos néo
conhecidos (Dastgheib et al., 2016).

Diagndsticos diferenciais clinicos de GP podem incluir lesbes benignas como
fiboroma ossificante periférico, hemangioma, hiperplasia gengival inflamatéria e leséo
periférica de células gigantes, assim como lesdes malignas, como sarcoma de
Kaposi e linfoma ndo Hodgkin (Jafarzadeh et al., 2006). A Sociedade Internacional
para o Estudo de Anomalias Vasculares (International Society for the Study of
Vascular Anomalies, 2018), na sua classificagdo de 2018, classifica 0 GP como uma
lesdo vascular benigna, e que também pode ser denominada de hemangioma
capilar lobular. E importante salientar que o hemangioma capilar lobular, nesta
classificacdo, é diferente do hemangioma da infancia, convencional, embora essas
lesbes possam apresentar semelhancas histolégicas. O uso do termo “hemangioma”
neste caso € controverso, pois vem sendo utilizado para nomear diferentes lesdes
vasculares, com diferentes comportamentos, evolucdo e tratamentos (Wassef et al.,
2018). Clinicamente o hemangioma da infancia apresenta-se como uma macula ou
aumento de volume avermelhado, que se desenvolve nos estagios finais da
gestacdo ou inicio da infancia, apresentando uma fase de crescimento répido,
seguida, geralmente, de regresséo espontanea (Johann et al., 2007).

A denominacdo hemangioma capilar lobular baseia-se no padrao
histopatoldgico de arranjos em Iébulos dos vasos sanguineos em algumas lesdes de
GP (Rezvani et al., 2010; Isaza-Guzman et al., 2012). Deste modo, a literatura vem
dividindo o GP em duas variantes histopatologicas: o GP tipo hemangioma capilar
lobular (GPL) e o GP tipo ndo-hemangioma capilar lobular (GPNL). O hemangioma
capilar lobular tem proliferacdo de vasos sanguineos arranjadas em agregados
lobulares, separados por feixes de tecido conjuntivo fibroso (Isaza-Guzman et al.,
2012). O padrédo néao-lobular tem uma proliferagdo altamente vascularizada que
lembra tecido de granulacéo (Dahiya e Kathuria, 2014). Em ambos os tipos, variados
graus de inflamacéo podem ser observados. Quando inflamado, o hemangioma da
infancia pode apresentar semelhancas histoldgicas com o GP, e por isso outros
autores acreditam que o hemangioma capilar lobular seja um tipo verdadeiro de
hemangioma, diferentemente da variante nao-lobular (Epivatianos et al., 2005;
Rezvani et al., 2010).
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Epivatianos et al. (2005) sugerem que os dois tipos de GP sejam lesdes
distintas. Apesar de existirem varios trabalhos sobre as caracteristicas clinicas,
histopatologicas e imuno-histoquimicas dos GP (Gomes et al., 2013; Parajuli et al.,
2018; Vassilopoulos et al., 2018), os dois tipos de GP foram raramente comparados
na literatura (Epivatianos et al., 2005; Rezvani et al., 2010; Isaza-Guzman et al.,
2012).

GP é uma lesdo associada a proliferacdo de vasos sanguineos. A
angiogénese € descrita como a formacdo de novos vasos sanguineos que é
controlada por uma série de estimulos e inibidores que cooperam para estabelecer a
homeostase (Saghafi et al., 2011), e ocorre durante a embriogénese, sendo que
cessa ao hascimento devido a super-expressao dos fatores inibidores deste
processo sobre os fatores estimuladores. Em pessoas adultas, areas de endotélio
ativo sado observadas apenas em regides que requerem novos vasos por razdes
especificas, como reparo, enquanto as demais regiées mantém-se quiescentes por
constante inibicdo mitética/angiogénica (Chiller et al., 2003).

Tém-se hipotetizado que a atividade angiogénica observada no GPNL é
devida ao desequilibrio entre estimuladores e inibidores da angiogénese, e que 0s
novos capilares se originam mais provavelmente de vénulas ao invés de artérias
(Yuan et al., 2000). No caso do GPL, o arranjo dos vasos sanguineos, juntamente
com pouca ou auséncia de inflamacdo em lesdes nao ulceradas, ou nos lobulos
mais profundos, e a falta de fatores etiolégicos na maioria dos casos suportam o
desenvolvimento espontaneo (Mills et al., 1980; Fechner et al., 1981; Patrice et al.,
1991). Assim € possivel que a variante lobulada represente um neoplasma
verdadeiro que é desenvolvido sob fatores etioldgicos desconhecidos, como outros
neoplasmas benignos da cavidade oral. Alguns estudos vém associando mutac¢des
genéticas ao GP (Ye et al., 2011; Lim et al., 2015; Groesser et al., 2016; Li et al.,
2018). No estudo de Groesser et al. (2016) os pesquisadores encontraram mutacoes
no gene RAS e BRAF, sugerindo que alguns GP possam ser neoplasias vasculares
e nao lesdes reativas. Estudos imuno-histoquimicos também tém suportado o papel
de fatores angiogénicos na patogénese do GP (Yuan et al., 2000; Vasconcelos et al.,
2011; Vassilopoulos et al., 2011). Varios marcadores associados a angiogénese
vem sendo utilizados para tentar elucidar a patogénese da lesdo, como CD-34, CD-
31, CD-105 (Vasconcelos et al., 2011) e VEGF (Freitas et al.,, 2015), assim como
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outros marcadores como actina de musculo liso (AML) (Epivatianos et al., 2005), Ki-
67 (Rezvani et al., 2010), CD-54 (Seyedmaijidi et al., 2015), e mast cell (Ferreira et
al., 2016). Além disso, os casos de GPNL foram mais frequentemente associados a
fatores etiol6gicos 6bvios do que os casos de GPL (Epivatianos et al., 2005). Deste
modo, 0s autores acreditam que os casos de GPNL representariam uma lesao
hiperplasica reativa a fatores etiolégicos locais conhecidos.

O tratamento indicado para o GP € a total excisdo da leséo, e remocao do
estimulo possivelmente associado. A recorréncia pode ocorrer (em média em 16%
dos casos), seja por remogdo prévia incompleta da lesdo ou falha na remocédo dos
fatores etiolégicos (Jafarzadeh et al., 2006). Alguns tratamentos alternativos a
cirurgia convencional e menos invasivos tém sido explorados, como utilizacdo de
laser de diodo 940nm para retirada da lesdao (Al Mohaya et al., 2016), uso de
propranolol via oral (Alharbi et al., 2019) ou de uso tépico (Neri et al., 2018; Mashiah
et al., 2019), e utilizacdo de ligadura na base da lesdo juntamente com aplicacao
topica de timolol (Baek et al., 2018). Estes estudos utilizando farmacos obtiveram
bons resultados, havendo regressdo da lesdo na maioria dos casos, ndo sendo
necessdaria intervencdo cirdrgica. O tratamento periodontal, com raspagem,
aplainamento radicular, e manutencdo da higiene oral, em alguns casos leva a
regressao total da lesao (Frumkin et al., 2015)

Frente as divergéncias quanto a classificacdo e origem dos granulomas
piogénicos, propusemos reavaliar os casos de GP do arquivo de Patologia do ICT-
UNESP, para reclassificar os tipos histoldgicos de GP baseados nas caracteristicas
histopatoldgicas e imuno-histoquimicas, buscando também contribuir para o estudo
da patogénese e desenvolvimento destas lesGes. Por fim, correlacionamos o0s
achados histopatolégicos e imuno-histoquimicos com os dados epidemioldgicos de

maneira a melhor entender e descrever clinicamente os dois subtipos de GP.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Analisar e comparar as caracteristicas epidemiolégicas, histolégicas e

imuno-histoquimicas de granulomas piogénicos orais.

2.2 Objetivos especificos

classificar morfologicamente o0s granulomas piogénicos orais
diagnosticados a partir de 2000 em nosso laboratorio;

avaliar a prevaléncia em relacéo a sexo, idade, localizacdo anatémica e
hip6tese diagndstica clinica;

correlacionar o diagnostico com o padrdo de marcagcdo imuno-
histoquimica para AML, CD34, GLUT-1, D2-40 e Mast cell.



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho experimental seguiu os principios éticos de pesquisa em seres
humanos, tendo sido submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP,
sob protocolo CAAE: 43557715.3.0000.0077 (ANEXO A).

3.1 Amostra e selecao dos casos

Foram avaliadas nesse estudo lesdes diagnosticadas como granuloma
piogénico ou hemangioma capilar lobular entre janeiro de 2000 a outubro de 2018,
no laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Biociéncias e Diagndéstico
Bucal do ICT-Unesp. Para tal, foi realizada busca nos arquivos do laboratorio com os
termos “granuloma piogénico” e “hemangioma lobular capilar”.

As laminas coradas em hematoxilina e eosina de todos os casos foram
avaliadas por dois examinadores (ALA, JLR) em conjunto, levando-se em conta o
seguinte critério para o diagnostico de granuloma piogénico: proliferacdo vascular
semelhante a tecido de granulagdo (Goldblum et al., 2013). Casos sem laminas ou
blocos disponiveis, ou com remanescente tecidual insuficiente para novo
processamento histoldgico foram excluidos.

Os seguintes dados epidemiologicos das lesdes confirmadas como
granuloma piogénico foram tabulados: sexo, idade, gravidez, local da leséao,
aparéncia clinica (séssil ou pediculada) e hip6tese diagndstica clinica (HDC). As
lesBes foram classificadas em granuloma piogénico do tipo néo lobular (Figura 1) e
do tipo lobular (Figura 2), de acordo com a auséncia ou presenca, respectivamente,
de agregados lobulares separados por feixe de tecido fibroso (Isaza-Guzman et al.,
2012). Além das caracteristicas diagndsticas, em todos os casos confirmados como
granuloma piogénico, foram avaliados também os aspectos e critérios descritos no
Quadro 1, com classificagdo dicotdmica (presente ou ausente), na busca por outras

caracteristicas histologicas que possam diferenciar esses subtipos.



Figura 1 — Fotomicrografias de granuloma piogénico do tipo ndo lobular
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Legenda: A) Imagem em HE de GPNL; les&o de aspecto nodular, com intensa proliferacdo de vasos,
em sua maioria congestos, epitélio de revestimento com areas de hiperplasia e lagos de plasma; B)
proliferac@o vascular semelhante a tecido de granulacéo, associada a infiltrado inflamatério cronico,
com fibroblastos e vasos neoformados, de tamanhos variados.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 2 — Fotomicrografias de granuloma piogénico do tipo lobular
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Legenda: A) Imagem em HE de GPL; lesdo de aspecto nodular, com intensa proliferacdo de vasos,
em arranjos lobulares, epitélio de revestimento com areas de hiperplasia, hiperqueratinizado, e areas
de atrofia; B) proliferacdo vascular em agregados lobulares, separados por feixes de tecido conjuntivo
fibroso.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Quadro 1- Aspectos histolégicos e respectivos critérios observados nos casos de

granuloma piogénico

Aspecto histologico

Critério

Ulceracéao

Perda de epitélio de superficie (Figura
3A) e de
fibrinopurulenta (Figura 3B)

formacgéo membrana

Vasos congestos

Mais de 50% dos vasos sanguineos
predominantemente congestos (Figura
3C)

Epitélio atrofico

Diminuigdo da espessura do epitélio em
mais de 50% do epitélio de revestimento
(Figura 4A)

Foco de eosinéfilos

Presenca de foco(s) de inflamacéao
predominantemente eosinofilica (Figura

4B)

Aspecto maduro

Predominancia de fibras conjuntivas e
fibrose, porém sem formacéo de septos
(Figura 4C)

Foco de hiperplasia endotelial papilar

intravascular

Hiperplasia e/ou proliferacdo papilar das
células endoteliais para o interior dos
formando novos canais

vasos, ou

vasculares (Figura 5A)

Colbnias bacterianas superficiais

de
visiveis em HE na superficie da leséo
(Figura 5B)

Presenca colonias  bacterianas

Lagos de plasma no epitélio

Acumulo de corpos eosinofilicos na
do

associado a trauma (Figura 5C)

superficie epitélio, geralmente

Fonte: elaborado pelo autor.




Figura 3 — Aspectos histologicos analisados — Ulcera, membrana fibrino-purulenta e

vasos congestos

e / S,
Legenda: ) Ulcera na superfcie da lesdo, caracterizada pela pérade epitélio; e‘AB) formacao de
membrana fibrino-purulenta; C) predominéncia de vasos congestos, entre feixes de tecido conjuntivo,
e tecido semelhante ao de granulacao.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 4 — Aspectos histolégicos analisados — epitélio atréfico, foco de eosinofilos e

aspecto maduro

200 pm
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Legenda: A) diminuicdo da espessura do epitélio na superficie
inflamac&o eosinofilica, com eosindfilos proeminentes (setas); C) aspecto maduro da lesdo, onde a
proliferacé@o vascular d& lugar a predominancia de fibras de tecido conjuntivo.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 5 — Aspectos histolégicos analisados — hiperplasia endotelial papilar

intravascular, colénia bacteriana e lagos de plasma

bk |
Legenda: A) hiperplasia endotelial papilar intravascular, com células sanguineas vermelhas no interior
dos vasos; B) presenca de col6nia bacteriana na superficie ulcerada da leséo (seta); C) formacéo de
lagos de plasma (“plasma pooling” — acumulo de corpos eosinafilicos, na superficie do epitélio.
Fonte: elaborado pelo autor.
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3.2 Andlise imuno-histoquimica

A expressdo imuno-histoquimica para os anticorpos actina de musculo liso
(AML), CD34, GLUT-1, D2-40 e Mast cell foi analisada em 22 casos (11 casos de
GPL e 11 de GPNL) (Rezvani et al., 2010). Foram selecionados os casos com
caracteristicas de granuloma piogénico mais proeminentes para cada subtipo, e que
ainda dispunham de remanescente tecidual adequado para confeccao das laminas.

Foram obtidos cortes de 3 pm de espessura dos blocos selecionados em
laminas silanizadas. As laminas foram desparafinadas por dois banhos de xilol,
sendo o primeiro em estufa a 60°C, e 0 segundo em temperatura ambiente, ambos
por 15 minutos. ApGs a desparafinizacdo, as laminas foram reidratadas utilizando
uma série descendente de etanois (do alcool absoluto até &lcool 85%) em banhos de
3 minutos. Para remocdo dos pigmentos de formol, as laminas foram imersas em
solucéo alcodlica (85%) e hidréxido de amoénio a 10%, por 5 minutos.

Foi realizada a recuperacao antigénica através da incubacdo das amostras
em cuba contendo citrato (solugcdo de acido citrico, com pH 6.0) em banho-maria a
85°C por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente, por
10 minutos, e duas vezes em agua destilada para remocéao do cloro.

Realizou-se entdo o bloqueio da peroxidase enddgena das amostras em
solugdo de metanol e peréxido de hidrogénio 20 volumes, em propor¢do 1:1, com
dois banhos de 15 minutos. Foram feitas trés lavagens com agua destilada por 5
minutos e imersao em Tris durante 5 minutos.

Para secagem das laminas foi utilizado papel absorvente, realizada a
cobertura dos cortes com o anticorpo primario diluido, e entdo feita a incubacao em
camara Uumida. As especificacées dos anticorpos utilizados encontram-se no Quadro

2 abaixo:
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Quadro 2 — Anticorpos utilizados e especificagdes gerais

_ _ . Tempo de
Anticorpo Fabricante | Concentragéo Clone . .
incubacao
GLUT-1 Santa Cruz 1:200 A-4 18 h
AML Dako 1:200 1A4 1h
D2-40 Dako 1:50 D2-40 1h
CD34 Dako 1:50 QBend 10 1h
Mast cell Imgenex 1:700 AAl 1h

Fonte: elaborado pelo autor.

Apos a incubagéo, lavou-se rapidamente com Tris e foram realizados trés
banhos de 5 minutos também com Tris. Em seguida, o anticorpo secundario
associado a peroxidase (livre de biotina) (Envision — Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi
incubado por 30 minutos em temperatura ambiente em camara escura. Repetiu-se a
lavagem rapida seguida por trés banhos de 5 minutos com Tris.

Foi realizada secagem das laminas e incubacdo do cromégeno DAB
(diaminobenzidina) (Dako) por 5 minutos em céamara escura e temperatura
ambiente, seguida de lavagem em &gua corrente por 5 minutos. Por fim, as laminas
foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer (Indaiatuba, S&o Paulo, Brasil),
filtrada, por 2 minutos, e lavou-se novamente em agua corrente por 5 minutos.

As laminas foram, entdo, desidratadas utilizando-se série ascendente de
etanodis, diafanizadas em xilol e montadas em resina (Entellan, Darmstadt,
Alemanha).

As laminas marcadas com os anticorpos GLUT-1 e D2-40 foram avaliadas
descritivamente, e as demais, escaneadas utilizando-se o aparelho Pannoramic

DESK (3DHistech®, Budapeste, Hungria) para posterior anélise histométrica.
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3.2.1 Anélise histométrica

Para a determinagdo da contagem microvascular, nas laminas marcadas por
CD34, as areas mais vascularizadas foram selecionadas em baixa amplificagéo.
Foram obtidas seis imagens utilizando-se o programa Pannoramic Viewer
(3DHistech®, Budapeste, Hungria), das areas de maior vascularizagdo, sendo trés
proximas a Ulcera, e trés distantes da Ulcera, em um aumento de 200x. Em casos
nao ulcerados, foram obtidas apenas trés imagens.

O numero de microvasos foi contado utilizando-se o programa ImageJ 1.31p
(Wayne Rasband, National Institute of Health, EUA) (Figura 6). Foram considerados
microvasos contaveis também aglomerados de células ou células com marcacao
positiva, que estivessem separadas de outros vasos ou aglomerados (Foote et al.,
2005). Os mastdcitos, marcados positivamente para o anticorpo Mast cell, foram

contados da mesma maneira que 0S microvasos.

Figura 6 — Contagem de vasos sanguineos em fotomicrografia apds reagdo imuno-

histoquimica com CD34, com auxilio do programa Image J
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Legenda: Aumento original de 200x. Cada ponto vermelho corresponde a um vaso sanguineo.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Para analise das laminas marcadas por AML, foi utilizado o programa
Opticam OPTHD (Opticam, Nashville, Tennessee, EUA), o qual seleciona por cor a

regido marcada positivamente e fornece a area total (Figura 7).

Figura 7 — Selecdo da area marcada por AML em fotomicrografia, com auxilio do

programa Opticam OPTHD

] AN ; - 3
Legenda Aumento orlglnal de 200x. Todas as células marcadas posmvamente para AML estdo
selecionadas em cor verde.
Fonte: elaborado pelo autor.

3.3 Andlise estatistica

Os dados epidemiolégicos e histopatolégicos foram comparados entre os
grupos de granulomas piogénicos lobulados e néo lobulados utilizando-se o teste do
Qui-quadrado, no programa Sphinx (Sphinx Brasil, Canoas, RS, Brasil). Os dados de
idade, niumero de vasos sanguineos marcados por CD34, area marcada por AML e
namero de mastocitos foram comparados entre os grupos pelo teste t de Student, no
programa GraphPad Prism 6 (La Jolla, California, EUA). Para todos os testes

utilizou-se a=0,05.



4 RESULTADOS

A busca no arquivo resultou em 197 casos encontrados, que foram
correspondentes a 2,25% de todas as lesGes diagnosticadas no laboratério de
patologia durante o periodo. Apos analise inicial, nove casos foram reclassificados
em: parulide (2), hiperplasia fibrosa inflamatoéria (2), fibroma ossificante periférico (2),
hiperplasia gengival inflamatoria (1), fiboroma de irritacdo (1) e granuloma ulcerativo
traumatico com eosinofilia estromal (1). Dos 188 casos remanescentes, 19 foram
excluidos do estudo por impossibilidade diagndstica, devido a perda de qualidade
das laminas disponiveis e remanescente tecidual insuficiente para novo
processamento histologico. Dessa forma, 169 casos de granuloma piogénico foram
estudados neste trabalho, sendo 62 do tipo lobular e 107 do tipo n&o lobular.

4.1 Epidemiologia e dados clinicos

A partir dos dados clinicos obtidos (Tabela 1), observou-se que a média de
idade de acometimento foi de 38,59 + 16,96 anos, com leve predilecdo pelo sexo
feminino (1,25:1). Em 8 casos, a idade nao foi informada. Do total, 75,14% dos
casos ocorreram em individuos leucodermas, e o local mais acometido foi gengiva
(39,64%), seguida por labios (22,48%). As hip6teses diagnésticas clinicas (HDC)
contidas nos exames eram diversas (Tabela 1). Alguns exemplos de hipoteses que
também foram citadas: hemangioma (5), papiloma (3), hiperplasia gengival
inflamatdria (2), carcinoma de células escamosas (2), adenoma pleomorfico (2),
“neoplasia” (1), epulide (1), verruga vulgar (1) e malformacdo vascular (1). Em 14
(8,28%) dos casos, nao foi fornecida uma hipotese clinica. Dentre todos os casos
encontrados, incluindo ambos os sexos, apenas 17 (10,12%) ocorreram em situacao
de gravidez, e 22 (13,02%) tiveram histéria prévia de trauma mecanico
documentada, sendo 12 GPL e 10 GPNL. Quando consideradas apenas mulheres, a
gravidez estd associada a 18,08% dos casos. Em dois casos houve recidiva, e em

um dos pacientes, a primeira lesdo era do tipo lobulada, e a recidiva, nao lobulada.
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No outro paciente, ambos eram do tipo nao lobulado.

Tabela 1- Dados clinicos dos casos de granuloma piogénico estudados

Dados N° (%)
Idade 4 — 80 anos (38,59 + 16,96)
Sexo Feminino 94 (55,62%)
Masculino 75 (44,38%)
Feoderma 4 (2,37%)
Leucoderma 127 (75,15%)
Cor Melanoderma 28 (16,57%)
Xantoderma 1 (0,59%)
N&o informado 9 (5,32%)
Gengiva 67 (39,64%)
L&bio 38 (22,48%)
Localizagdo Lingua . 25 (14,79%)
Mucosa jugal 16 (9,47%)
Palato 11 (6,51%)
Rebordo alveolar 12 (7,1%)
Granuloma piogénico 108
Hiptese HFI/Fibroma 39
diagnostica LPCG 18
clinica Mucocele 15
FOP 5
Outros 35
N&o Informado 14

Caracteristica Séssil 24 (14,2%)
do nédulo Pediculado 76 (44,97%)
N&o informado 69 (40,83%)

1 0
Trauma Sim 22 (13,02%)

N&o informado

147 (86,98%)

Legenda: A soma dos valores da hipotese diagnéstica clinica € maior do que 0 nimero de casos, pois
era possivel optar por mais de uma hipétese para 0 mesmo caso.
Fonte: elaborado pelo autor.

A comparacao dos dados clinicos entre o grupo de GPL e GPNL pode ser
observada na Tabela 2. Houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a
média de idade, porém ndo em relacdo a predilecdo por sexo. O GPNL tende a
acometer pacientes mais velhos (41,27 + 16,96) do que o GPL (33,55 + 17,02), que
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acomete pacientes mais jovens (Teste T de Student; p = 0,005).

Houve diferenca estatistica quanto a localizacdo, tendo o GPL maior

acometimento em labio, enquanto o GPNL acomete mais gengiva. Quanto a

caracteristica do nodulo, hipétese diagnostica e ocorréncia de gravidez, ndo houve

diferenca estatistica significativa. Na figura 8 podemos observar o aspecto clinico e

histopatol6gico de um dos casos de GPL encontrados.

Tabela 2 — Dados clinicos dos casos de granuloma piogénico estudados-

comparacao entre os grupos GPL e GPNL

Dados Lobulado (62) N&o lobulado (107) P-valor
Faixa de idade 4-70 5-80 0.005*
(média + dp) (33,55+17,02) (41,27+16,96) ’
F (30 — 48,39%) F (64 — 59,81%)
-0,
Sexo (n-%) M (32 — 51,61%) M (43 — 40,19%) 0.17
Feoderma (2 — 3,22%) Feoderma (2 — 1,87%)
Leucod. (47 — 75,8%) Leucod. (80 — 74,77%)
Cor (n-%) Melanod. (9 — 14,52%) Melanod. (19 — 17,76%) 0,84
Xantoderma (0) Xantoderma (1 — 0,93%)
NI (4 — 6,45%) NI (5 — 4,67%)
1 — 0,
Lingua (13 —20,97%) Lingua (12 — 11,21%)
Gengiva (7 — 11,29%) .
Gengiva (60 — 56,07%)
Mucosa Jugal (11 — 0
17.74%) Mucosa Jugal (5 — 4,67%)
Localizacdo (n-%) ’ Palato (11 — 10,28%) 0,0001*
Palato (0) Labio (9 — 8,41%)
Labio (29 — 46,77%) ’
Rebordo alveolar (10 —
Rebordo alveolar (2 — 9,34%)
3,22%) on
Hipétese diagndstica GP (35) GP (72) 015
clinica Outros (27) Outros (35) ’
Caracteristica do Séssil (7 — 11,29%) Séssil (17 — 15,89%)
N6dulo (n-96) Pediculado (26 — 41,93%) Pediculado (50 — 46,73%) 0,44
0 NI (29 — 46,77%) NI (40 — 37,38%)
i — 0, i — 0,
Gravidez (n-%) Sim (7 — 11,29%) Sim (10 — 9,34%) 0.68

NI (55 — 88,71%)

NI (97 — 90,65%)

Legenda: NI — ndo informado. *p < 0,05.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 8 — Aspecto clinico e histopatolégico de um GPL

BT W L R s R o -
Legenda: A) Aspecto clinico de GPL: nédulo pediculado em mucosa jugal, com evolucdo de 2 meses
(tendo inicio durante gravidez), sangrante, de superficie com aspecto lobular; B) imagem
microscopica apresentando agregados lobulares de vasos sanguineos, separados por septos de
tecido conjuntivo.

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 Caracteristicas histopatoldgicas (HE)

Em relacdo as caracteristicas histopatoldgicas (Tabela 3), houve maior
prevaléncia de lesdes do tipo ndo lobuladas do que lobuladas.

A ulceracao teve maior ocorréncia em casos de GPNL (87,85%) do que em
GPL (82,26%), porém nao houve diferenca significativa estatisticamente (p > 0,05).

Apesar de pouco mais frequente a presenca de vasos congestos em GPNL,
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Também foi avaliada a ocorréncia
de atrofia do epitélio de revestimento da leséo, e houve diferenca significativa entre
0s grupos, sendo de maior ocorréncia em GPL.

Algumas lesdes também sofreram maturacao (10,38% dos GPNL), havendo
diferenca significativa entre os grupos GPNL e GPL. Na maioria das lesdes
avaliadas, observou-se presenca de infiltrado inflamatorio de intensidade variada, do
tipo agudo em regifes proximas a ulceras, e cronico ou misto na profundidade da
lesdo. Apesar da leve predilecao por GPNL, ndo houve diferenca estatistica quanto
ao foco de inflamacéo eosinofilica entre os grupos.

Em 7 dos casos (2 em GPL e 5 em GPNL) foram encontrados focos de
proliferacdo papilar endotelial, e a diferenca estatistica entre os grupos nao foi
significativa.

Outros aspectos avaliados foram: presenca de col6nias bacterianas na
superficie da leséo, e formacdo de lagos de plasma; também n&o houve diferenca
estatistica entre os grupos em nenhum dos dois aspectos.

Além das caracteristicas histologicas avaliadas, também foram encontrados
alguns aspectos como presenca marcante de edema (Figura 9A), formacdo de
colarete epitelial (Figura 9B), amiloidose (Figura 9C), formacé&o 0ssea (Figura 10A),
ocorréncia de mitose (Figura 10B) e formagé&o de trombo (Figura 10C).

O caso em que foi encontrada amiloidose € atipico, jA& que a associacao
destas condi¢cGes ndo é comum. Tratava-se de uma lesdo em lingua, em paciente do
sexo masculino, 58 anos de idade, e seu Unico relato foi um trauma prévio 5 anos

antes. Nao houve relato de condigfes sistémicas.
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Tabela 3 — Caracteristicas histopatolégicas dos casos de granuloma piogénico

estudados- comparacao entre os grupos GPL e GPNL

Caracteristicas

_ o GPL (%) GPNL (%) P-valor
microscopicas
Ulceracao 51 (82,26%) 94 (87,85%) 0,3275
Vasos congestos 33 (53,22%) 53 (49,53%) 0,6865
Epitélio atréfico 32 (51,61%) 34 (31,77%) 0,0123*
Foco de eosindfilos 12 (19,35%) 17 (15,89%) 0,583
Aspecto maduro 0 11 (10,28%) 0,0087*
Foco de hiperplasia
endotelial papilar 2 (3,22%) 5 (4,67%) 0,6407
intravascular
Colbdnias bacterianas
o 35 (56,45%) 50 (46,73%) 0,2456
superficiais
Lagos de plasma no
6 (9,68%) 15 (14,02%) 0,3975

epitélio

Legenda: GPL = Granuloma piogénico do tipo lobular; GPNL = granuloma piogénico do tipo néo

lobular.*p < 0,05 (Teste Qui quadrado).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Achados histoldgicos - edema, colarete epitelial e amiloidose

1000 ym

Legenda:A) edema intralesional; B) fora(;éo de colarete epitelial; C) amiloidose em caso atipico.

Fonte: elaborado pelo autor.



Figura 10 — Achados histolégicos — formacédo 0ssea, mitose e formagéo de trombo

,:""'

Legenda: A) formacgdo Ossea no interior d
trombo.
Fonte: elaborado pelo autor.

P §
a lesdo; B) presenca de mitose (seta); C) formacgdo de
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4.3 Caracteristicas imuno-histoquimicas

Nas duas localizacdes (perto e distante da Ulcera), houve diferenca estatistica
significante, tendo o GPL maior nimero de vasos marcados por CD34 do que o
GPNL (Tabela 4). Na comparacdo da média total de vasos de cada tipo, também
houve diferenca estatistica significante (Figura 11).

Apos selecdo por cor da area marcada positivamente para AML, foi feita a
soma da &rea total em micrometros?, e feitas as médias. Nas duas localizacées
(perto e distante da ulcera), houve diferenca estatistica significante, tendo o GPL
maior area de marcacédo positiva que o GPNL (Tabela 4). Na comparacdo da média
total de cada tipo, também houve diferenca estatistica significante (Figura 12).

Apo6s contagem do numero total de mastdcitos marcados positivamente em
cada éarea, foram feitas as médias. Nas duas localizacbes (perto e distante da
Ulcera), ndo houve diferenca estatistica significante (Tabela 4). Na comparacéo da
média total de mastocitos de cada tipo, também n&do houve diferenca estatistica
significante (Figura 13).

Todas as laminas foram negativas para reacdo imuno-histoquimica GLUT-1,
marcando positivamente apenas hemacias e juncdes intercelulares da camada basal
do epitélio (Figura 14).

Houve positividade de marcacdo em vasos linfaticos para reacdo imuno-
histoquimica D2-40 (Figura 15). As lesdes demonstraram maior quantidade de vasos
linfaticos marcados proximos a Ulcera e ao epitélio de revestimento do que na

profundidade da lesé&o.
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Tabela 4 — Numero de vasos sanguineos (apds marcacdo imuno-histoquimica com

CD34), area marcada por actina de muasculo liso (AML) e numero de mastocitos

(apbs marcacao com Mast cell) - comparacao entre os grupos GPL e GPNL

GPL GPNL P-valor

Quantidade de vasos sanguineos (média + DP)

Perto da Ulcera
Distante da Ulcera
Total

91,24 + 25,97 47,57 + 33,18 0,001~
137,7 £ 47,21 63,45 + 10,05 0,0004*
114,5+ 35,12 51,57 + 23,63 < 0,0001*

Area marcada por actina de musculo liso (média + DP)

Perto da Ulcera
Distante da Ulcera

Total

6419,84 + 4003 pm?  2555,38 + 1910 pm? 0,003*
9162,25 + 6587 pym?  3285,56 + 3785 pm? 0,006*
7791,05 + 4986 pm?  3008,07 + 2727 pm? 0,003*

Numero de mastdcitos (média £ DP)

Perto da Ulcera
Distante da Ulcera
Total

21,76 +10,74 21,33 +11,76 0,9
45,73 + 24,85 47,25+1191 0,39
32,18 +16,42 35,31 +17,86 0,6

Legenda: Legenda: GPL = Granuloma piogénico do tipo lobular; GPNL = granuloma piogénico do tipo
nao lobular.*p < 0,05 (teste t de Student).
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Reacéo imuno-histoquimica CD34
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Legenda: marcacdo positiva de endotélio vascular através da re
Granuloma piogénico ndo lobular; B) Granuloma piogénico lobular. Observa-se maior nimero de
vasos em B. Aumento original de 200x.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Reacéo imuno-histoquimica AML

Legéndé: paredes vasculares marcadas positivamente por reégéo imuno-histoquimica AML. A)

da

7

-se maior area marca

lobular. Observa

énico

lobular; B) Granuloma piog

énico néo
em B. Aumento original de 200x.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Reagéo imuno-histoquimica Mast cell
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Legenda mastocitos marcados positivamente por reagdo imuno-histoquimica. A) Granuloma
piogénico nao lobular; B) Granuloma piogénico lobular. Aumento original de 200x.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 14 — Reac¢ao imuno-histoquimica GLUT-1

Legenda: Auséncia de marcacdo de células lesionais para reagdo imuno-histoquimica GLUT-1;
marcacao positiva de hemécias e jungfes intercelulares da camada basal do epitélio. A) Granuloma
piogénico nao lobular; B) Granuloma piogénico lobular.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 15 — Reagéo imuno-histoquimica D2-40

Legenda: marcagéo positiva de vasos linfaticos presentes em feixes de tecido conjuntivo, para reagdo
imuno-histoquimica D2-40. Os vasos linfaticos localizam-se principalmente sob o epitélio. A)
Granuloma piogénico nao lobular; B) Granuloma piogénico lobular.

Fonte: elaborado pelo autor.

40



5 DISCUSSAO

O granuloma piogénico é uma lesdo vascular, muito comum em pele e
mucosa (Akamatsu et al., 2015). Embora seja uma lesdo muito comum na clinica
odontoldgica diaria, ainda existem divergéncias quanto a sua origem, principalmente
no que se refere as suas variantes histologicas, e tem sido dividido em tipo lobular e
ndo lobular (Rezvani et al., 2010). Até onde vai nosso conhecimento, os dois tipos
histolégicos tém sido pouco estudados de forma comparativa na literatura. Portanto,
apos levantamento de todas as lesbes em nosso arquivo de Patologia bucal,
classificamos, examinamos e comparamos as caracteristicas clinicas, histolégicas e
imuno-histoquimicas dos GPL e GPNL.

Os estudos epidemioldgicos do GP mostram que essa lesdo é mais comum
em mulheres, sendo que apenas um levantamento encontrou prevaléncia maior em
homens (Akamatsu et al., 2015). A média de idade relatada é entre a segunda e
guarta décadas de vida (Jafarzadeh et al., 2006; Isaza-Guzman et al., 2012; Kamal
et al., 2012; Park et al., 2017). Na maioria das vezes, o GP se apresenta de forma
pediculada, e o local de acometimento mais citado € a gengiva, tendo, as outras
localizacBes preferéncia variavel. Nossos resultados corroboram os da literatura.

Acredita-se que a preferéncia por mulheres jovens ocorra devido aos efeitos
vasculares dos hormoénios femininos (Jafarzadeh et al., 2006). A etiologia e
patogénese desta lesdo ndo sdo totalmente compreendidas. Estudos in vitro
mostraram que horménios sexuais femininos s&do potenciais reguladores da
producdo de diversos fatores de crescimento, como fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), em varios tipos celulares (Park et al., 2017; Kanda et al., 2005).
Porém, além da influéncia hormonal, a presenca de biofilme bacteriano é necesséria
para a inflamacdo gengival. Em muitos casos que ocorrem durante a gravidez, a
leséo regride apos o parto (Jafarzadeh et al., 2006).

Em nosso estudo, também avaliamos a prevaléncia da les&o de acordo com a
cor dos individuos acometidos. Em 75,14% dos casos, a lesdo ocorreu em
individuos leucodermas. Comparando os dois tipos de GP, os individuos
leucodermas também foram os mais acometidos em ambos. Nao encontramos na

literatura outro estudo que avaliasse este dado. O Brasil € um pais onde a
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composicao racial € muito miscigenada, e a classificagdo de cor ndo é algo facil de
realizar, podendo, entdo, justificar a maior ocorréncia das lesbes em pacientes
denominados leucodermas. Devido ao componente histérico, pode ser que haja
maior dificuldade de pessoas negras/pardas terem acesso a um cirurgidao-dentista.
Até o momento, ndo foi encontrado na literatura algum relato sobre maior
prevaléncia em alguma raca determinada.

Toida et al. (2003) observaram que as hipoteses diagndésticas clinicas mais
citadas foram, epulide, fibroma de irritagdo, granuloma piogénico, “tumor benigno”,
“tumor”, granuloma, papiloma e carcinoma, respectivamente. Em nosso
levantamento, a HDC mais citada foi GP, seguida de hiperplasia fibrosa
inflamatoria/fiboroma de irritacdo (que por representarem a mesma lesédo, foram
agrupadas) e lesao periférica de células gigantes. Acreditamos que esta variedade
de lesbes como HDC deve-se as caracteristicas variaveis que o GP pode
apresentar, muitas vezes se assemelhando a outras lesdes.

Em nosso estudo, 22 casos (13,02%) tiveram historico de trauma, sendo 12
GPL e 10 GPNL, e o restante (147 — 86,98%) néo foi informado. Alguns estudos
relatam que parte dos casos pode acompanhar um relato prévio de trauma mecanico
(Jafarzadeh et al., 2006; Koo et al., 2017). Epivatianos et al. (2005) encontraram
relacdo entre fatores etioldgicos conhecidos e a ocorréncia de GPNL, sendo a
etiologia do GPL geralmente desconhecida. Porém, a informagé&o de ocorréncia ou
nado de trauma ndo estava presente em muitos de nossos casos. Isto pode ter
ocorrido devido a falta de relato por parte do paciente, por ndo achar que o trauma
esteja associado com a lesao, por nao se lembrar; ou por falta de relato do cirurgidao-
dentista durante o preenchimento da histéria da lesdo, o que se tornou uma
limitac&o.

Quando comparados, GPL e GPNL, Epivatianos et al. (2005) observaram
diferenca apenas na apresentacdo clinica. Enquanto os casos de GPL se
apresentaram em sua maioria de forma seéssil, os GPNL eram pediculados. Em
nosso estudo, ndo encontramos diferenca estatistica significante em relacéo ao tipo
de ndédulo, mas estes dados estavam presentes apenas em 59,52% dos casos (p =
0,44). Rezvani et al. (2010) observaram que ambas as variantes afetaram mais
mulheres, sendo que o GPL acometeu pacientes ligeiramente mais jovens do que

GPNL. Quanto a localizacdo os autores observaram que os casos de GPL
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ocorreram em gengiva e labios, enquanto que o GPNL ocorreu exclusivamente em
gengiva. NO0s também avaliamos separadamente as duas variantes, € no nosso
estudo também houve diferenca na localizacdo, com a variante GPL sendo mais
comum em labio e a GPNL na gengiva, e na idade de acometimento, sendo os GPL
de maior ocorréncia em pacientes mais jovens que o GPNL. Quanto a gravidez, nao
obtivemos diferenca estatistica entre GPL e GPNL.

Alguns autores os classificam como granuloma piogénico tipo hemangioma
lobular capilar e tipo ndo hemangioma lobular capilar, baseado no arranjo lobular
dos vasos na leséo (Rezvani et al., 2010; Isaza-Guzman et al., 2012). Apesar da
denominacdo, hoje em dia ndo sdo considerados hemangiomas, como o0s
hemangiomas da infancia e congénitos.

Avaliamos algumas caracteristicas microscopicas, comparando os dois tipos
histologicos. Estas caracteristicas foram escolhidas apds avaliarmos todas as
laminas coradas em HE, e notarmos as que mais se repetiam e nos chamavam a
atencdo. Em sua maioria, os GP, tanto lobulares quanto nao lobulares, eram
ulcerados. Outra caracteristica interessante que avaliamos foi a presenca de focos
de hiperplasia endotelial papilar intravascular, que € uma lesdo vascular nao
neoplasica, incomum (Inoue et al., 2011). Em sete casos encontramos associacao
com essa lesdo, e um deles foi publicado recentemente (Milhan et al., 2018). Nao
houve diferenga estatistica no acometimento entre GPL e GPNL. Dos aspectos
microscopicos avaliados, encontramos diferencas estatisticas associadas aos dois
tipos de GP apenas em relagéo ao epitélio atréfico e o aspecto maduro da lesdo. O
epitélio atrofico foi observado, em sua maioria, nos GPL (51,61%), diferente do
GPNL (31,77%) onde o epitélio se encontrava sem alteracbes de espessura ou
ausente/ulcerado. Apesar de ser possivel que o GP sofra processo de maturacéo,
em concordancia com Epivatianos et al. (2005), em nossos casos ocorreram apenas
em GPNL, podendo sugerir que ha diferentes caminhos de evolucédo destes dois
tipos histolégicos da leséo.

Para a diferenciacdo entre GP e hemangioma, tém-se empregado a imuno-
histoquimica (GLUT-1). Dentre os marcadores mais utilizados para tentativa de
diferenciagdo entre GPL e GPNL estdo o VEGF (fator de crescimento
vasculoendotelial), actina de muasculo liso (AML), GLUT-1, D2-40, CD34, CD105,

CD31 e Ki-67. Para realizarmos nossas analises imuno-histoquimicas, foram obtidas
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seis imagens das areas de maior vascularizacdo, sendo trés proximas a Ulcera, e
trés distantes da Ulcera. Epivatianos et al. (2005) encontraram diferenca entre os
tipos histolégicos quanto ao diametro luminal dos vasos, sendo predominantemente
maiores no GPNL. Neste trabalho, ndo avaliamos o diametro, e sim a quantidade
média de vasos. No GPL encontramos maior nimero de vasos marcados por CD34,
do que no tipo GPNL. A marcacéo para AML (um?) também foi maior no GPL do que
no GPNL.

Em uma reviséo recente foi observado que os GP s&o positivos para CD34,
CD31 e negativos para GLUT-1, enquanto o hemangioma € sempre positivo para
este ultimo marcador (Johnson et al., 2018). Nao houve diferenca na marcacéo entre
os casos lobulares e nao lobulares, sendo que apenas as jungdes intercelulares do
epitélio e hemacias foram positivas para GLUT-1. Realizamos também a marcacao
com D2-40, a qual evidenciou poucos vasos linfaticos, no tecido conjuntivo, préximo
ao epitélio, demonstrando que a leséo era, de fato, de origem vascular sanguinea.

Além do papel em reacdes alérgicas, os mastocitos também contribuem em
varios processos biologicos, inclusive na reparacdo tecidual e na angiogénese, a
partir da liberagcdo de mediadores como histamina, VEGF, Interleucina-6 (IL-6) e
Interleucina-8 (IL-8), que aumentam a permeabilidade endotelial e vasodilatacao,
facilitando a migracdo de células inflamatérias (Komi et al., 2019). O estudo de
Ferreira et al. (2016) sugere que a presenca de mastocitos no GP contribua para a
estrutura do tecido conjuntivo, e com a funcdo angiogénica. Os autores encontraram
uma relacdo entre a quantidade de microvasos e a quantidade de mastocitos, em
lesbes reativas, como GPL, HFI e LPCG. Em nossa analise, ndo correlacionamos a
guantidade de microvasos com o numero de mastocitos.

Rezvani et al. (2010) concluiram, com a utilizacédo do Ki-67, que o GPL possui
maior atividade proliferativa, podendo se comportar de forma mais agressiva do que
0 GPNL, e que se assemelha mais a uma neoplasia do que a uma leséo reativa.
Uma limitacdo em nosso estudo foi a nado realizacdo do marcador imuno-
histoquimico Ki-67, que seria um marcador importante para a analise do grau de
atividade proliferativa entre os dois tipos de GP, e talvez para a diferenciacao entre
as duas lesbes. Além do Ki-67, outro marcador imuno-histoquimico que poderia ser
avaliado é a molécula de adeséo intercelular (ICAM-1 ou CD54). ICAM-1 é uma

glicoproteina associada a rea¢des imunologicas e inflamatorias (Muller, 2011), e sua

44



expressdo € aumentada em condi¢gBes inflamatorias (Seyedmajidi et al., 2015). A
avaliacdo deste marcador poderia evidenciar as diferencas entre 0s tipos
histologicos quanto a sua natureza. O estudo de Truss et al. (2006) avaliou
citogeneticamente um GPL de cavidade nasal, e foi encontrada uma delecéo clonal
(21)(g21.2922.12), que sugere uma natureza mais neoplasica do que reativa para
esta lesdo. Além deste, outros trabalhos realizaram avaliacdo citogenética desta
lesdo, encontrando mutacdes nos genes RAS (Lim et al., 2015; Groesser et al.,
2016) e BRAF (Groesser et al., 2016; Li et al., 2018). Estes estudos nos mostram
gue apesar de haver indicios que sugiram uma natureza neoplasica do GP, ainda ha
controvérsias, visto que foram encontrados resultados diferentes quanto as
mutacdes genéticas.

Neste estudo retrospectivo, avaliamos clinicopatologicamente 169 casos de
GP orais, que é um grande numero de casos, quando comparado a outros estudos
encontrados na literatura (Akamatsu et al., 2015; Toida et al., 2003). Encontramos
diferencas clinicas, histoldgicas e imuno-histoquimicas entre os dois tipos de GP. Os
GPL ocorrem em pacientes mais jovens, tém preferéncia por labios, em sua maioria
possuem epitélio atrofico, ndo sofrem processo de maturacdo e possuem maior
namero de vasos. Estas diferencas encontradas podem sugerir que os dois tipos
histologicos sejam diferentes e possuam diferentes origens, porém, outro marcador

imuno-histoquimico, como Ki-67, poderia ser realizado para confirmacao.
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6 CONCLUSAO

Com este estudo concluimos que:

a)

b)

Dos casos diagnosticados como GP, 5,3% tiveram correcao diagnostica,
36,69% eram lobulares e 63,31% n&o lobulares;

granuloma piogénico ocorre mais em individuos do sexo feminino,
leucodermas, tem predilecdo por sitios gengivais, e 44% dos nodulos
séo do tipo pediculado. O granuloma piogénico do tipo lobular ocorre em
individuos mais jovens do que o tipo ndo lobular, e em Iabios; na maioria
das vezes possui epitélio atréfico, ndo sofre processo de maturacéo;

o granuloma piogénico do tipo lobular € mais vascularizado do que o tipo
nao lobular, tendo maior nimero de vasos (CD34 positivos) e maior area
positiva para actina de musculo liso; os dois tipos ndo possuem

diferenca na quantidade de mastocitos.
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Numero do Parecer: 1,033,301
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Apresentagdo do Projeto:

As lesdes vasculares benignas compbdem um grupo especifico de lesbes gque comumente afetam a regifo
oral, tendo seu diagnostico geralmente

baseado em suas caracteristicas clinicas, No entanto, o diagnéstico destas les@es é dificil e muitas vezes
costuma-se classifica-las genericamente

como hemangiomas. O objetivo do presente estudo & revisar lodos os casos de lesdes vasoulares benignas
do nosso serigo de patologia bucal de

acordo com a classificagdo mais recente da Sociedade Internacional para o Estudo de Anomalias
Vasculares (IS5VA), além de realizar o estudo

imuno-histogquimico das mesmas. Desta maneira, poderemos também contribuir para o estudo das
caracteristicas histolégicas deste grupo de lesbes

especialmente em boca, levando ao diagndstico e tratamentos corretos, Serdo revisados os laudos de 12 mil
cas0s do NOSS0 Servigo e selecionados

os que apresentern diagnostico de quaisquer lesio vascular benigna. Sero coletados ainda dados como
sexo, idade, local da lesdo e hipiless

diagnéstica clinica. Todas as lAminas coradas em hematoxiling & eosina (HE) lestes serfo avaliadas
morfologicamente por dois patologistas
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experientes. Em levantamento prévio, encontramos m nosso anguive 242 diagndsticos de granuloma
piogénico, 2 malformagbes vasculares, 79

hemangiomas & 27 linfangiomas. Os dados serfo tabulados e a prevaléncia das lesdes, determinada. Serdo
ainda realizadas coloraghes

histoguimicas (tricrdmico de Masson e resorcina-fucsina de Weigert) e imuno-histoguimicas (PCNA, CD34,
VEGF, PCNA, GLUT-1, D2-40 (vasos

linfaticos) e S100) de até 10 casos de cada diagnéstico, Depois das reagdes, o padrio de marcagio serd
avaliado e as laminas serdo classificadas

qualitativa efou semi-guantitativamente. Os dados serfo avaliados & correlacionados de acordo com o
diagniéstico final de cada lesio, e

apresentados em forma de tabelas e graficos. Palawas-chave: hemangioma, granuloma piogé&nico, imuno-
histoguimica Instituigio sede: Instituto de

Ciénda e Tecnologia-Campus Sio José dos Campos- Universidade Estadual Paulista "Jalio de Mesquita
Filho™.

Comnuagso do Pamcer: 1033 301

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Reclassificacio diagndstica histologica, analise da prevakéncia das lesdes vasculares benignas do arquivo
do laboratorio de Patologia Bucal do

Deparamento de Biodéndas & Diagndstico Bucal do ICT-UNESP de S0 José dos Campos.

Objetivo Secundario:

Reclassificar morfologicamente as lesdes vasculares benignas do arquivoe do laboratorio de Patologia Bucal
do Departamento de Biociéncias e

Diagnbstico Bucal do ICT-UNESP de S8c José dos Campos de acordo com os aitérios atuais propostos
pela 1ISSVA, correlacionando o diagndstico

com o padrio de marcagio:a) Histoguimica com Tricrémico de Masson & Weigarth) Imuno-histoguimica
para PCNA, CD34, VEGF, GLUT-1, D2-40 e

5100.B. Avaliar a prevaléncia das lesfes estudadas em relagho a sexo, idade e localizagio anatdmica e
hipbtese diagndstica clinica.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
MBo HA riscos.
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Cominuagsio do Pamcar; 1.083 301

Benefidos:

O projeto beneficia comunidade cientifica de modo que garante dados corretos do banco de casos clinicos
da Universidade de S8o José dos

Campos. Além disso permite realizag8o de outras pesquisas cientificas com utilizagio desses dados. A
exatiddo dos dados garante diagnosticos

mais precisos e também condutas e proservagbes adequadas.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
NDC

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
Adeguado

Recomendacdes:

NDC

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
NDC

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
MN&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Colegiado confirma o parecer da relatora.
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