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RESUMO

O fibroma de células gigantes (FCG) é considerado uma lesdao neoplasica, onde as
células gigantes mono, bi ou multinucleadas, e as células fusiformes e estreladas
representam a sua principal caracteristica. A fim de contribuir para um melhor
conhecimento do perfil biolégico dessa lesdo, este trabalho teve como objetivo
analisar os aspectos clinico-patolégicos e microscopicos em hematoxilina e eosina
de 25 casos de FCG e da densidade vascular média dessas mesmas lesdes do
Laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Patologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Alfenas, por meio da imuno-histoquimica utilizando o CD
34. Em relagdo ao dados clinicos, os resultados revelaram que 68% dos casos de
FCG eram do género feminino e 86,7% correspondiam ao tipo leucoderma. A faixa
de 51-60 anos teve maior frequéncia com 31,3% e 72% dos casos eram
assintomatico. Quando submetido ao teste estatistico, a lingua e a mucosa jugal se
revelaram as localizagbes de maior ocorréncia do FCG, 32% e 20%
respectivamente. Microscopicamente no FCG o epitélio era hiperplasico (88%) e
pararaqueratinizado (60%); 76% e 64% apresentaram poucas células na ladmina
propria e na faixa subepitelial respectivamente, 44% apresentaram cristas longas no
epitélio e 72% fibras espessas em todo o tecido conjuntivo. Em relagdo a quantidade
de vasos sanguineos, 72% dos FCG apresentaram pouca ou discreta vascularizagéao
e 64% nado eram vasodilatados e nem hiperémicos. Em 60% havia discreta
inflamacéo e até 5 células gigantes por campo e 48% dessas células eram
mononucleadas. A imuno-histoquimica utilizando o CD 34 foi realizada e a
densidade vascular média (DVM) em uma area de 56 mm? na regido subepitelial
teve mediana de: 6,84 com p= 0.0679 (0,13 microvasos por mm?) e na regido
profunda: 3,67 com p= 0.0679 (0,07 microvasos por mm?2). Na regido subepitelial o
valor de p foi (p= 0,5133) e regido profunda (p= 0,9526) ndo havendo portanto,
diferenca estatistica quando verificado a DVM entre as lesbes e também do numero
de vasos nos casos com diferentes quantidades de células gigantes. A
caracterizagao clinico-patolégica, microscépica e da DVM do FCG se faz necessario
em novas pesquisas por ser uma neoplasia em discussdao com as outras lesdes

fibrosas.

Palavras-Chave: fibroma. Células gigantes. Imuno-histoquimica. Vasos sanguineos.



ABSTRACT

Giant Cell Fibroma (GCF) is considered to be a neoplastic lesion mainly constituted
by giant cells, either mono or binucleated, and fusiform and stellate cells. In order to
elucidate the biological behavior of GCF, this study aimed to analyze the
clinicopathologic and microscopic aspects in hematoxilyn and eosin of 25 GCF cases
and the mean vascular density of these same lesions of the Oral Pathology
Laboratory collection at the Department of Pathology and Parasitology of the Federal
University of Alfenas, using immunohistochemistry using CD34. Regarding clinical
data, the results indicated that 68% of GCF cases belonged to females, whilst 86.7%
corresponded to white patients. The most frequent age range was 51-60 (31.3%),
and 72% of cases were assymptomatic. Statistical analyses revealed tongue and
buccal mucosa as the most frequent sites for GCF (32 and 20%, respectively).
Microscopically, GCF lesions presented hyperplasic (88%) and parakeratinized (60%)
epithelium; 76% and 64% of the lesions contained few cells in the lamina propria and
in the sub-epithelial portion, respectively. 44% showed elongated epithelial crests and
72% presented thick fibers spread throughout all the connective tissue. Concerning
the amount of blood vessels, 72% of GCF were related to mild or discrete
vascularization, and 64% of those vessels were not congested or hyperemic. 60% of
GCF showed discrete inflammation and up to 5 giant cells per observed field, being
48% of these cells mononucleated. CD34 immunohistochemistry was conducted in
and the medium vascular density (MVD) in a 56 mm? area in the sub-epithelial region
presented a median of 6.84 and a P value of 0.0679 (0.13 microvessels per mm?)
and in the deep region 3.67 (P=0.0679 — 0.07 microvessels per mm?). In the sub-
epithelial region the P value was 0.5133 and in the deep region 0.9526, therefore
lacking statistically significant differences regarding MVD among lesions and number
of vessels in cases with different quantities of giant cells. The clinicopathologic,
microscopic and MVD characterizations of GCF should indeed be further explored,

as GCF is a neoplastic disease to be considered among other fibrous oral lesions.

Keywords: fibroma. Giant cells. Immunohistochemistry. Blood vessels.



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

LISTA DE FIGURAS

llustracdo da captura dos campos utilizando o software
AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) ........................
Contagem manual dos vasos sanguineos (x em vermelho) feito
NO Programa AXIOViISION 4............uueiiiiiiiiiiiiiieee e
Aspecto microscopico do FCG com epitélio pavimentoso
estratificado e o tecido conjuntivo fibroso com células gigantes.
HE e objetiva de 10X ... e
Aspecto microscopico do FCG com epitélio pavimentoso

estratificado, hiperplasico e paraqueratinizado. HE e objetiva de

Aspecto microscopico de faixa subepitelial e lamina propria
pouco celularizada e presenga de fibras colagenas espessas. HE
€ objetiva de 20X ... .
Aspecto microscopico do FCG com células gigantes mono e

binucleadas, algumas com morfologia estrelada. HE e objetiva de

Expressdo imuno-histoquimica do CD 34 em vasos sanguineos
No FCG. Objetiva de 10X ......ccoiiiiiiiiie st
Expressao imuno-histoquimica do CD 34 em vasos sanguineos
em regido subepitelial. Objetiva de 40X..........coovviiii.
Expressdo imuno-histoquimica do CD 34 em vasos sanguineos

em regido profunda. Objetiva de 40X.......cccccooveiiiiiiiiiiiiieee,

31

31

39

40

42

45

46

48



Grafico 1-

Grafico 2-

Grafico 3-

Grafico 4-

Grafico 5-

Grafico 6-

Grafico 7-

Grafico 8-

LISTA DE GRAFICOS

Frequéncia e porcentagem de gé€nero............ceeuevieeiiieeeeeeeeeeeieeeeenns 34
Frequéncia e porcentagem sobre localizagdo clinica...................... 38
Variagdo da DVM na regido Subepitelial (56 mm?)......................... 47
Variagdo da DVM na regido subepitelial (mm?)..........ccccccevveeennennne. 47
Variagdo da DVM na regido profunda (56 mm?)..............cccoceveeneene. 48
Variagdo da DVM na regido profunda (mm?)..........cccceeeevveecuneeennenn. 49

Relacdo da DVM com a quantidade de células gigantes

(subepitelial).........ccoeeeiiiiie

Relacdo da DVM com a quantidade de células gigantes
(PrOfUNAA)....ce oo



Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-
Tabela 4-

Tabela 5-
Tabela 6-
Tabela 7-
Tabela 8-
Tabela 9-
Tabela 10-
Tabela 11-

Tabela 12-

Tabela 13-

Tabela 14-

Tabela 15-

Tabela 16-

Tabela 17-

Tabela 18-

Tabela 19-
Tabela 20-

LISTA DE TABELAS

Imunomarcadores utilizados em pesquisas no FCG e relacao
dos autores que os utilizaram...........ccccooooeiiiiiiii e,

Resultados das pesquisas imuno-histoquimicas realizadas em

Anticorpo primario utilizado na reacdo imuno-histoquimica.........

Informagdes sobre os pacientes e historia da doenca

Frequéncia e porcentagem sobre a cor da pele.............c.cc.......
Frequéncia e porcentagem sobre idade...........ccccceeeeeiiiiiiennnnnne.
Frequéncia e porcentagem sobre sintomatologia........................
Informacgdes sobre os dados cliniCos..........ooveeeiieiiiiiiiiiie.
Informagdes sobre bidpsia e medida macroscopica....................
Frequéncia e porcentagem do tipo de biépsia realizada.............
Frequéncia e porcentagem do epitélio hiperplasico, atrdfico,
ortoqueratinizado e paraqueratinizado.............ccceeeviiiiiiiiiinn e,
Frequéncia e porcentagem da presenga e forma das cristas
EPILEHAIS. ... e
Frequéncia e porcentagem da I|amina propria e faixa
subepitelial celularizada...............ccceiiiiiiiii e
Frequéncia e porcentagem das caracteristicas das fibras
(o7 ] F=To =T o F= 1= SR RURSUPRPPPPRRPIN
Frequéncia e porcentagem da quantidade de vasos
SANQUINEOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e s e
Frequéncia e porcentagem da hiperemia e dilatagdo dos vasos
SANQUINEOS.....uiiiiieeeeeie et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e aaaes
Frequéncia e porcentagem do infiltrado inflamatério...................
Frequéncia e porcentagem da quantidade de células gigantes...
Frequéncia e porcentagem do numero de nucleos......................

Localizagao clinica de maior OCOIréncia............ccveeeeeeeeevvuneeeeennnns

19

20
29

33

34

35

35

36

37

38

39

40

41

41

42



Bax
BCL 2
CD 31
CD 34
CD 68
DVM

FCG
GFAP
GP

HE

HFI
HHF-35
Ki-67
LCA

M

mm?
MNF 116
PCNA
P63
S-100
UNIFAL
Xl a

a SMA
5B5

pm

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

-Proteina pro-apoptotica

-Proteina anti-apoptética

-Grupo de diferenciagdo CD 31 (do inglés “Cluster of Differentiation”)
-Grupo de diferenciagdo CD 34 (do inglés “Cluster of Differentiation”)
-Grupo de diferenciagao CD 68 (do inglés “Cluster of Differentiation”)
-Densidade vascular média

-Feminino

-Fibroma de Células Gigantes

-Proteina acida fibrilar glial (do inglés “Glial Fibrillary Acidic Protein”)
-Granuloma Piogénico

-Hematoxilina e eosina

-Hiperplasia Fibrosa Inflamatoéria

-Actina musculo especifica HHF-35

-Anticorpo monoclonal Ki-67, relacionado a proliferacao celular
-Anticorpo monoclonal “Antigeno Comum dos Leucdcitos”
-Masculino

-Milimetro quadrado

-Anticorpo de citoqueratina MNF 116

-Antigeno Nuclear de Proliferagao Celular

-Proteina tumoral P63, marcador de células mioepiteliais

-Proteina Soluvel 100

-Universidade Federal de Alfenas

-Fator de estabilizac&o da fibrina e fibrinoligase

-Actina do musculo liso alfa

-Anticorpo monoclonal 5B5

-Micrémetro

-N&o fornecido

-Positivo

-Negativo



2.1
2.2
2.3
24

2.5

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

4.7

5.1
5.2
5.3

SUMARIO

INTRODUGAO. ...
REVISAO DE LITERATURA .. ..o
Aspectos clinicos O FCG ...
Aspectos microscopicos do FCG .......oouiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeceeeeeeeee e
Tratamento do FCG ......oiiiiiiii e

Imuno-histoquimica e métodos de coloragao para identificar a origem
das células gigantes ..........ooooiiiiiiiiii e

ANGIOGENESE. ...coeiieeeiieet ittt ettt e e e e e e e e e e e e e a i ——————-
OBUETIVOS ...ttt sttt eeene e
MATERIAIS E METODOS..........coouiiiiiiiiiinenieeneseeseseeeeessseeneseeesneeens
QUESEDES BLICAS. ... i
Casuistica e selegdo da amostra.............cceeviieiieiiiiiiiiie
Coloragdo em hematoxilina € e0SiNa........cccoeveeeeiiiiiiiiiee e
Analise microscopica: laminas coradas em hematoxilina e eosina.......
Reacao imuno-histoquimica...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiie e

Analise microscopica: laminas submetidas a reagao imuno-
RISTOQUIMICA. ... e

ANAliSe eStatistiCa. ... ..uvvieiiiiiee e
RESULTADOS. ...ttt nne e
ASPECLOS ClINICOS. .. .t
ASPECLOS MICIOSCOPICOS ....ceevvviiieeiiiiii ettt e e e e
Avaliagao da densidade vascular meédia............ccccceeeeeeeiiiiiciee e
DISCUSSAOD. ..ot
CONCLUSAO ...t
REFERENCIAS..........cooiiiiiiiiiiieietieieieee et



14

1 INTRODUGCAO

O fiboroma de células gigantes (FCG) € um tumor benigno com
caracteristicas clinicas semelhantes as de outras lesbes fibrosas, porém com
caracteristicas microscopicas que permitem distingui-lo (JIMSON; JIMSON, 2013;
PANDITA et al., 2014; SABARINATH; SIVARAMAKRISHNAN;
SIVAPATHASUNDHARAM, 2012).

Clinicamente, o FCG é uma lesao séssil ou pediculada com coloragao
normal da mucosa da boca, medindo de 0,5 a 1 cm, mais frequente na gengiva,
podendo ocorrer também na lingua, assoalho, palato, mucosa jugal e labio (JIMSON;
JIMSON, 2013; NEVILLE et al., 2016; PANDITA et al.,, 2014; SABARINATH;
SIVARAMAKRISHNAN; SIVAPATHASUNDHARAM, 2012).

Microscopicamente, apresenta revestimento epitelial pavimentoso
estratificado hiperplasico, tecido conjuntivo fibroso geralmente arranjado
frouxamente, com auséncia de inflamacgéo e presenga de células gigantes mono, bi
e multinucleadas, fusiformes ou estreladas na lamina propria papilar (CAMPOS;
GOMEZ, 1999; JIMSON; JIMSON, 2013; MAGNUSSON; RASMUSSON,1995;
MIGUEL; RONINSON; HUME, 1997; MIGUEL et al. 2003; ODELL; LOCK;
LOMBARDI, 1994; OKAMURA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS et al.,
2011; TOLENTINO; CENTURION; DAMANTE, 2009).

As células gigantes encontradas no FCG podem ser encontradas também
em outras lesdes fibrosas bucais, como a hiperplasia fibrosa inflamatdria, o fibroma,
e a papila retrocanina (MIGUEL et al., 2003; ODELL; LOCK; LOMBARDI, 1994).

As células de Langerhans foram cogitadas como representando estas
células gigantes do FCG, mas foram excluidas devido ao fato dos grénulos de
Birbeck ndo serem identificados nestas células em estudos ultraestruturais. A
hipotese das células gigantes derivarem de melandcitos também foi cogitada, mas
nao ha positividade para a proteina S-100 que a sustente (BAKOS, 1992).

A busca pela origem destas células gigantes na literatura foi realizada pela
imuno-histoquimica utilizando os diversos marcadores biolégicos: CD68 (marcador
de identificagdo de macrofagos), Xllla (marcador dendrocitico), vimentina (marcador
de células mesenquimais como o fibroblasto), antigeno comum de leucdcitos
(marcador de leucdcitos), HHF-35 (marcador de miofibroblastos), neurofilamento

(marcador de antigeno localizado em tumores enddcrinos, neuroenddcrinos e
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neurais), triptase (marcador de mastécitos), PCNA (marcador de atividade
proliferativa), KI-67 (marcador do ciclo celular), MNF116 (marcador de tumores
epiteliais), GFAP (marcador de endotélio vascular), citoqueratina (marcador de
citoplasma), prolil 4 hidroxilase (marcador de fibroblastos), bax (marcador
apoptético), bcl 2 (marcador apoptotico), P63 (marcador de células mioepiteliais),
S100 (marcador de melandcitos, células da glia), o SMA (marcador de
miofibroblastos), desmina (é expresso em musculos lisos normais esqueléticos e
cardiacos), CD31 (marcador de mondcitos, vasos sanguineos), CD34 (marcador de
endotélio vascular) (CAMPOS; GOMEZ, 1999; JIMSON; JIMSON, 2013;
MAGNUSSON; RASMUSSON,1995; MIGUEL et al, 2003; ODELL; LOCK;
LOMBARDI, 1994; OKAMURA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016).

A vimentina que foi o imunomarcador mais utilizado nas pesquisas de
busca pela origem das células gigantes, € um marcador de células mesenquimais
como os fibroblastos e por isso, por apresentar positividade nos casos de FCG
estudados as células gigantes, mono, bi ou multinucleadas sugerem possivel
natureza fibroblastica (ARDILA; GUZMAN, 2010; JIMSON; JIMSON, 2013; MIGUEL
et al., 2003; SHAPIRA; AKRISH, 2011; SONALIKA, 2014).

A vascularizagdo no FCG é geralmente proeminente, com capilares bem
formados e vénulas (WEATHERS; CALLIHAN, 1974). O FCG é uma neoplasia
benigna e as neoplasias apresentam crescimento tecidual excessivo, com autonomia
e nao dependem de continuidade de estimulo. O crescimento tumoral ocorre com a
inducao da angiogénese, onde ha uma formagéo de novos vasos sanguineos para o
fornecimento de oxigénio e nutrientes essenciais para seu crescimento
(MOGHADAM; ABADI; MOKHTARI, 2015). Para entender melhor a presenca e a
quantidade dos vasos sanguineos no FCG € necessario a utilizagdo de marcadores
biolégicos como o anti-CD34. Nao foi encontrado até o momento, na literatura
pesquisada, estudo imuno-histoquimico do anti-CD34 em FCG com a finalidade de
analisar os vasos sanguineos, sendo este trabalho o primeiro a realizar esta
investigacdo. Analisar os dados clinicos e da microscopia Optica dos cortes corados
em hematoxilina e eosina dos casos de FCG podera contribuir também para

entender o comportamento da les&o.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O fibroma de células gigantes (FCG) foi descrito pela primeira vez por
Weathers e Callihan em 1974, que era previamente descrito em termos como
fibroma, hiperplasia fibrosa ou pdélipo fibroepitelial. Por apresentar caracteristicas
histolégicas incomuns e distintivas justificou-se a separagao e reclassificagdo como
uma entidade separada. Weathers e Callihan analisaram mais de 2.000 espécimes
do servico de patologia oral da Emory University School of Dentistry, que foram
diagnosticados como fibroma, hiperplasia fibrosa ou pdlipo fibroepitelial. Desse total,
108 atenderam aos critérios de reclassificagdo como fibromas de células gigantes
apos estudos com Ferro de Gomori, Fontana Masson, Branqueador de Melanina,
Giemsa, Acido Schiff, PAS, Hart, Bielschowsky (WEATHERS; CALLIHAN, 1974).
Sendo assim, a partir do trabalho de Weathers e Callihan em 1974, novas pesquisas
foram realizadas com o intuito de conhecer os aspectos clinicos € microscépicos do
FCG.

2.1 Aspectos clinicos do FCG

A etiologia do FCG é incerta, parece ndo estar associada com trauma ou
irritacdo crénica (NEVILLE et al., 2016; OLIVEIRA et al.,2016; SCHMIDT et al.,
2016). O FCG tende a ocorrer com idade inferior a 30 anos de idade (MEDINA;
ZULUAGA, 2010; NEVILLE et al., 2016).

O FCG pode se apresentar clinicamente como nodulo assintomatico,
séssil ou pedunculado e ocorre com maior frequéncia na gengiva, principalmente a
inferior, e foram encontradas também na lingua, no palato, na mucosa bucal e nos
labios. Ha discreta predilecéo pelo género feminino (AKRISH, 2011; MIGUEL et al.,
2003; NEVILLE et al., 2016; SHAPIRA; MEDINA; ZULUAGA, 2010; SONALIKA et al.,
2014).

Quanto ao tamanho, pode apresentar um diametro inferior a 1 cm e ter
duragédo de um longo periodo e com coloragédo de aspecto normal (NIKITAKIS et al.,
2013; PANDITA et al 2014; SABARINATH; SIVARAMAKRISHNAN;
SIVAPATHASUNDHARAM, 2012).

O FCG é muitas das vezes confundido clinicamente com o papiloma e

fiboroma devido sua superficie papilar e a sua natureza fibrosa respectivamente.
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Também é citado como diagndstico diferencial o granuloma piogénico e lesédo central
de células gigantes (KUO et al., 2009; TOLENTINO; CENTURION; DAMANTE,
2009). A hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI) também pode ser utilizada como

diagndstico diferencial, devido a sua natureza fibrosa (NIKITAKIS et al.,2013).

2.2 Aspectos microscopicos do FCG

Em 1974 Weathers e Callihan descreveram microscopicamente que o
FCG é composto, em grande parte, de tecido conjuntivo fibroso, geralmente
dispostos vagamente, as vezes até mixomatoso, mas ocasionalmente maduro. A
vascularizagdo é geralmente proeminente, com capilares e vénulas bem formadas,
nao existindo proliferacdo endotelial. A inflamacéao, € composta de células agudas e
cronicas. A caracteristica diagnostica € a presenca de ceélulas gigantes em grande
volume, de formato angulado e estrelado. Essas células apresentam citoplasma
basofilico e granular, contendo alguns vacuolos. Geralmente ha um unico nucleo,
mas dois sao frequentemente vistos. O nucleo é grande, redondo a oval e vesicular,
com um padrdo de cromatina granular fino e uniformemente distribuido e geralmente
contém um nucléolo grande. Algumas células podem conter até oito nucleos,
formando células gigantes multinucleadas. As células sdo mais numerosas apenas
abaixo do epitélio, mas podem estar presente em todo o tumor. Em relagcdo ao
epitélio sobrejacente, é periodicamente atrofico e acantético (WEATHERS;
CALLIHAN, 1974).

Sendo assim, os trabalhos que posteriormente foram publicados
descrevem que o FCG exibe -caracteristicas microscopicas composta por
revestimento epitelial pavimentoso estratificado hiperplasico, tecido conjuntivo
fibroso geralmente arranjado frouxamente, com auséncia de inflamacgao e presenca
de células gigantes mono, bi e multinucleadas, fusiformes ou estreladas na lamina
propria papilar (CAMPOS; GOMEZ, 1999; JIMSON; JIMSON, 2013; MAGNUSSON;
RASMUSSON, 1995; MIGUEL; RONINSON; HUME, 1997; MIGUEL et al., 2003;
ODELL; LOCK; LOMBARDI, 1994; OKAMURA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016
SANTOS et al., 2011; TOLENTINO; CENTURION; DAMANTE, 2009).

2.3 Tratamento do FCG
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O tratamento para o FCG é excisédo cirurgica conservadora. O progndstico
€ bom e a recorréncia é rara, no entanto o acompanhamento a longo prazo é
necessario para verificar se ha recorréncia (BAGHERI et al., 2015; JIMSON;
JIMSON, 2013; NIKITAKIS et al., 2013; PANDITA et al., 2014).

2.4 Imuno-histoquimica e métodos de coloragao para identificar a origem das células

gigantes

Alguns estudos estdo sendo feitos com o objetivo de analisar mais sobre
as ceélulas multinucleadas no FCG e outros que comparam com a HFI. A imuno-
histoquimica € umas das técnicas utilizadas para buscar a origem das células
gigantes no FCG.

A tabela 1 representa alguns dos imunomarcadores utilizados nos estudos
em FCG.
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Tabela 1- Imunomarcadores utilizados em pesquisas no FCG e relagdo dos autores que os utilizaram

Magnu
sson

Okamu Santos | Jimson Oliveira

ra et et al.
etal., etal., etal., etal,, etal., y
1994 etal., 1999 2003 al., 2016

1995 2009 2011 2013

Odell Campos | Miguel

Marcadores

Vimentina X X X X X X

S-100
o SMA
CD- 68
Desmina
PCNA X X
Fator Xllla X X
Triptase X X
HHF- 35 X X

Neurofilamento X X

Antigeno
Comum de X X
Leucocitos

5B5
CD- 31 X

Ki 67 X
MNF- 116 X
GFAP X

Citoqueratina X

Peroxidase
Indireta
Prolil 4

hidroxilase

Bax
BCL 2
P63

CD-34
Anti-
metaloprotease- X
1
Anti-
Metaloprotease- X
2

Fonte: Do autor.

X
X
X
X

X

X X X X

Foi verificado quantos casos cada estudo utilizou e os resultados obtidos.
A tabela 2 permite a compreensdo se houve positividade ou nao dos
imunomarcadores. Os estudos estdo em ordem cronoldgica e os resultados
expressam apenas a conclusdo da imuno-histoquimica realizada, é importante

salientar esse ponto, uma vez que alguns autores nao realizaram somente imuno-
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histoquimica mas também a técnica histoquimica, entretanto representamos aqui em

tabela os resultados que propomos investigar.

Tabela 2- Resultados das pesquisas imuno-histoquimicas realizadas em FCG

Literatura Casos utilizados Resultados
(-) MNF-116, S-100, GFAP,
Neurofilamento, Desmina, a SMA, CD
Odell et al., 16 casos de FCG 31, CD 68. O fator XIllI a foi positivo em
1994 1 de 10 casos. O 5B5 positivo em 8 de
10 casos e Vimentina , positivo nos 16
casos.
(+) Vimentina (-) S-100, Neurofilamento,
I\gtagruf;:; 103 casos de FCG Citoqueratina e antigeno comum de
” leucécitos
8 casos de cada: GP, epulis fibroso,
epulis fibroso calcificante, granuloma de
Miguel et células gigantes periféricas, FCG (quatro (-) Peroxidase indireta
al., 1997 gengivais, quatro ndo gengivais),
hiperplasia de protese dentaria e pdlipo
fibroepitelial
Campos et (+) Vimentina (-) Antigeno de leucocito
al.. 1999 FCG comum, triptase, HLA- DR, a SMA, CD
" 68, Xllla, S-100
Miguel et 10 casos de FCG, 10 de HFl e 10 de O HHF-35 foi positivo em 2 casos e
al., 2003 Fibroma maioria foi positiva para Vimentina
(+) Vimentina e prolil 4-hidroxilase. A
maioria das células gigantes foram
Okamura et 1 caso de FCG negativas para S-100, HHF-35, CD 68,
al., 2009 CD 34, a SMA ,p 63, Bcl-2 e
ocasionalmente positivas para Bax e
frequentemente positivas para PCNA.
Santos et 30 casos de FCG, 30 de HFl e 10 de A pqrcentaqem da !nteragao entre
al..2011 mucosa oral mastdcitos e celulag gigantes estreladas
’ em GCF foi de 59,62%
J;Tszc;oqgt 1 caso de FCG (+) vimentina e P%I\?IA (-) desmina e Ki
Aumento da percentagem de vasos
Oliveira et 22 casos de cada: FCG, HFI e mucosa sanguineos imunopositivos a
al., 2016 oral metaloproteinase-1 em globulos
gigantes.
Nota: FCG: Fibroma de células gigantes.

HFI: Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria.
GP: Granuloma Piogénico.
(+) : Positivo.

():

Negativo.
Fonte: Do autor.
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O imunomarcador mais utilizado é vimentina que marca a linhagem
mesenquimal, os autores Campos e Gomez (1999), Jimson e Jimson (2013),
Magnusson e Rasmusson (1995), Miguel et al. (2003), Odell, Lock e Lombardi
(1994) e Okamura et al. (2009) ja utilizaram e encontraram positividade nos casos
de FCG. Por expressar a vimentina, as células gigantes mono, bi ou multinucleadas
estreladas podem ter uma possivel natureza fibroblastica.

O marcador S-100 da familia de proteinas acidas que se ligam ao calcio,
sdo expressas em um amplo espectro celular como macrofagos e neutrofilos
astrocitos, melandcitos, ceratindcitos, células perineurais e células neuroenddcrinas,
dentre outras (TAKANO, 2007).

A proteina S- 100 foi utilizada por Campos e Gomez (1999), Magnusson e
Rasmusson (1995), Odell, Lock e Lombardi (1994) e Okamura et al. (2009) e exibiu
negatividade, o que ocorreu também com o neurofilamento dos casos de Magnusson
e Rasmusson (1995) e Odell, Lock e Lombardi (1994), onde descarta- se a origem a
partir de nervos periféricos.

A origem miofibroblastica das células gigantes vem sendo descartada ao
longo das pesquisas. O estudo de Odell, Lock, Lombardi (1994) utilizou o MNF 116,
a a-actina de musculo liso (a SMA) e o CD- 68 e ndo detectaram imunopositividade
para estes marcadores. Campos e Gomez (1999), também obtiveram negatividade
para a a SMA e o CD- 68, resultados estes que levaram os autores a excluirem a
possibilidade de uma origem miofibroblastica e de linhagem macrofagica
possivelmente de células de Langerhans ou linfocitica respectivamente para esta
lesdo. No caso de FCG relatado por Okamura et al. (2009), a maioria das células
gigantes foram negativas para a a SMA, CD- 68 e HHF- 35. Os autores Miguel et al
(2003), estudaram a expressdo imuno- histoquimica do HHF-35 em 10 casos de
FCG, 10 de HFI e 10 da mucosa oral e concluiram que por expressar positividade
em 2 casos no FCG n&o ha participagdo miofibroblastica significativa na
etiopatogenia. A negatividade da desmina relatada por Jimson e Jimson (2013) e
Odell, Lock, Lombardi (1994) também descarta esta origem.

Odell, Lock e Lombardi (1994) encontraram positividade para o fator Xllla
em 1 de 10 casos estudados, entretanto no trabalho de Campos e Gomez (1999) a
negatividade para o fator Xllla, exclui a possibilidade de originarem de fenétipo

dendrocitico.
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Os autores Magnusson e Rasmusson (1995) que avaliaram 103 casos de
FCG em mucosa oral obtiveram pela analise imuno-histoquimica negatividade para
citoqueratina, antigeno comum de leucdcito. Posteriormente, Campos e Gomez
(1999) relataram a negatividade imuno-histoquimica do antigeno comum de
leucécito descartando a hipdtese das células estreladas do fibroma de células
gigantes serem originadas da linhagem macrofagica.

O trabalho de Miguel, Robinson e Hume (1997) demonstrou, por meio de
métodos histoquimicos (Hematoxilina de Verhoeff) para marcagao de fibras elasticas
e imuno- histoquimicos (Peroxidase Indireta) para marcagéo da elastina, a auséncia
de fibras elasticas na matriz extracelular dos fibromas de células gigantes, em
contraste com sua abundancia em pdlipos fibroepiteliais e hiperplasias fibrosas
inflamatérias.

O caso de FCG relatado por Okamura et al. (2009) mostrou forte
positividade para Prolil 4-hidroxilase, independentemente do numero de nucleos e
processos citoplasmaticos. A maioria das células gigantes foram negativas para
CD34 e p63 e frequentemente positivas para PCNA. Jimson, Jimson (2013) também
utilizaram o PCNA em 1 caso de FCG e encontraram positividade, indicando
auséncia de mitose e negatividade de Ki- 67. Ainda sobre o casos de Okamura et al.
(2009), no citoplasma foi encontrado ocasionalmente positividade para Bax e
negatividade para Bcl-2.

O trabalho de Frascareli et al (2009) utilizando os métodos Hortega,
Tricrémico de Azan, Vermelho Congo e Weigert Van Gieson comparando 11 casos
de fibroma de células gigantes e 11 de hiperplasia fibrosa inflamatéria, evidenciou
que as fibras elasticas sdo mais abundantes no FCG, e que apesar das células
gigantes serem diferentes morfologicamente dos fibroblastos mononucleares, eles
preservam as caracteristicas funcionais dos fibroblastos mononucleares observados
na hiperplasia fibrosa inflamatoria. A negatividade para o vermelho Congo,
caracterizou que as células gigantes nao resultaram de degeneragao, e ndo houve
diferenca na positividade para Tricrébmico de Azan, quando comparado o FCG com
HFI, demonstrando que o colageno produzido pelos fibroblastos multinucleados tem,
aparentemente, as mesmas caracteristicas e propriedades bioquimicas daqueles
sintetizado por fibroblastos mononucleares comum, ou seja, ndo ha alteragéo

funcional dos fibroblastos gigantes com os mononucleares.
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Santos (2011), realizou analise imuno-histoquimica da triptase em
mastocitos no FCG e na HFI, e encontrou menos mastocitos no FCG do que na HFI.
Houve uma relagédo entre os mastécitos e as células gigantes do FCG e nas areas
de fibrose das duas lesbes. Os mastécitos estavam em menor quantidade na regiao
perivascular no FCG, justificado pelo autor como a possibilidade de menor
vascularizacido dessa lesdao comparada a HFI.

A comparacdo e estudo imuno-histoquimico de 66 casos de FCG, HFI e
mucosa normal sendo 22 casos de cada, feito por Oliveira et al. (2016), utilizou os
anticorpos anti-metaloproteinase-1 e anti-metaloproteinase-8. Ndo foram observadas
diferencas significativas nas células inflamatorias, nos fibroblastos e na area total
das metaloproteinase-1 e -8 entre os trés grupos, a metaloproteinase-1
aparentemente atua dentro da patogénese do FCG e HFI.

Estudo feito por Schmidt et al. (2016), com o objetivo de verificar as
diferencas nas fibras colagenas de fibroma de células gigantes e hiperplasia fibrosa
inflamatdéria em comparagdo com a mucosa normal da boca empregando o método
de coloragao prico-sirius concluiu que as fibras colagenas tipo | e Ill nos trés grupos
teve distribuicdo semelhante, o que, segundo os autores, indica que o processo de
maturacdo de colageno ocorre normalmente nas duas lesdes, sendo que o colageno
tipo | foi identificado no fibroma de células gigantes em individuos com menos de
41,5 anos de idade.

2.5 Angiogénese

A angiogénese ¢é definida como a formag¢ao de novos vasos sanguineos a
partir dos vasos sanguineos existentes. Ocorre em processos fisiologicos e
patoloégicos, incluindo embriogénese, cicatrizagcdo de feridas, inflamacéo e
crescimento do cancer e metastase (FOSSLIEN, 2001; JAMSHIDI et al., 2014;
PEREIRA; DODAL; TAMGADGE; BHALERAO; TAMGADGE, 2016). Em adultos é
considerada uma das mais importantes reagdes estromais (SWELLAN et al., 2005).

A angiogénese patologica é muitas vezes associada com rede de capilares
caracterizados por vasos tortuosos, mal formados, altamente permeaveis e instaveis.
E provavel que estes efeitos sejam importantes para uma resposta inflamatdria
temporaria ou reparadora, como uma forma de montar uma resposta imune inata
(BREEN et al., 2007).
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O crescimento da neoplasia depende da angiogénese, as propriedades
das células tumorais para liberar fatores angiogénicos e antiangiogénicos s&o
essenciais para a neovascularizagado induzida por tumores (MOGHADAM; ABADI;
MOKHTARI, 2015)

A Angiogénese ndo pode ser medida diretamente, mas pode ser
mensurada por microscopia de luz, através da quantificagdo dos vasos sanguineos,
onde eles estdo em maior densidade. Sua presenca pode ser evidenciada utilizando
anticorpos com afinidade por epitopos especificos para célula endotelial (SWELLAN
et al., 2005).

A densidade vascular média (DVM) é uma analise quantitativa da
microvasculatura da angiogénese, que envolve a coloragdo imuno-histoquimica de
células endoteliais de capilares utilizando anticorpos monoclonais: CD31, CD34 e
CD105 e anticorpos como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
(JAMSHIDI et al.,2014; PEREIRA et al., 2016).

Os anticorpos mais comuns utilizados para a coloracdo de microvasos até
agora sao o fator VI, CD31 e CD34 (GARCIA et al., 2009; KUKREJA; KAPOOR,;
DESHMUKH; KULKARNI, 2013). Os anticorpos CD 31, CD 34 e fator VIl sao
considerados pan-endoteliais e utilizadas para todas as paredes vasculares, as ja
presentes no tecido tumoral e as neoformadas (AGARWAL et al., 2014; GARCIA et
al., 2009; NETTO; BLEIL; ARLETE; COUTINHO, 2008).

O CD 34 é um proteoglicano na superficie das células endoteliais e da
medula 6ssea e é considerado como uma molécula de adesdo e como um marcador
pan-endotelial. E um marcador de células hematopoiéticas primitivas e células
endoteliais que qualquer estrutura celular isolada ou agrupada, com ou sem lumen,
quando imunomarcada pelo CD 34 é considerada um vaso sanguineo (GARCIA et
al., 2009; JAMSHIDI et al., 2014; PEREIRA; DODAL; TAMGADGE; BHALERAO;
TAMGADGE, 2016).

Alguns pesquisadores acreditam que o CD34 nao pode fazer uma
distingao entre os vasos sanguineos primarios do hospedeiro e a neo-angiogénese.
No entanto o CD 34 é expresso nas células endoteliais normais e neoplasicas dos
vasos sanguineos. E empregado como marcador vascular seletivo para a avaliagdo
quantitativa da angiogénese em varias lesées quanto as suas aptiddes e facilidade
de uso (JAMSHIDI et al., 2014; NETTO; BLEIL; ARLETE; COUTINHO, 2008).
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O CD 34 é particularmente sensivel a angiogénese tumoral, pois pode
apresentar claramente o estado de neovascularizagado durante o crescimento de um
tumor (CHEN et al., 2015)

Weathers e Callihan em 1974 relataram que em sua analise de 108 lesbes
de FCG a vascularizagao era geralmente proeminente, com capilares bem formados.
No trabalho feito por Oliveira et al. (2016), utilizando os anticorpos anti-
metaloproteinase-1 e anti-metaloproteinase-8 em HF| e FCG, foi discutido a possivel
agao da anti-metaloproteinase-1 nos vasos sanguineos promovendo a angiogénese.
Este efeito pré-angiogénico serve para a proliferagdo de fibroblastos que sintetiza a
matriz extracelular na superficie estromal, resultando em deposi¢gdo excessiva de
colageno e causando um aumento de volume nessas lesdes. Sugerindo que o
possivel papel angiogénico pode estar relacionado a HFI, mas ndo ao FCG, que se
caracteriza histopatologicamente segundo os autores, por tecido conjuntivo exibindo
escassa ou moderada vascularizagao.

O aumento anormal do numero de células de um tecido neoplasico cria um
paralelo entre as lesdes neoplasicas e as hiperplasias, lesbes de outra natureza.
Enquanto a patogénese das hiperplasias esta fundada no estimulo da proliferagao
celular como forma de resposta adaptativa de um tecido exposto a determinado
estimulo, no caso de neoplasias o crescimento do tecido neoplasico persiste mesmo
com a interrupcdo do estimulo original (FRANCO et al., 2015) Para que um
determinado grupo de células de uma neoplasia consiga manter um crescimento
sustentado é necessario que exista uma fonte de suprimento sanguineo especifico e
constante (PINHO, 2005).

Nao ha na literatura até o momento, pesquisas sobre vascularizagcdo do
FCG, as pesquisas realizadas tiveram énfase nas células gigantes uni, bi e
multinucleadas. Também nao ha estudo imuno-histoquimico utilizando o anti-CD 34
para esta finalidade em FCG. Sendo o FCG uma neoplasia, a vascularizagao

também deve ser investigada.
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3 OBJETIVOS

S&o objetivos da pesquisa:

Analisar e discutir os dados clinicos e aspectos microscopicos de 25 casos
de FCG corados em hematoxilina e eosina.

Avaliar a densidade vascular média por meio do anti-CD 34 em 25 casos
de FCG do Laboratorio de Patologia Bucal do Departamento de Patologia
e Parasitologia da Universidade Federal de Alfenas e comparar os

achados entre as lesoes estudadas.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia deste trabalho foi desenvolvida apds revisédo de literatura e

assim como as questdes éticas estdo descritas abaixo.

4.1 Questodes éticas

O presente estudo foi desenvolvido apds apreciacdo e aprovagao pelo
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da UNIFAL-MG sob
numero de parecer 1.854.077 (ANEXO A).

4.2 Casuistica e selecao da amostra

Os laudos com diagnéstico de FCG foram selecionados a partir do arquivo
de laudos anatomopatolégicos bucais do Laboratério de Patologia Bucal do
Departamento de Patologia e Parasitologia da Universidade Federal de Alfenas.
Foram incluidos os casos de FCG diagnosticados no periodo de janeiro de 1997 a
dezembro de 2016.

Os dados clinicos das fichas de solicitacdo de laudo anatomopatoldgico
foram utilizamos para o estudo e incluiam: género, cor da pele, idade do paciente,
tamanho da les&o, coloracdo da lesdo, sua duragao, sintomatologia, presenca de
trauma, localizagéo, diagndstico clinico, tipo de biopsia e medida macroscopica da
peca cirurgica.

O diagnéstico microscopico da lesdo baseou-se no exame das laminas
coradas com hematoxilina e eosina, seguindo os critérios microscépicos dos autores
MAGNUSSON; RASMUSSON, 1995; SANTOS, 2008; KUO et al., 2009; SCHMIDT
et al., 2016.

Os critérios de exclusdo foram material insuficiente para analise, bloco de

parafina inadequado para cortes histolégicos e casos com intensa inflamagao.
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4.3 Coloragdo em hematoxilina e eosina

Os cortes microscopicos de 5 uym de espessura foram obtidos dos blocos
de parafina e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) seguindo-se os
procedimentos histotécnicos de rotina do Laboratorio de Anatomia Patolégica Bucal
da UNIFAL-MG, e montados em laminas de vidro. Todo esse procedimento foi
realizado pela equipe do Laboratério de Patologia Bucal da UNIFAL-MG. Os
pesquisadores selecionaram a amostra a partir destas laminas que ja estavam

prontas por meio dos critérios de inclusao e excluséo.

4.4 Analise microscopica: laminas coradas em hematoxilina e eosina

A analise microscopica foi realizada separadamente por dois
examinadores previamente calibrados (a pesquisadora responsavel pelo trabalho e o
professor patologista responsavel pelo laboratério), utilizando-se um microscépio
Optico binocular (AxioLab A1 Plus- Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

As laminas coradas em HE foram analisadas com base nos critérios de
inclusdo e exclusdo em microscopio de luz com objetiva de 20X. Por meio de uma
analise em todos os cortes observamos se o epitélio era hiperplasico ou atroéfico,
paraqueratinizado ou ortoqueratinizado, cristas epiteliais ausentes, curtas ou longas,
lAmina propria muito pouco, pouco ou moderadamente celularizada, quantidade de
vasos sanguineos, vasos sanguineos dilatados e/ou hiperémicos, fibras colagenas
delicadas ou espessas, infiltrado inflamatério ausente, discreto ou moderado. Nos
casos de FCG, foi observado a quantidade de células gigantes e de nucleos.

Os casos discordantes foram revistos em conjunto e os resultados obtidos
por consenso.

4.5 Reagao imuno-histoquimica

As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas a partir dos mesmos

blocos de parafina utilizados para coloragcdo HE. Devido a material insuficiente nos
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blocos de parafina das 25 lesdes que foram analisadas microscopicamente, 5 foram
excluidas.

Para a imunomarcagao de vasos sanguineos foi utilizado o CD 34 (QBend
10) Dako. As informacdes referentes ao anticorpo primario tais como: especificidade,

clone, diluicdo, tempo de incubacéo e fornecedor estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3- Anticorpo primario utilizado na reagao imuno-histoquimica

Especificidade Clone Diluicao Tempo de Incubacao | Fornecedor

Anti-CD34 QBENd-10 1:200 18 hs a 2-8°C Dako

Fonte: Do autor.

Foram utilizados para as reagdes imuno-histoquimicas cortes
microscopicos de 3 ym de espessura montados em laminas de vidro silanizadas.
Apos a desparafinizacdo e a reidratacdo, as amostras foram submetidas a
recuperacdo antigénica com a finalidade de recuperar os sitios antigénicos
mascarados pela fixacio e inclusao do tecido em formol e parafina. Para este fim, as
ldminas foram imersas em citrato de sddio pH 6,0, temperatura de 118° C por 2
minutos e submetidas a resfriamento até 90° C por 10 segundos em panela de
pressédo Pascal e lavadas em agua destilada. Em seguida, o bloqueio da peroxidase
enddgena dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar reagdes inespecificas.
Para tanto, as laminas foram imersas em solugdo de perdxido de hidrogénio a 5%
em tampao fosfato-salino (PBS). Posteriormente foram lavadas em agua destilada,
realizou-se a delimitacdo dos cortes com caneta hidrofébica e lavagem em PBS. A
imunodetecgao das proteinas de interesse foi realizada utilizando o anticorpo anti-
CD 34. A solugao contendo o anticorpo foi adicionada sobre os cortes teciduais,
individualmente, e as laminas foram mantidas encubadas no anticorpo primario a 2-
8° C overnight. A seguir, as ldaminas foram lavadas em PBS e os cortes histologicos,
ficaram sob o Envision Flex HRP Dako, por 40 minutos em temperatura ambiente. As
ldaminas foram lavadas em PBS e a detecgao foi realizada utilizando DAB liquido
DAKO, 5 minutos. Posteriormente foi realizada lavagem em agua comum, contra-
coloracdo dos cortes histologicos em solugdo de Hematoxilina de Harris por 3
minutos, lavados novamente em agua comum, desidratagcdo das mesmas atraves de
imersdes em concentragdes crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol

absoluto), diafinizagdo em xilol e montados em Entellan Merck. O controle negativo
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foi realizado com Dako Mouse IgG1. Os controles positivos e negativos foram

executados simultaneamente com a amostra.

4.6 Analise microscopica: laminas submetidas a reagcao imuno-histoquimica

A analise microscopica e a avaliagao imuno-histoquimica foram realizadas
utilizando-se um microscopio Optico binocular (AxioLab Al Plus- Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) contendo uma lente objetiva AxioCam MRc de 40X/0,65, resultando num
aumento final de 400X.

Para a contagem dos vasos foram considerados os critérios adaptados de
Tao et al. (2007) e Weidner (1995), em que foram considerados como vasos
qualquer célula ou aglomerado de células endoteliais, localizados adjacentes a
estruturas vasculares e que estavam claramente separadas dos microvasos e
marcadas pelo anticorpo anti-CD34, apresentando coloragdo marrom-acastanhada.
Estruturas ramificadas foram contadas apenas como um vaso, a menos que
existisse uma descontinuidade na estrutura. No entanto, uma unica célula positiva
nao foi contada como microvaso. A avaliagao foi feita por areas com presenca de
vasos sanguineos, com a captura de imagens por meio do Programa AxioVision 4
Module Interactive Measurement, versdo de software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl
Zeiss Light Microscopy) em 6 campos, sendo 3 campos em regiao subepitelial e 3
campos em regidao profunda (regido abaixo da subepitelial), sendo que o numero de
campos foram adaptados dos trabalhos de Kukreja et al. (2013), Jamshidi et al.
(2014), Pereira et al. (2016). (FIGURA 1)
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Figura 1- llustragdo da captura dos campos utilizando o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha).

Fonte: do autor.

Em seguida os vasos foram contados manualmente em campos de hot
spots em 400x de ampliagao. A densidade de microvasos foi expressa como a média

do numero de vasos pela area (56mm?).(FIGURA 2)

Figura 2- Contagem manual dos vasos sanguineos (x em vermelho) feito no
Programa AxioVision 4.
Fonte: Do autor.
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4.7 Analise Estatistica

Apds a realizagao da metodologia descrita, os registros das informacoes
foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha eletrénica no
Microsoft Excel. As analises estatisticas dos aspectos clinicos e microscépicos
corados em HE foram realizadas utilizando o Software SPSS versao 20, para obter a
frequéncia e porcentagem dos critérios observados. Para a analise estatistica da
DVM dos cortes submetidos a imuno-histoquimica do CD 34 e para verificar a
relacdo da DVM com o numero de células gigantes, foi utilizado o teste n&o-
paramétrico de Mann-Whitney.
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Apos as analises, obtivemos os resultados que estao representados por

tabelas e graficos a seguir.

5.1 Aspectos clinicos

O levantamento dos dados clinicos do FCG com as informagdes de

género, cor da pele, idade, sintomas, duragao e trauma encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4- Informagdes sobre os pacientes e histéria da doenga atual

Caso | Género | Cordapele | Idade | Sintomas | Duragio | Trauma

1

0 ~NovubhowbdD

10

1
12
13
14

15

16
17
18

19
20
21
22
23
24
25

F

T m TS

< mZTmm T

STt mZ

Leocoderma

Leocoderma

Leocoderma
Leocoderma
Leocoderma

Leocoderma

Leocoderma

Leocoderma
Leocoderma

Leocoderma

Leocoderma

Melanoderma
Leocoderma
Melanoderma
Leocoderma

10

15
19

39

32
60

56

49

61
58
54
41

78

74

59

Assintomatica

Assintomatica
Assintomatica

Assintomatica
Assintomatica
Assintomatica

Assintomatica

Assintomatica

Assintomatica

Assintomatica
Assintomatica

Assintomatica

Assintomatica
Assintomatica
Assintomatica

Assintomatica

Assintomatica
Assintomatica

8 meses

1 més

2 anos
6 meses
8 meses

5 anos

3 meses

1 ano

1 ano

8 anos
"alguns
meses"

2 anos

5 anos
" varios
anos"

4 meses
1 ano

Friccéo da
lingua
Ausente

Ausente
Defeito de
prétese

Por

mordida
Protese
Removivel

Prétese
total

Nota: F: feminino.
Fonte: Do autor.

Observando o Grafico 1, percebe-se que 17 casos eram

M: masculino

--: dado nao fornecido

feminino (68 %) e que 8 casos eram do género masculino (32%).

do género
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Grafico 1- Frequéncia e porcentagem de género

8 (32.0%)

17 (68,0%)

Feminino  Masculino
Fonte: Do autor.
Quanto a cor da pele, 13 casos eram leocoderma e 2 eram melanoderma
(52% e 8% respectivamente), sendo que 10 casos (40%) nao foram fornecidos este
tipo de informagao. Desta forma, 86,7% dos laudos que continham esta informagéo

correspondiam ao tipo leucoderma e 13,3% eram melanoderma (TABELA 5).

Tabela 5- Frequéncia e porcentagem sobre a cor da pele

Porcentagem
Cor da pele Frequéncia Porcentagem
Valida*
Leucoderma 13 52,0 86,7
Melanoderma 2 8,0 13,3
Nao fornecido 10 40,0
Total 25 100,0 100,0

* Porcentagem dos casos que continham a informagao sobre cor da pele
Fonte: Do autor.

Para melhor compreenséao, a idade dos pacientes foi dividida em décadas. A
Tabela 6 demonstra que dos 25 casos estudados, 16 continham essa informacgao. A

faixa de 51-60 anos teve maior frequéncia com 31,3% dos 16 casos.
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Tabela 6- Frequéncia e porcentagem sobre idade

Porcentagem
Idade (anos) Frequéncia Porcentagem
valida*

0-10 1 4,0 6,3

11-20 2 8,0 12,5

21-30 0 0 0

31-40 2 8,0 12,5

41-50 3 12,0 18,8

51-60 5 20,0 31,3

61-70 1 4,0 6,3

71-80 2 8,0 12,5
N&o fornecido 9 36,0

Total 25 100,0 100,0

* Porcentagem dos casos que continham a informagao sobre idade
Fonte: Do autor.

A sintomatologia também foi investigada e 18 casos eram assintomaticos
(72%). Os demais 28% corresponderam aos casos que o0s profissionais néo

enviaram esta informacao (TABELA 7).

Tabela 7- Frequéncia e porcentagem sobre sintomatologia

Sintomatologia Frequéncia Porcentagem
Assintomatico 18 72,0
N&o Fornecido 7 28,0
Total 25 100,0

Fonte: Do autor.

Sobre a duragao da lesdo, como observado anteriormente na Tabela 4,
9 dos 25 arquivos ndo continham esta informacao, sendo que aqueles em que foram
fornecidos, relataram casos de meses, anos, com lesdes de duracido de até 5 e 8
anos. A pesquisa nos arquivos sobre trauma, também foi realizada, entretanto como
observado na Tabela 4, somente 7 informaram este aspecto. Sobre os traumas
citados, 3 casos estavam relacionados a protese, 1 por fricgdo de lingua, 1 por

mordida e 2 relataram auséncia de traumatologia.
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Dos laudos de FCG também foram extraidas as informacdes de

localizagédo, coloragdo, tamanho, diagndstico clinico, tipo de biopsia e medida

macroscopica, que estao representadas nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8- Informagdes sobre os dados clinicos

Diagnéstico

Caso Localizagao Coloragao Tamanho o -
Clinico
1 Dorso de Lingua Branca 0,5 mm Hiperplasia Focal
Fibroma/ Granuloma
Gengiva entre 34 e 35 Piogénico/
2 : Normocorada - ;
na lingual Fibromatose
Gengival
Gengiva lingual dos Granuloma
3 dentes 41 e 42 Normocorada 1om Piogénico/ HFI
4 Dorso de lingua Normocorada -- H|pertr9f|a da papila
lingual
5 Dorso de lingua Normocorada -- HFI
6 Palato duro Avermelhada -- HFI e Fibroma
7 Dorso de lingua -- 4 mm Papiloma
8 Apice de lingua - 4 mm HFI
9 Mucosa jugal -- 3x3 mm --
10 . F\"egiéo' retromqlar Branca 5 mm HFI
direita mais para lingual
1 Mucosa jugal Normocorada 0,5cm HFI
12 Mucosa jugal Normocorada 0,5cm HFI Focal
13 Mucosa Jugal Normocorada 1cm HFI
14 Mucosa Jugal Normocorada 1,5x 0,6x mm -
15 Dorso de lingua -- -- HFI
16 Assoalho de boca - -- HFI
17 Fundo de, saco de Normocorada -- HFI
vestibulo
18 Fundo de' saco de Normocorada 1cm HFI
vestibulo
19 Parte mtemg do labio _ _ Fibroma
inferior
20 Lingua Normocorada -- HFI/ Fibroma
Adenoma
21 Palato duro - - Pleomorfico/HFI/
Fibroma
22 Palato mole Esbranquicada -- Papiloma/ Fibroma
23 Lingua Esbranquicada -- HFI/ Fibroma
24 Ml,Jc'osa [ap|al |nfe’r|9r Normocorada 3 mm HFI
préximo a linha média
25 Tuber da maxila Normocorada -- HFI

Nota: -- : dado nao fornecido
Fonte: Do autor.
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Tabela 9- Informagdes sobre bidpsia e medida macroscopica

Caso Biopsia Medld’a . Diagnéstico
Macroscoépica
1 Total 0,5x0,3x0,2 mm FCG
2 - 10x0,8x0,2 mm FCG
3 Total 9x7x5 mm FCG
4 Total 4x3x3 mm FCG
5 Total 3x2x1,5 mm FCG
6 Total 10x9x4 mm FCG
7 Total 3x3x3 mm FCG
8 Total 3x3x2 mm FCG
9 Total 5x4x4 mm FCG
10 Total 10x4x2 mm FCG
1 Total 6x4x3 mm FCG
12 Total 14x3x6 mm FCG
13 Total 6x6x4 mm FCG
14 Total 12x7x5 mm FCG
15 -- 5x4x3 mm FCG
16 -- 30x8x6 mm FCG
17 Total 12x5x8 mm FCG
18 Total 23,2x5,9x5,2 mm FCG
19 Total 5,3x4,5x2,4 mm FCG
20 Total 6,1x4,3x4,3 mm FCG
21 Total 9,2x7,8x3,7 mm FCG
22 Total 0,6x0,5x0,2 cm FCG
23 Total 5,9x5x3,3 mm FCG
24 Total 5,4x4,2x2,5 mm FCG
25 Total 13,7x5,6x4,2 mm FCG

Nota: -- dado ndo fornecido
Fonte: Do autor.

A lingua e a mucosa jugal se revelaram as localizagbes de maior
ocorréncia do FCG, sendo 8 casos (32%) e 5 casos (20%) respectivamente. A regido
de assoalho de boca, retromolar e de tuber da maxila foram os locais de menor

ocorréncia, sendo 1 caso de cada (GRAFICO 2).



Grafico 2- Frequéncia sobre localizagao clinica
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6 8 10

Numero de casos

O tipo de bidpsia realizado também foi investigado, pois podera nos casos

de FCG ser o préprio tratamento, quando removido pela forma excisional. Assim, a

Tabela 10 demonstra que dos 25 casos, 22 (88%) realizaram bidpsia excisional e 3

(12%) nao informaram qual o tipo de bidpsia realizada.

Tabela 10- Frequéncia e porcentagem do tipo de biépsia realizada

Tipo de biépsia Frequéncia Porcentagem
Excisional 22 88,0
Nao fornecido 3 12,0
Total 25 100,0

Fonte: Do autor.

5.2 Aspectos microscopicos

Apds a observagdao das 25 laminas de FCG coradas em HE com

microscopio de luz com objetiva de 20X, foi observado que todos os casos

apresentavam epitélio pavimentoso estratificado.
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Na Figura 3 verifica-se o aspecto do FCG microscopicamente com objetiva
de 10X.

. \ / I 10 gm I
\\._ t 4 i
Figura 3- Aspecto microscopico do FCG com epitélio pavimentoso estratificado e o

tecido conjuntivo fibroso com células gigantes. HE e objetiva de 10X.
Fonte: Do autor.

Observando microscopicamente, o epitélio demonstrou, na maioria dos
casos, ser hiperplasico 22 (88%) e pararaqueratinizado 15 (60%). Algumas lesdes
apresentaram concomitantemente tanto areas de epitélio hiperplasico como

paraqueratinizado, tanto ortoqueratinizado como paraqueratinizado. (TABELA 11).

Tabela 11- Frequéncia e porcentagem do epitélio hiperplasico, atréfico, ortoqueratinizado e
paraqueratinizado
Hiperplasico | Atréfico | Ortoqueratinizado | Paraqueratinizado

Freq. (%) Freq. (%) Freq. (%) Freq. (%)
Sim 22 (88,0) 5 (20,0) 13 (562,0) 15 (60,0)
Nao 3(12,0) 20 (80,0) 12 (48,0) 10 (40,0)
Total 25 (100,0) 25 (100,0) 25 (100,0) 25 (100,0)

Fonte: Do autor.
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Na Figura 4, verifica-se o epitélio pavimentoso estratificado, hiperplasico e

paraqueratinizado.

Figura 4- Aspecto microscopico do FCG com epitélio pavimentoso estratificado,
hiperplasico e paraqueratinizado. HE e objetiva de 20X.
Fonte: Do autor.

Observando as cristas epiteliais, pode-se classificar em ausentes, curtas e

longas. Senso que, 44% dos casos eram longas, ligeiramente mais frequente que as

curtas que corresponderam a 40% dos casos (TABELA 12).

Tabela 12- Frequéncia e porcentagem da presenga e forma das cristas epiteliais

Cristas Frequéncia Porcentagem
Ausentes 4 16
Curtas 10 40
Longas 11 44
Total 25 100

Fonte: Do autor.
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A lamina prépria e a faixa subepitelial foram avaliadas durante a
observacado microscopica e classificadas quanto a quantidade de células em muito
pouco, pouco e moderada. Com base nesses aspectos, 76% e 64% dos casos
apresentaram poucas células na l|amina propria e na faixa subepitelial
respectivamente (TABELA 13).

Tabela 13- Frequéncia e porcentagem de células da I&mina prépria e da faixa subepitelial celularizada

Lamina prépria Faixa subepitelial
Classificagao celularizada celularizada
Freq. (%) Freq. (%)
Muito pouco 1(4,0) 1(4,0)
Pouco 19 (76,0) 16 (64,0)
Moderada 5 (20,0) 8 (32,0)
Total 25 (100,0) 25 (100,0)

Fonte: Do autor.

As fibras colagenas que compde o FCG foram observadas e classificadas
quanto a sua espessura em: delicadas em toda a regido, delicadas na regiao
subepitelial e depois se tornam mais espessas, espessas em toda a regido e
moderadamente espessas. Dos 25 casos de FCG, 18 apresentavam em todo o
tecido conjuntivo fibras espessas (72%). As fibras delicadas n&o foram
predominantes nos casos, pois apenas 2 (8%) apresentavam essa caracteristica. A
Tabela 14 demonstra a frequéncia e porcentagem das quatro caracteristicas de
fibras colagenas.

Tabela 14- Frequéncia e porcentagem das caracteristicas das fibras colagenas

Frequéncia Porcentagem

Delicadas 2 8,0

Subepitelial delicadas,

depois se tornam mais 4 16,0
espessas

Moderamente espessas 1 4,0
Espessas 18 72,0

Total 25 100,0

Fonte: Do autor.
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A Figura 5 apresenta o aspecto microscépico de faixa subepitelial e lamina

propria pouco celularizada e presencga de fibras colagenas espessas.

Figura 5- Aspecto microscopico de faixa subepitelial e lamina prépria pouco
celularizada e presenca de fibras colagenas espessas. HE e objetiva de 20X.
Fonte: Do autor.

Em relagdo a quantidade de vasos sanguineos presentes no tecido
conjuntivo observado, 18 casos (72%) apresentaram pouca ou discreta quantidade
de vasos sanguineos (TABELA 15).

Tabela 15- Frequéncia e porcentagem da quantidade de vasos sanguineos

Quantidade Vasos Sanguineos Frequéncia Porcentagem
Discreto 18 72
Moderado 6 24
Intenso 1 4
Total 25 100

Fonte: Do autor.
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Sobre a hiperemia e dilatacdo destes vasos, foi realizado classificagcdo em:
dilatados e hiperémicos, hiperémicos somente, dilatados e nao-hiperémicos, nem
dilatados e nem hiperémicos. Assim, apds analise, 64% dos casos apresentaram- se

nem dilatado e nem hiperémico (TABELA 16).

Tabela 16- Frequéncia e porcentagem da hiperemia e dilatagdo dos vasos sanguineos

Hiperemia e Dilatagao dos Vasos | Frequéncia Porcentagem
Dilatados e hiperémicos 5 20
Hiperémicos 3 12
Dilatados e n&o-hiperémicos 1 4
Nem dilatado € nem hiperémico 16 64
Total 25 100

Fonte: Do autor.

O infiltrado inflamatdrio foi classificado quanto a sua presenca e
intensidade em: ausente, discreto e moderado, sendo que 15 casos (60%),

apresentaram discreta inflamacao (TABELA 17).

Tabela 17- Frequéncia e porcentagem do infilirado inflamatério

Infiltrado Inflamatério Frequéncia Porcentagem
Ausente 6 24
Discreto 15 60

Moderado 4 16
Total 25 100

Fonte: Do autor.

A quantidade de células gigantes (Tabela 18) e de nucleos (Tabela 19)
foram analisadas e como sera observado nas tabelas a seguir, 60% das lesdes
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apresentavam até 5 células gigantes por campo, 16% de 5 a 10 células e 24% mais
de 10 células. Das 25 lesbes observadas, 48% das células gigantes eram
mononucleadas, 36% mono e binucleadas, 8% eram mono e trinucleadas e 8%

mono, bi e trinucleadas.

Tabela 18- Frequéncia e porcentagem da quantidade de células gigantes
Quantidade de Células Gigantes | Frequéncia Porcentagem
Ateé 5 células 15 60
5 a 10 células 4 16
Mais de 10 células 6 24
Total 25 100

Fonte: Do autor.

Tabela 19- Frequéncia e porcentagem do numero de nucleos

Numero de Nucleos Frequéncia Porcentagem
Mononucleadas 12 48
Mono e binucleadas 9 36
Mono e trinucleadas 2 8
Mono, bi e trinucleadas 2 8
Total 25 100

Fonte: do autor.

Na Figura 6 com objetiva de 40X é observado células gigantes mono e
binucleadas, algumas com morfologia estrelada.
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Figura 6- Aspecto microscopico do FCG com células gigantes mono e
binucleadas, algumas com morfologia estrelada. HE e objetiva de 40X.
Fonte: Do autor.

5.3 Avaliagao da densidade vascular média

A expressado imuno-histoquimica do marcador CD 34 foi positiva nas
células endoteliais em todas as lesbes e em todas as regides (subepitelial e
profunda). A Figura 7 ilustra a expressao do CD 34 nos vasos sanguineos com

objetiva de 10x.
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Figura 7- Expressao imuno-histoquimica do CD 34 em vasos sanguineos no FCG.
Objetiva de 10X.
Fonte: Do autor.

Apds a contagem de vasos, a densidade de microvasos foi expressa como
a média do numero de vasos pela area (56mm?). O teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney verificou que a densidade vascular média da regido subepitelial nas 3 areas
de 56 mm? comparando as lesdes entre si, apresentou a mediana de 6,84 com p.
0.0679. O Grafico 3 ilustra a variagao da DVM na regiao subepitelial nas 20 lesdes

em 56 mm?
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Grafico 3- Variagdo da DVM na regiéo subepitelial (56 mm?2)
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Fonte: Do autor.

Na regido subepitelial, a mediana foi de 0,13 microvasos por mm? O
Gréfico 4 ilustra a variagcao da densidade microvascular na regido subepitelial nas 20

lesbes por mm?2.

Grafico 4- Variagdo da DVM na regido subepitelial (mm?2)
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Fonte: Do autor.

A Figura 8 ilustra o padrao de marcagao do CD 34 nos vasos sanguineos
na regiao subepitelial.
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Figura 8- Expresséo imuno-histoquimica do CD 34 em vasos sanguineos em
regido subepitelial. Objetiva de 40X.
Fonte: Do autor.

A densidade vascular média da regido profunda nas 3 areas de 56 mm?
apresentou mediana de 3,67 com p. 0.0679. O Grafico 5 ilustra a variacédo da

densidade microvascular na regido profunda nas 20 lesdes em 56 mm?.

Grafico 5- Variagdo da DVM na regiéo profunda (56 mm2)

12

1 9,66

9
8,33
8 r
o 7,66
6,66
5,33
433 3,66
. 333 3,66 33,66 3,66 3,66
2,66
2 1,66

|1,33I 1,33 ,
. [ I

1 2 3 456 7 89

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Casos do FCG

Densidade vascular média
[=)]

o]

Fonte: Do autor.
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Na regido profunda, a mediana foi de 0,07 microvasos por mm? O Gréfico
6 ilustra a variagdo da densidade microvascular na regido profunda nas 20 lesdes

por mm?2.

Grafico 6- Variagdo da DVM na regi&o profunda (mm?2)
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A Figura 9 ilustra o padrao de marcagao do CD 34 nos vasos sanguineos

na regiao profunda.
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Figura 9- Expressao imuno-histoquimica do CD 34 em vasos sanguineos em
regido profunda. Objetiva de 40X.
Fonte: Do autor.

Analisando a DVM nas regides com até 5, de 5 a 10 e acima de 10 células
gigantes por campo foi observado na regido subepitelial (p= 0,5133) e regiado
profunda (p= 0,9526) que n&o houve diferenca estatistica do numero de vasos nos
casos com diferentes quantidades de células gigantes. O Grafico 7 demonstra a
DVM em area de 56 mm? dos casos com até 5, de 5 a 10 e acima de 10 células

gigantes por campo na regiao subepitelial e o Grafico 8 na regido profunda.

Gréfico 7- Relacado da DVM com a quantidade de células gigantes (subepitelial)
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Grafico 8- Relagdo da DVM com a quantidade de células gigantes (profunda)
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6 DISCUSSAO

A identificacdo do FCG como uma entidade separada por Weathers e
Callihan acrescentou uma nova dimensdo a discussao, a apresentacao clinica e
epidemiologica da maioria das lesdes fibrosas da boca sdo bastante semelhantes,
assim, a identificagcdo € dependente da diferenciagdo histopatologica (JIMSON;
JIMSON, 2013; PANDITA et al.,, 2014; SABARINATH; SIVARAMAKRISHNAN;
SIVAPATHASUNDHARAM, 2012; WEATHERS; CALLIHAN,1974).

O FCG representa 1% das lesbes orais e 5% de todas as lesdes fibrosas
da boca (PANDITA et al, 2014). A etiologia é incerta, parece ndo estar associada com
trauma ou irritagdo cronica (NEVILLE et al., 2016; OLIVEIRA et al.,2016; SCHMIDT
et al., 2016).

As mulheres tem sido observadas em uma ligeira predominancia da
frequéncia do FCG (MEDINA; ZULUAGA, 2010; MIGUEL et al., 2003; NEVILLE et
al., 2016; SHAPIRA; AKRISH, 2011; SONALIKA et al., 2014). Em nossa analise dos
prontuarios dos pacientes, o género feminino foi o mais acometido (68,0%) e esse
mesmo género foi relatado nos casos de Barboza et al. (2016), Campos et al.
(2010), Medina e Zuluaga (2010), Pandita et al. (2014) e Weathers e Callihan (1974).
Como observado, a frequéncia do género feminino foi o dobro do masculino, o que
difere da “ligeira” predominancia relatada pelos demais trabalhos ja publicados.

Aproximadamente 93-97% dos FCGs se desenvolvem em leocodermas e
apenas 3-7% das lesdes ocorrem em outras ragas (KUO et al.,2009). Os resultados
deste estudo indicaram um predominio para ocorréncia em leucoderma sendo 86,7%
dos casos que continham essa informacéo. Os trabalhos publicados sobre o FCG
até o momento ndo procuraram informar esse critério para que possamos comparar
nessa pesquisa. Em nossa pesquisa foi observado que alguns cirurgides-dentistas
ao encaminhar essas lesdes geralmente ndo disponibilizaram todas as informagdes
como a cor da pele, idade, sintomatologia, coloracéo clinica e tipo de bidpsia
realizada. Isso demonstra ndo s6 para este estudo como também para as outras
lesbes que sdo enviadas para o exame anatomopatoldgico, a necessidade de
estimular os profissionais a disponibilizarem todas as informag¢des do paciente e do
aspecto clinico da lesao, visto que contribuirdo para o diagndstico microscépico,

para o arquivamento do pedido de solicitacdo de exame e para pesquisas futuras.
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O FCG pode ocorrer em qualquer idade, mas apresenta pico de incidéncia
na segunda década de vida, com cerca de 60% das lesbes ocorridas nas trés
primeiras décadas (KUO et al, 2009). Constatou-se na literatura casos de FCG em
uma das trés primeiras décadas nos trabalhos de: Weathers e Callihan (1974)
(prevaléncia nas primeiras trés décadas de vida), em trabalhos de relato de caso
como Swan (1988) (6 anos), Campos et al. (2010) (11 anos), Jimson, Jimson (2013)
(25 anos), Nikitakis et al. (2013) (7 anos), Sonalika et al. (2014) (19 anos) e Butorano
et al. (2015) (24 anos). Em nosso trabalho, a prevaléncia foi na 42 e 52 década de
vida o que ndo € comum, entretanto, ha relatos de caso em pessoas acima de 40
anos de idade, como os de Medina e Zuluaga (2010) (45 anos), Pandita et al. (2014)
(45 anos) e Bagheri et al. (2015) (54 anos).

Frequentemente, o FCG apresenta-se como ndédulo assistomatico
MEDINA; ZULUAGA, 2010; MIGUEL et al 2003; NEVILLE et al., 2016; SHAPIRA;
AKRISH, 2011; SONALIKA et al., 2014). Assim como nos casos relatados por:
Bagheri et al. (2015), Nikitakis et al. (2013), Pandita et al. (2014) e Shapira; Akrish
(2011), em nosso trabalho, a maioria dos casos (72%) eram assintomaticos.

O FCG apresenta-se em uma maior frequéncia em regido de gengiva. Na
Tabela 20 observamos as localizagdes clinicas de maior ocorréncia relatadas em
pesquisas com grandes numeros de casos de FCG. Podemos inferir da tabela, que a
localizagdo mais frequente foi a gengiva, seguida pela lingua e palato mas foram

relatados também na mucosa bucal, nos labios, assoalho de boca e outras regides.
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Tabela 20 - Localizagao clinica de maior ocorréncia do FCG

Kuo
Weathers, Houston Bakos Magnusson et Sabarinath et
Autores TOTAL
et al., (1974) (1982) (1992) al., (1995) etal, al., (2012)
(2009)
Namero de
108 464 116 103 24 21 836
PACIENTES
Localizagao
Gengiva 48 227 32 55 7 14 383
Lingua 18 102 22 24 8 3 177
Mucosa Bucal 16 27 23 12 1 2 81
Palato 16 86 16 4 3 2 127
Labio 2 12 5 1 - - 10
Assoalho de
1 1 1 1 4
boca
Nao
4 7 7 18
especificado
Qutros 3 3 2 16 4 - 28

Fonte: Do autor.

Em nosso estudo as localizagdes foram: assoalho de boca, fundo de
vestibulo, gengiva, labio, lingua, mucosa jugal, palato, regiao retromolar e tuber da
maxila. Observamos assim que a gengiva, a localizagdo mais frequente relatada na
literatura, em nossa pesquisa isso ndo ocorreu, sendo a lingua (8%) e mucosa jugal
(5%) as mais frequentes. O trabalho de Kuo et al. (2009) também obteve a lingua
como a regido de maior ocorréncia. Butorano et al. (2015), Shapira e Akrish (2011) e
Sonalika et al. (2014) relataram casos de FCG em lingua. Entretanto, na literatura,
além desses trabalhos com grande numeros de casos, outros autores também
descreveram em gengiva como: Barboza et al. (2016), Campos et al. (2010), Medina
e Zuluaga (2010) e Nikitakis et al. (2013).

A coloragao do FCG pode-se apresentar de aspecto normal (NIKITAKIS et
al., 2013; PANDITA et al, 2014; SABARINATH; SIVARAMAKRISHNAN;
SIVAPATHASUNDHARAM, 2012;). Neste estudo, a coloracdo clinica foi

predominante normal (13 casos), semelhante a mucosa saudavel, 0 mesmo descrito
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nos trabalhos de: Barboza et al. (2016), Butorano et al. (2015), Medina e Zuluaga
(2010), Pandita et al. (2014), Sonalika et al. (2014) e Swan (1988).

O papiloma e o fiboroma podem ser confundidos com o FCG devido sua
superficie papilar e a sua natureza fibrosa respectivamente. Outras lesdes sao
citadas como diagnostico diferencial: o granuloma piogénico e lesdo central de
células gigantes (TOLENTINO; CENTURION; DAMANTE, 2009; KUO et al., 2009). A
HFI também, devido a sua natureza fibrosa (NIKITAKIS et al.,2013). O caso descrito
por Jimson, Jimson (2013) teve a HFl como um dos diagnésticos clinicos e Pandita
et al. (2014) em seu caso, o fiboroma. Semelhante a estes relatos, o diagnostico
clinico mais citado neste presente estudo foi a HFI seguido por fibroma sendo 18 e 7
casos respectivamente. Segundo Nikitakis et al., 2013, o fibroma tem predilecédo pela
mucosa jugal e é geralmente maior que 1 cm. A HFI tem aparéncia clinica
semelhante, porém a auséncia de células gigantes que sdo achados
histopatolégicos do FCG pode estabelecer o diagndstico.

A excisao cirurgica simples é o tratamento de escolha para o FCG e é
geralmente bem sucedida (BAGHERI et al.,, 2015; JIMSON; JIMSON, 2013;
NIKITAKIS et al., 2013; PANDITA et al 2014). Dos casos que continham essa
informacgéo, 88% foi realizado bidpsia excisional, os autores: Bagheri et al. (2015),
Jimson, Jimson (2013), Kuo et al. (2009), Pandita et al. (2014) e Shapira e Akrish
(2011), também relataram esse procedimento.

As caracteristicas microscoépicas sdo compostas por revestimento epitelial
pavimentoso estratificado hiperplasico, tecido conjuntivo fibroso geralmente
arranjado frouxamente, com auséncia de inflamacao e presenca de células gigantes
mono, bi e multinucleadas, fusiformes ou estreladas na lamina propria papilar
(CAMPOS; GOMEZ, 1999; JIMSON; JIMSON, 2013; MAGNUSSON;
RASMUSSON,1995; MIGUEL; RONINSON; HUME, 1997; MIGUEL et al., 2003;
ODELL; LOCK; LOMBARDI, 1994; OKAMURA et al. 2009; OLIVEIRA et al., 2016;
SANTOS et al., 2011; TOLENTINO; CENTURION; DAMANTE, 2009).
Microscopicamente, neste estudo, o FCG apresentou-se em todos os casos com
presenga de epitélio pavimentoso estratificado. Sendo que esse epitélio demonstrou
na maioria das lesdes ser hiperplasico (88%) e paraqueratinizado (60%). Houve uma
ligeira predominancia de cristas longas (44%). Essas informag¢des demonstram que
as caracteristicas microscopicas do epitélio do FCG ndo diferem de outras lesdes

fibrosas como por exemplo da hiperplasia fibrosa inflamatéria, um crescimento
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reativo focal que assim como o FCG também apresenta microscopicamente, epitélio
pavimentoso estratificado, hiperplasico e queratinizado como descrita pelos autores
Barros; Campos; Cabral (2014); Pedron et al. (2007) e Tolentino; Centurion;
Damante (2009).

O FCG, a HFI e o fibroma constituem algumas das mais frequentes lesdes
fibrosas dos tecidos moles orais. Segundo Miguel et al. 2003, todas as trés lesdes
podem apresentar tecido conjuntivo denso e fibroso. Consentindo com essa
informacao, nossos resultados demonstraram que dos 25 casos, 18 apresentavam
em todo o tecido conjuntivo fibras colagenas espessas e na faixa subepitelial e
l&mina propria 76% e 64% dos casos apresentavam poucas células.

As células gigantes apresentam a principal caracteristica do FCG. Varios
imunomarcadores ja foram utilizados com o intuito de descobrir a origem destas
células. Até o momento, a vimentina foi a mais utilizada, um marcador de células
mesenquimais como os fibroblastos. Segundo os autores Ardila; Guzman, 2010,
Jimson; Jimson, 2013, Miguel et al, 2003, Shapira; Akrish, 2011 e Sonalika, 2014,
por apresentar positividade nos casos de FCG estudados, as células gigantes,
mono, bi ou multinucleadas sugerem possivel natureza fibroblastica. Com a
importancia da presenca destas células para o diagnéstico do FCG realizou-se neste
estudo, a analise destas, onde a maioria das lesées (60% do casos) apresentaram
até 5 células gigantes por campo e 24% mais de 10 células. Este trabalho é o
pioneiro a realizar esse tipo de pesquisa de observacido dos aspectos microscopicos
observando esses parametros, o que inclui a observagao de células gigantes em HE.
Ressalta-se aqui a importancia de realizar mais estudos nesse aspecto, pois as
ultimas investigagdes voltaram-se para a origem das células gigantes e ndo para a
quantidade destas.

As células mononucleares séao mais frequentemente encontradas, mas as
células multinucleadas podem também estar presentes. Estas células sdo mais
proeminentes apenas abaixo do epitélio e s4o menos comuns ou ausente na porgao
central (PANDITA et al., 2014). Das 25 lesdes observadas, 48% das células
gigantes eram mononucleadas, 36% mono e binucleadas, 8% eram mono e
trinucleadas e 8% mono, bi e trinucleadas. Os autores Miguel et al., 2003 e Odell;
Lock; Lombardi, 1994, descreveram que as células gigantes encontradas no FCG
podem ser vistas também em outras lesdes fibrosas bucais, como a hiperplasia

fibrosa inflamatdria, o fiboroma e a papila retrocanina, assim como outras partes do
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corpo, parecendo fazer parte do espectro normal de resposta tecidual a injurias.
Nossos resultados demonstram que € necessario mais estudos com o intuito de
padronizar o numero de células gigantes suficientes para fazer o diagnéstico de FCG
e conhecer o frequente numero de nucleos, ja que outras lesdes fibrosas também
apresentam estas células.

Dentre as caracteristicas microscépicas do FCG, inclui a auséncia ou
presenca de discreta inflamacao, para isso, foram excluidas no inicio da coleta da
amostra os casos que apresentavam intenso infiltrado inflamatério, sendo assim,
60% apresentaram discreta inflamacdo. Pandita et al. (2014) ao observar
microscopicamente um caso de FCG em gengiva, verificou poucas células
inflamatdrias no tecido conjuntivo.

Segundo Brasileiro Filho 2016 e Franco et al.,, 2015, nas inflamagoes
ocorrem alteragbes vasculares o que incluem o aumento dos vasos sanguineos,
hiperemia e congestdo para facilitar a passagem sucessiva de liquido,
macromoléculas de células sanguineas para o intersticio. E, na fase de reparo das
lesdes havera angiogénese para substituir o endotélio lesado. O FCG apresenta
vascularizagdo proeminente especialmente na zona subepitelial (PANDITA et al.,
2014). Em relagdo a quantidade de vasos sanguineos presentes no tecido
conjuntivo observado em HE, 18 casos (72%) apresentaram pouca ou discreta
quantidade de vasos sanguineos. Sobre a hiperemia e dilatagdo destes vasos, 64%
dos casos apresentaram-se nem dilatado e nem hiperémico. Devido a discreta
inflamacdo acima citada e a predominancia de discreta quantidade de vasos
sanguineos e auséncia de hiperemia e dilatagdo vascular, sugere-se que a presenca
dos vasos sanguineos nestas lesdes nao denota uma resposta inflamataria.

A angiogénese em adultos é considerada uma das mais importantes
reacdes estromais (SWELLAN et al.,2005). O crescimento da neoplasia depende de
células tumorais para liberar fatores angiogénicos e antiangiogénicos essenciais
para a neovascularizagao induzida por tumores (MOGHADAM; ABADI; MOKHTAR!I,
2015). A DVM é uma analise quantitativa da microvasculatura da angiogénese, que
envolve a coloragdo imuno-histoquimica de células endoteliais de capilares
utilizando como um dos anticorpos o CD 34 (JAMSHIDI et al.,2014; PEREIRA,;
DODAL; TAMGADGE; BHALERAO; TAMGADGE, 2016). Sendo o FCG um tumor
(JIMSON; JIMSON, 2013; PANDITA et al, 2014; SABARINATH;
SIVARAMAKRISHNAN; SIVAPATHASUNDHARAM, 2012), se fez necessario nesta
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pesquisa além da analise dos vasos sanguineos em HE, a analise imuno-
histoquimica do CD 34, representado pela DVM.

Na regido subepitelial, a mediana da DVM em uma area de 56 mm? foi de:
6,84 com p= 0.0679 (0,13 microvasos por mm?) e na regido profunda: 3,67 com p=
0.0679 (0,07 microvasos por mm?). Com esses valores, o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, demostra que os dados s&o estatisticamente iguais. Isto significa
que, ndo ha variagao entre as 20 lesées quando estudada a DVM seja na regiao
subepitelial ou seja na regidao profunda. Isso demonstra a necessidade de mais
estudos com essa metodologia e maior numero de amostra, visto que nessa
pesquisa, devido aos poucos casos diagnosticados entre os periodos de 1997 a
2016, por ser uma neoplasia que corresponde 1% das lesbes orais, a amostra nao
pode ser maior. Entretanto, apesar dos valores de p., observando nos graficos das
variagbes da DVM foi possivel verificar que entre as lesbes, ha uma variagéao
alternando entre valores de 0,66 a 16 na regido subepitelial e 1,33 a 9,66 em regido
profunda, mas estatisticamente ndo se pode afirmar. Pode haver diferengca de uma
lesdo para outra, com maior quantidade de vasos sanguineos do que comumente se
encontra no FCG? Bem, para se estabelecer esta afirmag¢ao mais estudos deverao
ser realizados, visto que este trabalho foi o primeiro a realizar este tipo de analise.

Como esta lesdo € caracterizada pela presenca de células gigantes,
pesquisamos se lesbes com maiores numeros de células gigantes por campo,
apresentam maiores numeros de vasos sanguineos e observamos na regiao
subepitelial (p= 0,5133) e regido profunda (p= 0,9526) que ndo houve diferenca
estatistica entre o numero de vasos sanguineos nos casos com diferentes
quantidades de células gigantes.

Metaloproteinases de matriz € um grupo bem regulado de proteases que
desempenha um importante papel no remodelamento tecidual e degradac&o da
matriz extracelular em processos angiogénicos (SAITO et al., 2001; STEVENSON et
al.,1999), entre outros. Estas enzimas proteoliticas causam alteragcéo estrutural e
funcional dos componentes da matriz extracelular e sdo produzidas por uma
variedade de tipos celulares, incluindo fibroblastos, macréfagos, neutréfilos e células
endoteliais (HOQUE et al.,1998; STEVENSON et al.,1999; TCHOUGOUNOVA et al.,
2005). Os pesquisadores Oliveira et al. (2016), utilizaram os anticorpos anti-
metaloproteinase-1 e anti-metaloproteinase-8 em HF| e FCG, para discutir a possivel

agao da anti-metaloproteinase-1 nos vasos sanguineos promovendo a angiogénese.
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Este efeito pré-angiogénico serve para a proliferagdo de fibroblastos que sintetiza a
matriz extracelular na superficie estromal, resultando em deposi¢gdo excessiva de
colageno e causando um aumento de volume nessas lesdes. Apos andlise dos
resultados, sugeriram que o possivel papel angiogénico pode estar relacionado a
HFI, mas ndo ao FCG, que se caracteriza histopatologicamente segundo os autores,
por tecido conjuntivo exibindo escassa ou moderada vascularizag&o. Por ainda nao
apresentar trabalhos publicados com a DVM em FCG, ndo podemos estabelecer ou
comparar se a DVM deste trabalho representa uma variacdo baixa ou alta.
Entretanto, sugerimos que novas pesquisas sejam realizadas pois até o0 momento os
estudos voltaram-se para as células gigantes.

A caracterizagao clinico-patoldgica, microscépica e da DVM do FCG se faz
necessario em novas pesquisas por ser uma neoplasia em discussdo com as outras
lesdes fibrosas. Como demostrado neste trabalho, sua localizagdo clinica pode
variar e microscopicamente apesar das células gigantes serem pela literatura, de
origem fibroblastica, pouco se sabe sobre a vascularizagao e até mesmo sua relagéo
com estas células. Os marcadores atualmente utilizados ndo podem diferenciar
células endoteliais em repouso e ativas. Isso enfatiza a necessidade de um
marcador especifico para o0s vasos neoangiogénicos ativos. Também sao
necessarios marcadores para distinguir os vasos normais dos vasos intratumoral e
peritumoral. A pesquisa futura também se beneficiaria com uma padronizacdo do

protocolo de pesquisa.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados concluimos que a caracterizacdo da densidade
vascular média nao foi significativa em relagcao a caracterizagao clinico-patoldgica e
microscopica do FCG. As células gigantes ndo parecem chegar até a lesdo por meio
dos vasos sanguineos. Este trabalho é pioneiro na realizacdo deste tipo de
pesquisa, tornando-se necessario mais investigacoes.

Sugerimos novas pesquisas avaliando o numero de células gigantes
necessarias para estabelecer o diagnostico de FCG e uma analise ultraestrutural
para compreender melhor a presenga destas células. Embora seja uma neoplasia
pouco comum, o seu diagnostico diferencial se baseia em lesdes fibrosas

encontradas frequentemente.
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ANEXO

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALFENAS %?o:l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:ANALlSE DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA DESMINA, MNF116,5-100 E
COLORACAOD PRICO-SIRIUS NO FIBROMA DE CELULAS GIGANTES E NA
HIPERPLASIA FIBROSA INFLAMATORIA

Pesquisador: Joyce Matiele da Silva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 60344316.0.0000.5142

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS - UNIFAL-MG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.554.077

Apresentagdao do Projeto:

Projeto de Mestrado em Ciéncias Odontoldgicas. Versdo 2. O fibroma de células gigantes € considerado
uma lesdo nac neoplasica, onde as ceélulas gigantes mono, bi ou multinucleadas, as células fusiformes e
estreladas representam a sua principal caracteristica. Estas células gigantes néo s&o exclusivas desta
lesdo, sendo encontradas em outras lesbes fibrosas como a hiperplasia fibrosa inflamatdria. esta por sua
vez € considerada um crescimento reativo focal relacionada com a irritacéo crinica causada principalmente
por prioteses ou devido & desajustes oclusais. O objetivo deste estudo & analisar descritiva e
comparativamente a presenca ou auséncia de células gigantes na matriz extracelular, sua quantidade e a
distribuicdo em 50 lestes selecionadas a partir do arquivo de laudos do Laboratdrio de Patologia da
Universidade Federal de Alfenas, sendo os dltimos 25 casos de fibroma de células gigantes e 25 de
hiperplasia fibrosa inflamatoria correspondentes as localizacbes dos casos de fibroma de células gigantes.
Sera utilizado a técnica de coloracdo prico-sirius para evidenciar o colageno e a imuno-histoquimica dos
marcadores desmina, MNF116 e 5-100. Embora tenham ocorrido progressos nas

investigacbes imuno-histoquimicas quanto a origem das células gigantes e sua existéncia nessas lesbes,sua
natureza ainda néo foi estabelecida, sendo necessarias novas pesquisas.

Endereco: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700

Bairro: centro CEP: 37.130-000
UF: MG Municipio: ALFEMNAS
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
ALFENAS %Efnﬂ

Continuagdo do Parecer: 1.854.077

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo sera analisar descritiva e comparativamente por meio da expressio
imunchistoquimica dos marcadores desmina, MNF116 e 5-100 a quantidade e a distribuicdo da
imunomarcacio nas células gigantes de fibroma de células gigantes e de hiperplasia fibrosa inflamatdria e
investigar se ha diferencas nas fibras colagenas nestas lesées pela técnica de coloracio prico-sirius.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos - O risco @ minimo, pois o que pode ocorrer € extravio de material.

Beneficios - Aplicacio dos resultados para a satide humana e melhora da qualidade de vida.
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A metodologia da pesquisa esta muito bem referenciada com trabalhos atualizados. O cronograma de
execucdo estd coerente com os objetives propostos e com o tempo de tramitacdo do projeto.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Projeto de pesquisa: OK;

Termo de dispensa do TCLE: OK;

TCUD: OK;

Termo de Colaboracio: OK;

Folha de rosto: OK:

Autorizacao para realizacado da pesquisa: OK.

Recomendagdes:

Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Colegiado do CEP acata o parecer do relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informactes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 17M11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 794411.pdf 14:15:57
Outros JOYCE_TCUD.pdf 17M11/2016 |Joyce Matiele da Aceito

14:14:10 | Silva
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Outros Termo_de Colaboracao.pdf 21/09/2016 | Joyce Natiele da Aceito
19:56:18 | Silva
Outros Dispensa_do_termo_de consentimento.| 21/09/2016 |Joyce Natiele da Aceito
pdf 19:55:31 | Silva
QOutros Autorizacao_para_Realizacac_da_Pesq| 21/09/2016 |Joyce Natiele da Aceito
uisa.pdf 19:54:49 | Silva
Projeto Detalhado / | Joyce Projeto_de Pequisa pdf 21/09/2016 | Joyce Natiele da Aceito
Brochura 19:54:04 | Silva
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Plataforma.pdf 21/09/2016 |Joyce Matiele da Aceito
19:34:31 [ Silva

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao
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