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RESUMO

A presenca de lesGes proliferativas na cavidade bucal representa um desafio
diagnostico, devido a grande variedade de condigcbes que podem se apresentar
clinicamente de forma semelhante. O granuloma piogénico (GP) € uma dessas lesdes
proliferativas que representa uma resposta exagerada a uma irritacdo cronica de baixo
grau de intensidade, com intensa proliferacéo vascular, cuja patogénese ainda continua
incerta. Clinicamente, se apresenta como p4pula ou nddulo exofitico, eritematoso, de
base séssil ou pediculada e sua principal caracteristica microscopica € a presenca de
intensa proliferacdo vascular. A angiogénese € um fendmeno bastante complexo
regulado por fatores de inibicdo e de estimulacdo da proliferacdo vascular. O
desequilibrio desses fatores leva a uma angiogénese fisioldgica ou patoldgica. O fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma glicoproteina pré-inflamatéria de
45kDa, expressa no citoplasma e membrana de varios tipos celulares, tanto em tecidos
normais como em tecidos alterados, tendo um importante papel em etapas criticas do
processo angiogénico. Constituiu-se proposicdo do presente estudo analisar, através
de imunohistoquimica, a expressdo do VEGF nos granulomas piogénicos,
diagnosticados no Laboratorio de Anatomopatologia Bucal da UNIFAL-MG, e comparar
a imunoexpressao deste marcador com 0s aspectos clinicos apresentados por estas
lesGes. Com base nos resultados, podemos concluir que o granuloma piogénico em
mucosa bucal € uma condicdo patolégica relativamente incomum. Acomete
preferencialmente mulheres, na faixa etaria de 20 a 40 anos de idade, leucodermas, e
se localiza com maior prevaléncia na gengiva. Microscopicamente, a grande maioria
destas lesGes apresenta-se ulcerada e, nestas areas de ulceracdo, ha uma intensa

imunoexpresséao do fator de crescimento endotelial vascular.

Palavras-chave: Granuloma piogénico, VEGF, indutores da angiogénese, cavidade

bucal.



ABSTRACT

Reactive tumor-like proliferations of the oral cavity are represented by a wide variety of
conditions that share similar clinical aspects and therefore may pose a diagnostic
challenge. Pyogenic granuloma (PG) is among these lesions and is represented by an
exaggerated endothelial response to low-grade chronic irritation leading to intense
vascular proliferation, although its exact pathogenesis is still unknown. Clinically, PG
presents as an exophytic, erythematous, sessile or pedicled papule or nodule whose
main microscopic characteristic is the presence of an intense subepithelial endothelial
proliferation within a mixed inflammatory infiltrate. Angiogenesis is a very complex
phenomenon regulated by factors that inhibit and stimulate vascular proliferation. The
imbalance between these factors lead to physiological or pathological angiogenesis.
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is a 45kDa pro-inflammatory glycoprotein
expressed in the cytoplasm and membrane of various cell types in normal and
transformed tissues, which plays an important role in critical stages of the angiogenic
process. Thus, the purpose of this study was to analyze the immunohistochemical
expression of VEGF in PGs diagnosed at the Oral Pathology Service of UNIFAL-MG,
and to correlate such immunoexpression with the clinical aspects presented by these
lesions. Results showed PG to be a relatively uncommon pathological condition affecting
the oral mucosa. PG preferentially affects women, aged between 20 and 40 years old,
Caucasian, and is more prevalently located in the gingiva. Microscopically, the vast
majority of PG were ulcerated and the endothleial cells present in the areas subjacent to

ulceration revealed intense immunohistochemical staining with anti-VEGF.

Keywords: Pyogenic granuloma, VEGF, angiogenesis inducing agents, oral cavity.
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1 INTRODUCAO

A presenca de lesGes na mucosa bucal geralmente representa um desafio,
devido a grande variedade de condi¢des patoldgicas que podem acometer a regido.
Um grupo importante de lesdes na cavidade bucal sdo aquelas que se desenvolvem
em resposta a uma injuria cronica que leva a resposta tecidual exuberante, sendo o
granuloma piogénico (GP) um representante desse grupo (KAMAL et al., 2012).

O granuloma piogénico é um processo proliferativo ndo-neoplasico, localizado,
gue acomete principalmente a gengiva e com predilecdo pelo género feminino. Esta
presente em cerca de 5% das gestacdes, em especial ap0s o primeiro trimestre. Sua
etiologia e patogénese ainda s&o incertas, porém, parecem estar relacionadas a
alteracdes hormonais, ao uso de alguns farmacos e a presenca de irritacdo crbnica
local de baixa intensidade ou trauma, como célculo dental (GIBLIN et al., 2007;
ANDRIKOPOULOU et al., 2013; TRENTO et al., 2014).

Clinicamente, o GP se apresenta como papula ou nddulo exofitico, séssil ou
pediculado, com superficie lisa ou lobulada, eritematoso, que pode sangrar facilmente,
podendo ou ndo ser assintomatico (GONCALES et al., 2010; BANJAR et al., 2020). Ha
uma predilecdo de desenvolvimento do granuloma piogénico em mulheres jovens,
durante a puberdade, em mulheres que fazem uso de contraceptivos orais e em
gestantes. Quando do acometimento de mulheres gravidas, a lesdo passa a ser
denominada granuloma gravidico e, geralmente, regride apos o parto, o que leva ao
entendimento de que os horménios esteroides femininos possam fazer parte de sua
patogénese, tendo duplo efeito, pois aumentam a expressao de fatores angiogénicos e
diminuem a apoptose celular, sem, no entanto, haver evidéncia direta sobre tal
influéncia (MEIJER-JORNA et al., 2012).

Microscopicamente, a lesdo é revestida por epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado, podendo apresentar ulceracdo superficial revestida por uma
pseudomembrana serofibrinosa, sendo que este padrao pode ser alterado de acordo
com o estigio de evolucdo da lesdo. O tecido conjuntivo exibe uma proliferacdo
endotelial semelhante ao tecido de granulacdo, além de uma intensa proliferacao

vascular, o que € um importante achado histopatolégico, sugerindo forte atividade
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angiogénica (BRAGADO et al, 1999; FREITAS et al, 2005; JAFARZADEH,;
SANATKHANI; MOHTASHAM, 2006; GONCALES et al., 2010; SHARMA et al., 2019).

Com relacdo ao tratamento, embora muitas modalidades sejam propostas, a
excisdo cirurgica conservadora, associada a remocdo do agente irritante, é 0
tratamento de escolha, apresentando um indice de recidiva que varia de 0% a 16%
(GONCALES et al., 2010; GORDON-NUNEZ et al., 2010).

Devido a exuberante proliferacdo vascular observada histologicamente nas
lesbes de GP, a angiogénese se torna um processo a ser investigado para melhor
compreender a patogénese da lesdo. E sabido que a angiogénese € um processo
extremamente complexo, cujo mecanismo de regulacdo mais aceito é aquele com
participacdo de fatores inibidores e estimuladores da proliferacdo celular endotelial.
Dentre os varios marcadores angiogénicos ja estudados, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) merece atencao por estar associado a estimulacdo da
proliferacdo celular endotelial, permeabilidade vascular e, conseguentemente, a
promocao da angiogénese.

O VEGF desempenha importante papel na regulacdo do desenvolvimento
vascular fisioldgico, sendo que tanto a diminuicdo quanto o aumento de seus niveis
trazem alteracdo na formacéo vascular. O aumento da expressao do fator angiogénico,
além de estimular a proliferacao endotelial, também diminui a apoptose celular, sendo
que essa expressdo aumentada pode ocorrer em situacdes fisioldégicas, como o reparo
tecidual a danos de qualquer natureza, ou em situacdes patoldgicas, como crescimento
tumoral, metastases, hemangiomas e GP (YUAN; JIN; LIN, 2000; LU et al., 2018;
MELINCOVICI et al., 2018; DU et al., 2020).

Estudos de lesbes bucais como o hemangioma, o carcinoma de células
escamosas e, especialmente, o GP demonstraram que ha um aumento da expresséo
de VEGF durante o desenvolvimento dessas lesfes. Quando se trata de GP, esse
aumento encontra-se, principalmente, no citoplasma de macréfagos e fibroblastos, fato
qgue pode ser explicado pela natureza hiperplasica da lesdo e pela presenca de infiltrado
inflamatorio. Em contrapartida, analise da expressdo de VEGF em tecido gengival
saudavel ou com periodontite demonstram que nao ha expresséao significativa do fator

angiogénico. Observou-se, ainda, uma maior expressao de VEGF em lesdes de GP
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encontradas em gestantes, bem como sua diminuicdo apdos o parto, o que explica a
influéncia dos hormonios esteroides femininos na producdo desse fator angiogénico
(RAVI et al., 1998; YUAN; LIN, 2004; FREITAS et al., 2005; ANDRIKOPOULOU et al.,
2013; CANIVELL-ZABALETA et al., 2018; MCNAMARA; KALMAR, 2019).

Os resultados encontrados na literatura sobre a expressao de VEGF no GP
apoiam a hipotese de sua relacdo com a patogénese da lesdo, porém, ndo podemos
esquecer que outros fatores etioldégicos como trauma, infecgao e alteracbes hormonais
intensificam a resposta tecidual a esse agente angiogénico (FREITAS et al., 2005;
JAFARAZED et al., 2006; TRENTO et al., 2014; PARK et al., 2017, BANJAR et al.,
2020).



16

2 REVISAO DE LITERATURA

Proliferacdes de tecido mole, que ocorrem na cavidade bucal, geralmente
representam um desafio diagndstico, devido ao grande numero de lesGes que se
apresentam clinicamente da mesma forma, podendo representar desde variacdes de
estruturas anatdbmicas normais, inflamacoes, cistos, anomalias de desenvolvimento e
neoplasias verdadeiras até hiperplasias reativas, sendo estas Ultimas, lesdes que se
desenvolvem como resposta exuberante a um estimulo crénico, tendo o GP como um
representante desse grupo (COSTA et al., 2012; KAMAL et al., 2012).

O granuloma piogénico € uma proliferacao vascular benigna, ndo neoplasica,
gue pode ser encontrado na literatura com uma diversidade de outros homes, como
granuloma pediculatum benignum, épulis vascular, granuloma hemangiomatoso,
doenca de Crocker e Hartzell, hemangioma capilar lobular e tumor ou granuloma
gravidico, quando ocorre durante a gestacdo (TRENTO et al., 2014; PARK et al., 2017;
SHARMA et al., 2019; BANJAR et al., 2020). Apesar de ser a denominacéo atual, o
termo granuloma piogénico é considerado improprio, uma vez que a lesdo nao se trata
de um granuloma verdadeiro e nao ha producao de secrecdo purulenta e, também, ndo
ha relacdo da lesdo com infeccdo (JAFARZADEH; SANATKHANI; MOHTASHAM,
2006; GONCALES et al., 2010; DIAS et al., 2020).

O GP representa uma resposta exagerada a uma irritagdo cronica de baixa
intensidade, com intensa proliferacéo vascular, embora sua patogénese ainda nao seja
bem conhecida (JAFARZADEH; SANATKHANI; MOHTASHAM, 2006; GORDON-
NUNEZ et al., 2010; COSTA et al., 2012). Tem predilecao pela regido da cabeca e do
pescoco (62,4%), seguida pelo tronco (19,7%) e pelas extremidades superiores (12,9%)
e inferiores (5%). Dentro da boca, a gengiva € a localizagcdo mais comum, mas também
pode acometer labio, lingua, mucosa bucal e palato (SARAVANA, 2009; PARK et al.,
2017).

Granuloma gravidico ou épulis gravidico € a denominacdo dada ao GP que
acomete mulheres gravidas, sendo uma leséo que ocorre em 5% das gestantes, com
maior ocorréncia nos segundo e terceiro trimestres e com incidéncia aumentada no
sétimo més de gestacdo (YUAN; LIN, 2004; GIBLIN et al., 2007; TRENTO et al., 2014).
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Os mecanismos patogenéticos do seu desenvolvimento ainda ndo sdo muito
conhecidos, apesar de sua alta incidéncia, e a leséo ja foi, inclusive, considerada como
infeccdo fungica em cavalos, mesmo sem evidéncias cientificas, porém, hoje é sabido
gue se trata de resposta exagerada do tecido a irritantes locais. Atualmente, as causas
mais associadas ao desenvolvimento do GP sédo a presenca de irritantes locais, como
uso de proteses mal adaptadas, impactacdo de alimentos, placa e célculo dentério,
inflamac&o gengival, historico prévio de exodontia, presenca de habitos parafuncionais
e fatores clinicos como altera¢cdes hormonais, em especial dos hormonios esteroides
femininos, uso de alguns medicamentos, como a ciclosporina, e presenca de lesdes
vasculares pré-existentes (JAFARZADEH; SANATKHANI; MOHTASHAM, 2006;
TRENTO et al., 2014; PARK et al., 2017; BANJAR et al., 2020).

Foi demonstrado que alguns microorganismos como a Bartonella henselaea, a
Bartonella quintana e o herpes virus humano tipo 8 foram encontrados em outros
tumores vasculares, podendo estar relacionados ao desenvolvimento do GP, embora
nao existam evidéncias que confirmem a presenca de agente infeccioso nos mesmos
(JAFARZADEH; SANATKHANI; MOHTASHAM, 2006).

Ha, também, evidéncias de que os horménios esteroides femininos alterem a
resposta tecidual a irritantes locais, como a placa bacteriana, portanto, ndo apenas
mulheres gravidas tém maior predisposicéo ao desenvolvimento da lesdo, mas também
as mulheres na puberdade e as que fazem uso de contraceptivos orais, porém apenas
a alteracdo hormonal ndo é capaz de desenvolvé-la, uma vez que seu desenvolvimento
se da apenas em regides onde ha um irritante local e a remocéo desse fator irritativo €
suficiente para preveni-la (YUAN et al., 2002; ANDRIKOPOULOU et al., 2013; TRENTO
et al., 2014).

Clinicamente, o GP se apresenta como papula ou nédulo exofitico, séssil ou
pediculado, com superficie lisa ou lobulada, eritematoso, que pode sangrar facilmente,
podendo ou ndo ser assintomatico, sendo a gengiva afetada em 75% dos casos
(GONCALES et al., 2010; COSTA et al., 2012; BANJAR et al., 2020). Além dessas
caracteristicas, a lesdo ainda pode apresentar superficie ulcerada e friavel, podendo
estar coberta por pseudomembrana serofibrinosa amarela e apresentando coloracéo

qgue varia de rosa ou vermelho a roxo ou marrom, sendo que lesfes mais jovens tém
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consisténcia macia e coloragao roxa, evoluindo para textura emborrachada e coloracéo
résea na maturacdo (Figuras 1 e 2). Apresenta grande variedade de tamanho, mas
raramente excede os 2,5 centimetros e geralmente cresce durante semanas ou meses
e depois permanece do mesmo tamanho, apresentando, na maioria das vezes,
desenvolvimento clinico lento, embora crescimento rapido também possa ser relatado
(JAFARZADEH et al., 2006; GORDON-NUNEZ et al., 2010).

Figura 1 - Granuloma piogénico em gengiva apresentando-se como um nodulo, de
base pediculada, consisténcia flacida, coloracdo avermelhada e com
ulceracao superficial recoberta por pseudomembrana serofibrinosa.

——

Fonte: Da autora (2022).
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Figura 2 - Granuloma gravidico acometendo a mucosa palatina em paciente utilizando
aparelho ortodéntico.

Fonte: Da autora (2022).

Deve ser realizado diagnéstico diferencial entre o GP, tumores vasculares e
hemangiomas infantis, uma vez que o curso clinico pode variar de lesdes benignas com
autorresolucao até lesdes associadas com coagulopatias que podem colocar a vida do
paciente em risco, porém, a superficie lobular do GP é a principal caracteristica que
ajuda na diferenciacédo dele para os demais tumores vasculares (JOHNSON et al.,
2018).

Microscopicamente, o GP é caracterizado por acentuada proliferacdo vascular
em meio a tecido de granulacdo com infiltrado inflamatério, composto principalmente
por linfécitos, podendo ser considerado como expressdo exuberante de tecido de
granulacdo em processos de cicatrizacdo prolongados (Figura 3). Devido a sua
capacidade angiogénica significativa, o0 GP pode ser classificado, de acordo com suas
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caracteristicas histologicas, em hemangioma capilar lobular, caracterizado pela
proliferacdo de vasos sanguineos dispostos em agregados lobulares que sé&o
separados por feixes de tecido conjuntivo, e hemangioma capilar ndo-lobular, que é
caracterizado por intensa proliferagdo vascular, semelhante a tecido de granulagéo
(BRAGADO et al.,, 1999; FREITAS et al., 2005; JAFARZADEH; SANATKHANI;
MOHTASHAM, 2006; GONCALES et al., 2010; SHARMA et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2021).

Estudos tém demonstrado, também, que h& diferenca nas caracteristicas
histoldgicas de acordo com o estagio de evolucdo do GP na pele, as les6es mais jovens
apresentam uma proliferacdo de tecido de granulacdo composta por numerosos
capilares sanguineos dispostos na superficie da lesdo com um componente inflamatoério
composto principalmente por linfécitos e neutrofilos, por outro lado, as les6es mais
maduras apresentam capilares sanguineos bem desenvolvidos, com conformacao
lobular, separados por tecido conjuntivo de espessura variavel e com menor quantidade
de infiltrado inflamatério (BRAGADO et al., 1999).
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Figura 3 - Granuloma piogénico apresentando intensa proliferacdo vascular e vasos
sanguineos hiperémicos.

A

Fonte: Da autora (2022).

Em relacdo ao tratamento, embora muitas modalidades sejam propostas, a
exciséo cirurgica conservadora associada a remocao do agente irritante, € o tratamento
de escolha, apresentando um indice de recidiva que varia de 0% a 16% (GONCALES
et al., 2010; GORDON-NUNEZ et al., 2010; MELINCOVICI et al., 2018). Porém, o
tratamento adequado depende do diagndstico definitivo, que deve ser feito com lesbes
como tecido de granulag&o convencional, hemangioma, fibroma traumatico, hiperplasia
fibrosa inflamatéria, lesdo periférica de células gigantes, fiboroma ossificante periférico,
mucocele e, mais raramente, com tumores malignos como carcinoma basocelular,
sarcoma de Kaposi, angiossarcoma, linfoma n&o-Hodgkin, melanoma e carcinoma
metastatico, sendo o diagnéstico final dependente de biopsia e exame
anatomopatolégico (THOMPSON, 2017; CANIVELL-ZABALETA et al., 2018;
MACNAMARA; KALMAR, 2019; SHARMA, et al., 2019).
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A angiogénese € um processo extremamente complexo, caracterizada pela
formacdo de novos vasos sanguineos, sendo essencial para promover nutrientes,
oxigénio e fatores de crescimento que sustentem a funcdo celular, portanto, esta
relacionada ao crescimento normal, ao desenvolvimento e ao reparo tecidual, bem
como com o crescimento tumoral e o desenvolvimento de metastases (BONHIN et al.,
2015; MELINCOVICI et al., 2018; DU et al., 2020). Todo o processo de angiogénese
conta com a participacdo de fatores inibidores e de fatores estimuladores do
crescimento celular endotelial, cujo desequilibrio contribui para o desenvolvimento de
condi¢Bes patoldgicas (DU et al., 2020; LU et al., 2018; MELINCOVICI et al., 2018;
YUAN; JIN; LIN, 2000).

Um importante inibidor da angiogénese € o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
cujos mecanismos de sinaliza¢do sdo muito complexos, porém, um deles € a regulacéo
através da angiopoietina-2 (Ang-2), que € responsavel por desestabilizar as células
endoteliais e promover a regressao vascular, em especial quando ha diminuicdo da
expressao de fatores angiogénicos. Ja como fator estimulador da angiogénese, temos,
por exemplo, a angiopoietina-1 (Ang-1) e o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). A Ang-1, além dos efeitos pré-angiogénicos, promove a integridade do
revestimento endotelial, em sinergia com o VEGF (YUAN; LIN, 2004; MEIJER-JORNA
et al., 2012).

Devido a propriedades como a estimulacdo de migracao e proliferacéo de células
endoteliais, comprovada por testes angiogénicos in vivo, onde pode ser observado que
a vasculogénese e a angiogénese estdo prejudicadas em camundongos com mutacao
e gque apresentam o VEGF nédo funcional, o VEGF é considerado um potente
representante desses fatores, desempenhando papel tanto na angiogénese fisiologica,
como o ciclo menstrual e a gestacéo, por exemplo, quanto na angiogénese patoldgica,
induzindo o desenvolvimento e a progressao de condicdes como, por exemplo,
crescimento de tumores e metastases, processos inflamatorios e retinopatia diabética.

O mais potente estimulador do VEGF € a hipoOxia, através da inducdo da
producéo e recrutamento do fator induzido por hipdxia 1a (HIF-1a), outros fatores que
regulam sua expressao sao citocinas como o fator de necrose tumoral (TNFa), o fator

de crescimento transformante alfa e beta (TGF-a e TGF-B), o fator de crescimento
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epidermal (EGF), as interleucinas e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF).
Dessa forma, inUmeros trabalhos tém sido realizados com o objetivo de se utilizar o
VEGF de forma mais eficiente como alvo ou agente terapéutico em doencas onde a
angiogénese esta alterada (DU et al., 2020; LU et al., 2018; MELINCOVICI et al., 2018;
YUAN; JIN; LIN, 2000).

O VEGF é uma glicoproteina pro-inflamatoria expressa no citoplasma e na
membrana de varios tipos celulares, tanto em tecidos normais, como de tecidos
alterados, tendo um importante papel em etapas criticas do processo angiogénico,
incluindo a vasodilatacéo, a permeabilidade vascular, a desestabilizacdo e degradacao
da matriz extracelular, a proliferacdo e migracéo das células endoteliais, a formacéo de
limen e estabilizacdo de vasos in vitro e in vivo. Além disso, pertence a uma familia
com varios membros que desempenham diferentes func¢des, sendo eles: VEGF-A, o
mais importante regulador da angiogénese, VEGF-B, que contribui para a formacéo
cardiovascular e a formacdo do miocardio em estagios embrionarios, VEGF-C,
expresso em tecidos embrionarios onde o desenvolvimento de vasos linfaticos é
iniciado, VEGF-D, que apresenta propriedades semelhantes ao VEGF-C, VEGF-E,
associado a um parapoxvirus, aumenta significativamente a permeabilidade vascular
além de apresentar efeito mitogénico sobre as células endoteliais, VEGF-F, fator de
crescimento da placenta (PIGF), que ndo desempenha papel importante na
vasculogénese embrionéria, mas atua na angiogénese patoldgica por sinergismo com
0 VEGF-A, e, mais recentemente, fator de crescimento vascular endotelial derivado da
glandula endécrina, o EG-VEGF, localizado nas glandulas enddcrinas produtoras de
horménios esterdides e nos tecidos placentarios, onde estd envolvido com a
angiogénese patolégica (DE FATIMA: DE CARVALHO PAPA, 2010; PIRES et al., 2016;
LU et al., 2018; MELINCOVICI et al., 2018; DIKICI et al., 2020).

O VEGF-A, também chamado de VEGF, foi descrito pela primeira vez por Senger
et al., em 1983, como fator de permeabilidade vascular (VPF). Desempenha um papel
importante na vasculogénese e neoangiogénese, causando proliferacdo celular,
apoptose, aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagcdo e recrutamento de
células inflamatérias para o local da lesdo. E secretado ndo apenas pelas células

endoteliais, mas também, em resposta a privacdo de oxigénio, por células tumorais,
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macrofagos, plaguetas, queratindcitos, células mesangliais dos rins, células T ativadas,
leucocitos, células dendriticas, osteoblastos, células vasculares dos musculos lisos,
dentre outras. Mais recentemente, descobriu-se que o VEGF €& expresso nos
miofibroblastos localizados no miocérdio, sugerindo sua implicagdo no reparo e
remodelacao tecidual pds-infarto (MELINCOVICI et al., 2018).

O VEGF se liga a receptores tirosina quinase com dominios extracelulares,
transmembrana e intracelular, existindo trés tipos de receptores, VEGFR-1, VEGFR-2
e VEGFR-3. O VEGFR-1 € expresso em células endoteliais mas, também, em outros
tipos celulares como células inflamat6rias, mondcitos/macrofagos, células
hematopoiéticas progenitoras derivadas da medula 6ssea e células tumorais, sendo
gue alguns estudos demonstraram que esse receptor apresenta um papel importante
na diferenciagdo e migracédo de células endoteliais embrionarias, ndo possuindo papel
importante em sua proliferagdo, concluindo, assim, que ele ndo estd envolvido na
vasculogénese embrionaria. Em contrapartida, foi demostrada sua participacdo na
vasculogénese patoldgica, através de mecanismos como quimiotaxia de células
inflamatdrias, liberac@o de citocinas inflamatdrias, recrutamento de células vasculares
progenitoras, secrecao de fatores de crescimento, interagdo com o PIGF e ativacao de
enzimas proteoliticas. O VEGFR-2 também é um receptor tirosina quinase expresso
especialmente por células endoteliais de vasos sanguineos e linfaticos, mas também
podendo ser expresso por outros tipos celulares como células hematopoiéticas,
megacariocitos, células progenitoras da retina, neurbnios, osteoblastos e células
tumorais. Estudos comprovaram que o VEGFR-2 esta envolvido em angiogénese
normal e patologica, tendo acdo pré-angiogénica forte e estando frequentemente
relacionado a angiogénese tumoral. J& o VEGFR-3, também €& um receptor tirosina
quinase, que apresenta importante papel na angiogénese de vasos linfaticos (LU et al.,
2018; MELINCOVICI et al., 2018).

Estudos in vitro e in vivo sugerem que os hormdnios esteroides femininos,
estrogénio, progesterona e androgénio podem regular uma infinidade de condi¢Ges na
pele e mucosa, através de efeitos gendmicos e ndo-gendmicos. O beta-estradiol in vitro
aprimora a transcricdo do VEGF e, também, suprime a producéo de trombospondina-

1, uma citocina anti-angiogénica, além de estimular a migracéo, proliferagédo e ligacao



25

das células endoteliais a laminina, colagenos | e 1V, induzindo a formacgé&o de estruturas
capilares, indicando que o beta-estradiol pode promover o desenvolvimento do GP,
explicando uma maior incidéncia em gestantes e em mulheres em uso de
contraceptivos orais (YUAN; LIN, 2004; KANDA; WATANABE, 2005).

Fendbmenos angiogénicos, mediados por fatores como o VEGF, podem ser
observados em uma série de fatores fisioldgicos e patolégicos na cavidade bucal, como,
por exemplo, na inflamacdo, no reparo tecidual, no crescimento tumoral, nas
metastases e em lesbes como o hemangioma e o granuloma piogénico (FREITAS et
al., 2005; RAVI et al., 1998).

Quando observamos a resposta fisiologica do organismo a danos tissulares de
qualquer natureza, vimos que esses danos desencadeiam uma série de eventos que
resultam da ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares e circulatorias por
estimulos fisicos ou por sinaliza¢do quimica feitas por estruturas das células rompidas,
fragmentos de elementos inertes no tecido, proteinas séricas que extravasam dos
vasos rompidos e por acdo de mediadores inflamatérios pré-formados e liberados por
mastocitos, por exemplo. Na continuidade do processo de reparo, ocorre infiltracéo de
células circulantes, como neutrofilos e mondcitos, e migracdo de células das areas
adjacentes, como células epiteliais, queratinécitos e fibroblastos. Durante as fases do
reparo tecidual, héa intensa neovascularizacéo, sendo o VEGF apontado como principal
regulador da vasculogénese e angiogénese, pois € observado que os macréfagos e
queratinécitos da regido tem a expressdo génica de VEGF-A aumentada, além do
aumento dos seus receptores nos vasos sanguineos do tecido de granulacéo, hipotese
reforcada pela demonstracdo de que a neutralizacdo do VEGF por anticorpos reduz a
angiogénese, a formacao de tecido de granulacdo e o acumulo de fluidos em regides
gue sofreram lesdo (HOWDIESHELL et al., 2001; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Da mesma forma, quando avaliamos a expressdo do VEGF em tumores de
cabeca e pescoco, incluindo o carcinoma de células escamosas de laringe, faringe e
cavidade bucal, ha relatos de um aumento da expresséo do referido fator angiogénico
nessas lesdes, considerando o importante papel do VEGF na angiogénese tumoral e a
relacdo dessa angiogénese com a formacédo, progressdo e metastase tumoral, essa

expressao aumentada pode estar relacionada a uma maior agressividade tumoral e um
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pior prognastico, porém, ainda ndo ha consenso sobre a relacéo entre a expresséo de
VEGEF e a presenca de metastases a distancia. Estudos com a finalidade de conhecer
a relacdo do VEGF com o desenvolvimento tumoral sédo de extrema importancia pois
indicam terapias promissoras, como 0 uso de anticorpos monoclonais recombinantes
anti-VEGF para tratamento do cancer de cabeca e pescoco (BONHIN et al., 2015).

Em hemangiomas orais, € possivel observar o aumento da expressao de VEGF
em todos 0s casos, sendo que essa expressao aumentada € observada principalmente
no citoplasma de fibroblastos e nas células endoteliais de revestimento em proliferacéo
Nnos microvasos presentes em lesdes em fase proliferativa, enquanto o marcador nao
pode ser detectado em malformacdes vasculares nem em hemangiomas em fase
involutiva, sendo, portanto, o hemangioma considerado como leséo proliferativa e ndo
hamartomatosa, 0 que representa um importante achado, uma vez que tanto os
hemangiomas, quanto as mal formagOes vasculares apresentam comportamento
clinico distinto (TAKAHASHI et al., 1994; FREITAS et al, 2005).

Quando h& a comparacédo entre a expressdo do VEGF em hemangiomas orais
e em GP, pode se observar uma diferenca apenas no padrao de células que expressam
o fator angiogénico com maior intensidade, sendo os macréfagos e fibroblastos no GP,
e os fibroblastos, células endoteliais de revestimento e aglomerados de células
endoteliais sem [imem, ndo havendo outras diferencas significativas na neoformacéo
vascular das duas lesdes, 0 que apoia ndo apenas as semelhancas entre ambas as
lesdes, mas também uma tendéncia de que a angiogénese desempenha um papel
importante na patogénese das duas lesdes (TAKAHASHI et al., 1994; YUAN, et al.,
2002; FREITAS, et al. 2005).

Estudos realizados para detectar a presenca de VEGF no GP e,
consequentemente, estudar sua participacdo na etiologia e desenvolvimento dessas
lesBes, observaram que a expressao de VEGF é significativamente maior no GP do
gue em regides de gengiva saudavel ou em regides com periodontite instalada, sendo
a maior parte do VEGF encontrada no citoplasma de macrofagos e fibroblastos,
localizados ao redor dos capilares sanguineos, indicando que essas células séo a
maior fonte de sintese e secrecao do fator angiogénico. Outro achado importante

desses estudos, foi o fato de ndo haver diferenca significativa entre a expresséo de
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VEGF em tecidos colhidos em regides de gengiva saudavel e em regides com
periodontite, o que corrobora com a ideia de que o fator angiogénico tem importante
papel na etiologia do GP (YUAN et al., 2000; FREITAS et al., 2005; ANDRIKOPOULOU
et al., 2013).

Na avaliagdo da expressao de VEGF em GP de pele, observou-se que na pele
clinicamente normal, ndo ha expressdo aumentada do fator, o que, mais uma vez,
corrobora com a participacdo desse fator na patogénese do GP, além disso, o fator
angiogénico foi expresso com maior intensidade em regides onde havia proliferacéo de
células endoteliais sem, portanto, haver a formacdo de limen, e foi expresso com
menor intensidade em células endoteliais de capilares bem desenvolvidos, fenbmeno
gue pode esclarecer a natureza autolimitante das lesdes de GP, uma vez que vasos
sanguineos formados de maneira a permitir a formag&o completa de limen, permitem
a circulacdo sanguinea e, consequentemente, o aumento do aporte de oxigénio na
regido, inibindo a expressao do VEGF. Esses achados também levam a potenciais
terapéuticas alternativas no tratamento de GP recorrente, como a aplicacdo de
tratamentos locais anti-VEGF ou o aumento do aporte de oxigénio local com a finalidade
de diminuir a expresséao do fator angiogénico (BRAGADO et al., 1999; MEIJER-JORNA
et al., 2012). O fato de o VEGF ser expresso em maior quantidade pelos macrofagos e
fibroblastos no GP pode ser explicado pela natureza hiperplasica da leséo e, portanto,
pela consequente proliferacdo fibroblastica e pela presenca de intenso infiltrado
inflamatério rico em macrofagos (FREITAS et al., 2005).

No que se refere ao tumor gravidico, estudos tém demonstrado que a expressao
do VEGF nessas lesbes é maior que sua expressdo no GP, sendo observada
principalmente em macréfagos, sugerindo que os horménios esteroides femininos
desempenham papel adicional na potencializacdo do efeito angiogénico, aumentando
a quantidade de VEGF produzido pelos mondcitos e macrofagos, além de ter efeito
protetor da apoptose nessas células. Além disso, outros estudos demonstram que
fatores angiogénicos como o VEGF e o bFGF estdo expressos em menores
guantidades nessas lesdes ap0s 0 parto, em comparacdo com sua expressao durante
a gravidez, levando a regressao espontanea da lesdo, isso porque, apos o parto, 0s

horménios esteroides femininos voltam aos niveis normais e as células produtoras de
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VEGF perdem o efeito protetor fornecido por esses hormonios, ficando, portanto,
sujeitas a acdo de moléculas indutoras da apoptose (YUAN; LIN, 2004; FREITAS et al.,
2005). Em contrapartida, h4 um aumento significativo da expressao de TNF-a apés o
parto, indicando que sua regulacéo ocorre dependente da diminuicdo dos hormonios
esteroides femininos (YUAN; LIN, 2004).

Na busca de terapias ndo cirdrgicas para o GP, possiveis terapias anti-
angiogénicas devem ser estudadas, em especial, duas moléculas devem ser
investigadas mais profundamente, a angiostatina e a endostatina, uma vez que ambas
sdo capazes de regular negativamente a expressao de VEGF, tanto in vitro como in
vivo. A angiostatina é capaz de inibir a migracdo de mondcitos e neutréfilos para a
regido da inflamacéo, agindo na regulacdo da angiogénese patologica, porém sem
interferir na angiogénese fisioldgica (YUAN; LIN, 2004).

Como o GP representa uma lesado cujo achado histologico mais significativo é a
intensa proliferacdo vascular, sugerindo importante atividade angiogénica em seu
desenvolvimento, o estudo de marcadores angiogénicos, em especial o VEGF, por seu
envolvimento em todas as etapas da angiogénese, deve ser realizado na intencdo de
fornecer o diagnostico, além do progndéstico e de outras informagcdes sobre doencas
vasculares. A importancia deste estudo reside na tentativa de melhor entender a
patogénese e o desenvolvimento do granuloma piogénico, bem como fornecer
subsidios para, de forma eficiente e num futuro proximo, empregar o VEGF como alvo

ou agente terapéutico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a prevaléncia de granulomas piogénicos diagnosticados no Laboratoério
de Anatomopatologia Bucal da UNIFAL-MG no periodo de 1998 a 2020.

3.2 Objetivos especificos

Analisar, através da imunohistoquimica, a expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) nos granulomas piogénicos e comparar a imunoexpressao
deste marcador com o0s aspectos clinicos e microscopicos apresentados por estas
lesdes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Questdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da Unifal-MG, CAAE 40303820.8.0000.5142 (APENDICE 1).

4.2 Casuistica e sele¢cdo da amostra

Foi realizado um levantamento de todos os casos de granulomas piogénicos
bucais diagnosticados e arquivados no Laboratério de Anatomopatologia Bucal da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), no periodo de 1998 a 2020. Foram
coletados, das fichas de solicitagcbes de exames enviadas pelos profissionais ao
laboratorio, os dados demogréficos dos pacientes, como: idade, género, cor da pele e,
em caso de pacientes do género feminino, se gestante, ndo gestante ou nao informado.
A localizacdo da leséo, o aspecto clinico e o respectivo diagndstico clinico sugerido
pelo profissional, o diagnéstico microscopico definitivo, bem como o ndmero do laudo

anatomopatoldgico também foram registrados (APENDICE 2).

4.3 Analise microscOpica qualitativa

Para a analise microscopica, foram utilizados cortes microscépicos de cinco
micrometros (um) de espessura, corados em Hematoxilina e Eosina (HE) e montados
em laminas arquivadas no Laboratorio de Anatomopatologia Bucal da Unifal-MG,
oriundos de fragmentos de biopsias enviadas ao referido laboratorio com finalidade
diagnéstica.

A analise morfolégica das lesdes foi realizada individualmente por dois
examinadores, utilizando-se um microscopio oOptico binocular (AxioLab- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65,
resultando num aumento final de 400X. Foram incluidos no estudo apenas 0s casos em

que se observava uma proliferagédo vascular exuberante, caracteristica de GP. Casos
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sem laminas ou blocos disponiveis, ou com quantidade de tecido remanescente
insuficiente para novo processamento histolégico foram excluidos do estudo. As lesdes
foram também classificadas como granulomas piogénicos e granulomas gravidicos e
as caracteristicas microscépicas avaliadas foram o epitélio, que foi classificado como

ausente, atréfico, normal e hiperplasico; além da presenca ou auséncia de ulceracao.

4.4 Reacao imunoistoquimica

Foram confeccionados cortes de trés micrometros (um) de espessura e
colocados em laminas silanizadas para a reacdo imunoistoquimica, seguindo-se 0s
protocolos do ANATOMED Instituto de Anatomia Patoldgica de Bauru-SP.

Os cortes microscopicos foram desparafinados em Xilol realizando-se duas
trocas de cinco minutos cada. Em seguida foram hidratados em alcoois em
concentracfes decrescentes: absoluto; 90%; 70%; 50%; até agua corrente e,
posteriormente, lavados em agua corrente por cinco minutos.

Na proxima etapa, foram colocados 420 mililitros de agua destilada na camara
de recuperacdo da Panela Pascal, a uma temperatura de 118°C, por dois minutos.
Aguardou-se chegar a temperatura de 90°C por 10 segundos e retirou-se a pressao
restante. Em seguida, abriu-se a tampa da panela e colocou-se a cuba com as laminas
em temperatura ambiente por 20 minutos. Os cortes foram, posteriormente, lavados e
mantidos em agua destilada até o passo seguinte.

A peroxidase enddgena foi inativada utilizando-se o peroxido de hidrogénio a 3%
em PBS, por dez minutos, e apds este tempo os cortes foram lavados com agua
destilada. O anticorpo primario VEGF (M7273, clone VG1; Dako, Carpinteria, CA, EUA;
diluicdo 1:150) foi aplicado e os cortes acondicionados em uma camara umidificada
numa geladeira, na temperatura de 4°C, e deixadas overnight. Depois da incubacé&o
com 0s anticorpos primarios, as laminas foram lavadas com PBS. Apés a lavagem, foi
aplicado o polimero de ligacdo (EnVision Flex HRP, Dako, Carpinteria, CA, EUA) e
deixado por 40 minutos em temperatura ambiente. Apos o tempo de acdo do EnVision
Flex HRP, as laminas foram novamente lavadas com PBS, o excesso foi aspirado e

aplicado diaminobenzidina (Dako, Glostrup, Dinamarca) como cromogénio por 10
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minutos em temperatura ambiente. A contracoloracéo foi realizada com a Hematoxilina
de Harris diluida por dois minutos.

Controles positivo e negativo, através da omissao do anticorpo primario, foram
usados em todas as reacdes. Foram incluidos para comparagéo cortes de placenta

humana.

4.5 Analise da imunoexpressao de VEGF

A andlise da imunoexpressao do VEGF em granulomas piogénicos foi realizada
utilizando-se o software de captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8.2- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) instalado em um microcomputador. Para a aquisicdo das
imagens, utilizou-se uma camera fotografica digital (AxiocamMRc 1.4 Mb- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) acoplada a um microscépio 6ptico binocular (AxioLabCarl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65;
resultando num aumento final de 400X.

A analise imunoistoquimica semiquantitativa foi feita de acordo com Klein et al.
(1999) através da determinacdo de escores. Inicialmente, analisou-se a porcentagem
de células marcadas, a saber:

- Escore 0: auséncia de marcacao;

- Escore 1: até 30% das células marcadas;

- Escore 2: entre 30 e 60% das células marcadas;
- Escore 3: Mais de 60% das células marcadas.

Em seguida, avaliou-se a intensidade da marcacdao, representada por:

- Escore 0: auséncia de marcacéo;
- Escore 1: marcacéo fraca;

- Escore 2: marcagao moderada,;
-Escore 3: marcacéo forte.

Para a determinacdo dos Escores Finais de marcacdo, multiplicou-se o escore
da porcentagem de células marcadas pela intensidade da marcacao, cujos valores
variou de 0 a 9. Esta analise foi realizada por dois examinadores independentes, como

proposto por Klein et al. (2001).
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4.6 Analise estatistica

Os registros das informacdes demograficas dos pacientes portadores de
granulomas piogénicos e os parametros microscopicos foram armazenados em um
banco de dados, elaborado em planilha eletrénica do Microsoft Excel. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 programa estatistico para
microcomputador SPSS for Windows, versdo 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
Foram utilizados os testes de Qui-quadrado e o teste exato de Fischer, sendo que

diferencas com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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5 RESULTADOS

De um total de 10.667 laudos anatomopatolégicos emitidos, no periodo de
janeiro de 1998 até dezembro de 2020, no Laboratério de Anatomopatologia Bucal da
Unifal-MG, foram diagnosticados 191 (1,8%) casos de granuloma piogénico bucal.

Os granulomas piogénicos acometeram com maior frequéncia o género feminino
(119 casos- 62,3%), sendo que 28 desses casos acometeram gestantes, o que
representa uma prevaléncia de 23,5% do granuloma gravidico, quando comparado com
0 numero total de casos em mulheres e de 14,6% no total de casos (Gréfico 1). Apenas
37,7% (72) dos casos foi diagnosticado em homens. De todos os casos diagnosticados,

22 (11,5%) representavam recidivas.

Grafico 1 - Prevaléncia de granulomas gravidicos nos casos diagnosticados em ambos
0s géneros (A) e nos casos diagnosticados apenas no género feminino (B).
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» Granuloma Piopénico  » Granulama Grawvidics « Grandoma Piogtnico = Granudoma Gravidico

Fonte: Da autora (2022).
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Em relacdo a cor da pele dos pacientes, 111 (58,1%) eram leucodermas, 11
(5,7%) eram feodermas e 24 (12,6%) eram melanodermas. A cor da pele ndo foi
descrita pelos profissionais que realizaram a biopsia em 45 (23,6%) pacientes.

A idade dos pacientes diagnosticados com granuloma piogénico variou de 4 a
87 anos, com uma idade média de 37,85 anos. O maior numero de casos foi
diagnosticado na terceira (35 — 18,4%) e quarta (42- 22%) décadas de vida, conforme
descrito no Gréfico 2. Cento e cinco (55%) pacientes apresentavam-se com 30 anos ou
mais ho momento do diagndstico. Apenas 57 (29,8%) casos foram diagnosticados em
pacientes com menos de 30 anos e em 29 (15,2%) fichas ndo foram relatadas as idades

dos pacientes.

Grafico 2 - Distribuicdo do niumero de casos de granuloma piogénico por décadas de
vida quando do diagndstico.
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Em relacdo a localizagdo, 119 (62,3%) casos estavam presentes em sitios
gengivais e 57 (29,9%) em sitios extra-gengivais. Dos casos localizados em sitios
gengivais, 38 (19,9%) estavam na gengiva anterior superior, 28 (14,6%) na gengiva
posterior superior, 21 (11,1%) na gengiva anterior inferior e 32 (16,7%) na gengiva
posterior inferior. Dos sitios extra-gengivais descritos nos laudos, o0 mais acometido foi
a lingua, com 29 (15,2%) casos, seguida do labio inferior, com 13 (6,8%) casos e da
mucosa jugal com 9 (4,7%) casos. Outros sitios relatados foram o labio superior, com
3 (1,6%) casos, o palato mole com 2 (1,1%) casos e o palato duro com 1 (0,5%) caso.
Em 15 (7,8%) laudos n&o havia descricédo da localizacédo da lesao (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos casos de granuloma piogénico segundo a localizagdo no
momento do diagndstico

Localizacdes Total (n=191)
Sitios gengivais 119 (62,3%)
Gengiva anterior superior 38 (19,9%)

Gengiva posterior superior 28 (14,6%)

Gengiva anterior inferior 21 (11,1%)
Gengiva posterior inferior 32 (16,7%)
Sitios extra-gengivais 57 (29,9%)
Lingua 29 (15,2%)
Labio inferior 13 (6,8%)
Mucosa jugal 9 (4,7%)
Labio superior 3 (1,6%)
Palato mole 2 (1,1%)
Palato duro 1 (0,5%)
Local ndo informado 15 (7,8%)

Fonte: Da autora (2022).
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Em nossa casuistica, a apresentacao clinica mais frequentemente relatada pelos
profissionais quando da descricdo das lesbes foi de nédulo pediculado, 84 (44,0%)
casos, ou séssil, 50 (26,2%) casos. As demais apresentacdes clinicas descritas foram
nédulo (5,3%) ou ulcera (0,5%). Em 46 (24,0%) casos ndo foram descritas as
apresentacoes clinicas.

Foram analisados também os diagndsticos clinicos sugeridos pelos profissionais
e registrados nas fichas de biopsias enviadas ao laboratério. Em 126 (65,9%) casos, 0s
profissionais indicaram apenas um diagnaostico clinico. Dois diagnosticos clinicos foram
sugeridos em 43 (22,5%) casos, e, em apenas dez (5,2%) casos, foram sugeridos trés
diagnésticos clinicos. A hipotese mais citada foi de GP (63,87%), seguida de hiperplasia
fibrosa inflamatéria (23,56%), de lesdo periférica de células gigantes (8,37%) e de
fiboroma (4,18%). Outros diagndsticos diferenciais foram carcinoma espinocelular
(2,61%), papiloma escamoso (2,61%), fibroma ossificante periférico (1,57%), sarcoma
(0,52%) e leséo vascular (0,52%). Em 12 (6,4%) casos, os profissionais que realizaram
a biépsia ndo sugeriram diagnadstico clinico.

Quando avaliados os tamanhos das lesdes no momento do diagndéstico, segundo
o que foi descrito pelo profissional que realizou a bidpsia nas fichas clinicas, 91 (47,7%)
casos tinham até um centimetro em seu maior diametro, 25 (13,1%) tinham entre um e
dois centimetros, quatro (2,1%) entre dois e quatro centimetros e apenas dois (1,0%)
tinham mais de quatro centimetros. Em 70 (36,1%) casos ndo havia descricdo do
tamanho nas fichas clinicas.

A analise microscoépica iniciou-se pela revisdo dos diagnésticos microscopicos e
avaliacdo do epitélio, sendo que a grande maioria dos casos, 164 (85,9%),
apresentavam apenas epitélio hiperplasico, cinco (2,7%) casos apresentavam auséncia
de epitélio, trés (1,6%) apenas epitélio normal e um (0,5%) caso apenas com epitélio
atréfico. Das laminas analisadas, 18 (9,4%) casos apresentavam areas com tipos
diferentes de epitélio, sendo que cinco (2,7%) deles apresentavam regides com epitélio
normal, atrofico e hiperplasico, sete (3,7%) apresentavam regides com epitélio atrofico
e hiperplasico, dois (1,0%) casos com regides de epitélio normal e atrofico e quatro
(2,1%) com regides de epitélio normal e hiperplasico. Durante a analise microscopica,
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também foi avaliada a presenca de ulceracdo, sendo que em 159 (83,3%) casos a
ulceracao estava presente e nos 39 (16,7%) restantes nao.

Ao se correlacionar os dados demograficos dos pacientes (idade e cor) e as
caracteristicas clinicas das lesdes (aspecto clinico, localizagdo, tamanho e presenca
de recidiva) com os diagnosticos de granuloma piogénico (convencional) e de
granuloma gravidico, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
Isso foi observado quando se comparou a presenca de ulceracdo com os diagnosticos

de granulomas piogénico (convencional) e gravidico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias, idade, recidiva, tamanho e ulceragéo, apés a
realizacdo do teste exato de Fisher (*) e os dados de cor, localizacdo e
aspecto clinico apos a realizacao do Teste Qui-quadrado (**).

Granulomas piogénicos

Convencional n(%)
Idade p=0,538*

Gravidico n(%) p valor

<18 anos 18 (13,3%) 2 (7,4%)
> 18 anos 117 (86,7%) 25 (92,6%)

Cor p= 0,69**
Leucoderma 92 (75,4%) 19 (79,2%)
Outras 30 (24,6%) 5 (20,8%)

Recidiva p=0,538*
Sim 18 (11%) 4 (14,3%)
Nao 145 (89%) 24 (85,7%)

Localizacdo p=0,648**
Gengival 99 (64,7%) 16 (69,6%)
Extra-gengival 54 (35,3%) 7 (30,4%)

Tamanho p=1,0*
<2cm 77 (74,8%) 14 (73,7%)
>2cm 26 (26,2%) 5 (26,3%)

Aspecto clinico
Nodulo séssil 54 (45%) 8 (33,3%) p=0,292**
Nodulo pediculado 66 (55%) 16 (66,7%)

Ulceracéo p=0,79*
Nao 27 (16,6%) 5 (17,9%)
Sim 136 (83,4%) 23 (82,1%)

Fonte: Da autora (2022).
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Quando se correlacionou as localizacbes das lesdes (gengivais e extra-
gengivais) com os demais dados demograficos dos pacientes, as caracteristicas
clinicas das lesdes e a presenca ou ndo de ulceracao; houve diferenca estatisticamente
significativa apenas em relacdo ao tamanho das lesdes. Os granulomas piogénicos,
independente das localizagGes, apresentavam-se predominantemente com um
tamanho menor que dois centimetros no momento do diagnostico. Entretanto, as lesdes
em sitios extra-gengivais possuiam em sua grande maioria menos de dois centimetros
(Tabela 3).

Em relagdo a andlise imunohistoquimica, ndo foi possivel realiza-la de forma
guantitativa, como proposto na metodologia, pois as marcacdes dos anticorpos se
concentraram nas areas de ulceracdes recobertas por pseudomembrana serofibrinosa
(Figura 4). Além disso, verificou-se também em alguns casos a presenca de marcacao
em células dispersas por areas representadas por coagulos sanguineos (Figura 5).
Marcacfes ndo foram observadas nas areas de proliferacdo vascular, com algumas

raras excecdes, nem em tecido epitelial (Figuras 6 e 7).
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Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias, idade, género, recidiva, cor, tamanho, aspecto
clinico e ulceracéo, apoés a realizacdo do Teste Qui-quadrado.

Localizacoes

Gengival n(%) Extra-gengival n(%) p valor

Idade p= 0,375
< 18 anos 15 (14,4%) 4 (9,1%)
> 18 anos 89 (85,6%) 40 (90,9%)

Género p= 0,641
Feminino 43 (37,4%) 25 (41%)
Masculino 72 (62,6%) 36 (59%)

Recidiva p= 0,209
Sim 17 (14,8%) 5 (8,2%)
N&o 98 (85,2%) 56 (91,2%)

Cor p= 0,530
Leucoderma 64 (75,3%) 40 (80%)
Outras 21 (24,7%) 10 (20%)

Tamanho p= 0,028
<2cm 44 (65,7%) 38 (84,4%)
>2cm 23 (34,3%) 7 (15,6%)

Aspecto clinico p= 0,306
No&dulo séssil 40 (47,1%) 19 (38%)
Nodulo pediculado 45 (52,9%) 31 (62%)

Ulceragao p= 0,064
N&o 24 (20,9%) 6 (9,8%)
Sim 91 (79,1%) 55 (90,2%)

Fonte: Da autora (2022).
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Figura 4 - Imunoexpresséo intensa do anticorpo VEGF em éarea de ulceracao
recoberta por pseudomembrana serofibrinosa em granuloma piogénico.
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Fonte: Da autora (2022).

Figura 5 - Imunoexpressdo do anticorpo VEGF em células dispersas em éarea de
coagulo sanguineo em granuloma piogénico.
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Fonte: Da autora (2022).
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Figura 6 - Auséncia de imunomarcacéo do anticorpo VEGF em vasos sanguineos do
granuloma piogénico. Nota-se apenas uma marcagao positiva no plasma
intravascular.

Fonte: Da autora (2022).

Figura 7 - Auséncia de imunomarcagdo do anticorpo VEGF no epitélio e intensa

Fonte: Da autora (2022).
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6 DISCUSSAO

LesOes de natureza proliferativa ndo neoplasicas sao bastante comuns, sendo o
granuloma piogénico um importante representante desse grupo devido a sua alta
prevaléncia, podendo acometer tanto a pele como a mucosa bucal (JAFARZADEH,;
SANATKHANI; MOHTASHAM, 2006; SARAVANA, 2009; KAMAL et al., 2012). Embora
sua patogénese nédo seja bem esclarecida, é considerado de natureza reativa, uma vez
que seu crescimento se da em resposta a estimulos como a irritacdo crénica de baixa
intensidade e fatores hormonais, sendo considerado uma resposta exagerada dos
tecidos a esses estimulos (SHARMA et al., 2019; MAYMONE et al., 2019).

Alguns estudos demonstram que cerca de 1,85% das biopsias realizadas na
cavidade bucal confirmam o diagndstico de granuloma piogénico, enquanto outros
estudos consideram uma prevaléncia ainda maior, entre 3,51% a 7% (KAMAL et al.,
2012; GORDON-NUNEZ et al., 2010). Em nosso estudo, verificou-se uma prevaléncia
de 1,8% (191) dentre os 10.667 laudos anatomopatologicos emitidos no Laboratorio de
Anatomopatologia Bucal da Unifal-MG, de janeiro de 1998 até dezembro de 2020.

Foi observada uma predominancia em pacientes leucodermas, que
representaram 58,1% da nossa casuistica, o que também foi verificado em um estudo
realizado por Gordon-Nunez et al. (2010), podendo estar relacionado ao fato de que,
por fatores socioecondmicos, esse grupo tem acesso mais facilitado aos servigos de
saude bucal no Brasil.

Com relacdo a localizacdo, o GP tem predilecdo pela regido de cabeca e
pescoco (62,4%) sendo que as lesdes intra-bucais representam cerca de 24% de todos
os casos diagnosticados (GIBLIN et al., 2007; SARAVANA, 2009). Dentro da cavidade
bucal, os sitios gengivais sdo a localizacdo mais comum, seguida de labio, lingua,
mucosa jugal e palato (AL-KHATEEB; ABABNEH, 2003; SARAVANA, 2009; GORDON-
NUNEZ et al., 2010; PARK et al., 2017; RIBEIRO et al., 2021). Quando se analisou as
localizagOes das lesbes em nosso estudo, observou-se uma predile¢cdo para gengiva
(62,3%). Dentre as localizacdes extra-gengivais, lingua, labios, mucosa jugal e palatos

mole e duro foram os locais mais acometidos.
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A idade do paciente no momento do diagndstico da lesdo é um parametro clinico
importante para a formulacdo do diagnostico diferencial (RIBEIRO et al., 2021). Em
nossa casuistica, houve uma maior ocorréncia do GP nas terceira e quarta décadas de
vida, com a grande maioria dos pacientes apresentando entre 20 e 40 anos de idade
no momento do diagnéstico, como relatado por alguns autores (KANDA; WATANABE,
2005; MAYMONE et al., 2019; SHARMA et al., 2019). Vale destacar que granulomas
piogénicos presentes em criancas podem apresentar um crescimento rapido, podendo
ser confundido com uma neoplasia maligna. Sendo assim, o profissional deve se
atentar para este fato e incluir dentre as hipdteses diagndésticas o granuloma piogénico.

Quando se analisa o género dos pacientes portadores de GP, frequentemente
se observa um predominio de pacientes do género feminino numa proporcao de 1,5:1
(AL-KHATEEB; ABABNEH, 2003; KANDA; WATANABE, 2005; CANIVELL-ZABALETA
et al., 2018; MAYMONE et al., 2019; SHARMA et al., 2019). Pudemos observar em
nossos achados uma proporcao semelhante, de 1,6:1. Essa predilecdo provavelmente
se deve aos efeitos dos hormdnios esteroides femininos, como a progesterona e o
estrogeno, que regulam o aparecimento e desenvolvimento de inUmeras condi¢des
biolégicas e imunologicas (KANDA; WATANABE, 2005; TRENTO et al.,, 2014,
CANIVELL-ZABALETA et al., 2018). Esses efeitos podem ser explicados por
mecanismos gendmicos, relacionados a regulacdo negativa da expressao génica de
receptores, e nao gendmicos, relacionados a regulacdo negativa ou positiva da
expressdo de receptores apés a interacdo desses hormbnios com receptores da
superficie celular, o que leva a uma cascata de eventos intra-celulares (KANDA,
WATANABE, 2005).

Clinicamente, o GP se apresenta como uma lesdo exofitica, podendo ser
caracterizada como nodulo ou papula, séssil ou pediculada, que sangra facilmente ao
toque, com superficie lisa ou lobulada, podendo estar recoberto por pseudomembrana
serofibrinosa, e com tamanho que varia de poucos milimetros a alguns centimetros,
raramente excedendo 2,5 centimetros (JAFARZADEH; SANATKHANI; MOHTASHAM,
2006; MAYMONE et al.,, 2019). Em nossa casuistica, mais da metade das lesdes
(60,8%) foram descritas pelos profissionais que realizaram a biépsia como tendo até 2
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centimetros em seu maior didametro, sendo o nédulo pediculado a apresentacéo clinica
mais relatada pelos profissionais.

Muitos fatores podem influenciar a formulacdo de hipéteses diagndsticas,
quando da presenca de uma lesdo em cavidade bucal, desde a experiéncia do
profissional responséavel até os apectos clinicos da leséo. Diante de lesbes sugestivas
de GP, os principais diagnosticos diferenciais encontrados na literatura séo a hipeplasia
fibrosa inflamatéria, o fibroma traumatico e a lesdo periférica de células gigantes, além
de lesBes como o hemangioma, o fibroma ossificante periférico, o angiossarcoma, o
linfoma ndo-Hodgkin e o sarcoma de Kaposi (SHARMA et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2021). Em nossa casuistica, os diagnosticos clinicos mais frequentemente sugeridos
pelos profissionais que realizaram as biopsias foram, em sua grande maioria, de lesdes
benignas, sendo o granuloma piogénico, a hiperplasia fibrosa inflamatéria e a leséo
periférica de células gigantes os mais sugeridos.

Para o estabelecimento do diagnéstico final de granuloma piogénico, devem ser
levados em conta os aspectos clinicos e, principalmente, a analise microscépica. De
modo geral, a histéria natural do granuloma piogénico segue trés fases distintas. Na
fase celular, os l6bulos sdo compactos e celulares com a formacao de poucos limens.
Na fase capilar, os l6bulos tornam-se francamente vasculares e preenchidos por
hemacias abundantes. Na fase involutiva, h4 uma tendéncia para o desenvolvimento
de fibrose intra e perilobular com diferenciacdo venular aumentada (JAFARZADEH,;
SANATKHANI; MOHTASHAM, 2006). Embora algumas técnicas de tratamento tenham
sido descritas para o GP, como criocirurgia e cirurgia a laser, a excisao cirurgica local
conservadora seguida da remocao do agente causador compreende o procedimento
mais utilizado e eficaz, apresentando uma taxa de recidiva que varia de 3% a 23%
(GORDON-NUNEZ et al., 2010; SHARMA et al., 2019). NOs verificamos uma taxa de
recidiva de 11% nos casos incluidos em nosso estudo. Al-Khateeb; Ababneh (2003),
avaliando 108 casos de granulomas piogénicos bucais, encontraram uma taxa de
recidiva de 5,8%. No estudo realizado por Gordon-Nunez et al. (2010), a taxa de
recidiva foi de 8,2% nos 293 casos de GP bucais estudados.

O GP é caracterizado microscopicamente pela intensa proliferacdo vascular,

semelhante ao tecido de granulagdo, em meio a tecido de granulagédo com infiltrado
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inflamatdrio misto, composto principalmente por neutrofilos, plasmacitos e linfocitos. A
superficie é geralmente ulcerada e recoberta por pseudomembrana serofibrinosa.
Quando o epitélio esta presente, este pode ser hiperplasico, normal ou atrofico
(FREITAS et al., 2005; GONCALES et al., 2010; SHARMA et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2021). A andlise microscépica da nossa amostra evidenciou que a grande maioria dos
casos estudados (83,3%) apresentava a superficie ulcerada, resultados semelhantes
podem ser verificados em outros estudos (SHARMA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2021).

Células inflamatdrias como os mastocitos e os eosinofilos estdo envolvidas na
angiogénese e nos processos de reparo dos tecidos, através da liberacdo de
mediadores que aumentam a permeabilidade vascular e a vasodilacdo, além de
facilitarem a migracdo de outras células inflamatorias, promovendo a formacdo de
tecido de granulacdo, que é a principal caracteristica do GP (RIBEIRO et al., 2021).
Granulomas piogénicos podem promover a angiogénese pela liberacdo de fatores
angiogénicos. Dentre estes fatores, destaca-se o VEGF como um potente estimulador
da proliferacdo de células endoteliais, sendo um potencial mediador da angiogénese
em GP. O VEGF é normalmente secretado por diferentes tipos celulares nao-
endoteliais, como células musculares lisas e neoplasicas. Em condicbes de
normalidade, células endoteliais ndo produzem VEGF; entretanto, uma forte expressao
de VEGF pode ser obtida quando as células endoteliais sdo submetidas a hipdxia ou
estresse oxidativo (BRAGADO et al., 1999).

Yuan; Jin; Lin (2000) afirmaram que a patogénese do GP a nivel molecular pode
ser considerada como o desequilibrio entre os fatores estimuladores e inibidores da
angiogénese. Para estes autores, a super-expressao de VEGF e bFGF e a diminui¢éo
da quantidade de angiostatina podem levar a formacao do granuloma piogénico bucal;
mas a relacao entre estes niveis é desconhecida. Além disso, ha uma provavel relacao
entre a acdo dos hormdnios esteroides na etiologia do GP. Em outro estudo, estes
mesmos autores concluiram que os horménios esteroides femininos ndo apenas
aumentam a quantidade de fatores angiogénicos dos mondcitos/macréfagos ativados,
mas também protegem os macrofagos da apoptose prolongando, consequentemente,
o efeito angiogénico. A combinacdo destes efeitos pode auxiliar o tecido inflamado a

ultrapassar o limiar de uma gengivite crénica para a formacdo de um granuloma
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piogénico (YUAN; JIN; LIN, 2002). Tais afirmac¢des podem justificar o aparecimento de
granulomas gravidicos e a regressao espontanea destas lesées apés o parto, quando
0s niveis de hormonios esteroides se normalizam.

Segundo Becker, Domschke; Pohle (2004), o estudo do VEGF é de extrema
importancia pois ele é o principal alvo molecular para a angiogénese terapéutica, uma
vez que esta envolvido no processo de cicatrizacdo através da estimulacdo de
fibroblastos, células inflamatdrias e endoteliais Os mesmos autores verificaram que a
associacdo do VEGF a fibrina promove uma resposta proliferativa endotelial. Durante o
processo de reparo de feridas h& a formacao de fibrina, que é responséavel pela ativacédo
de respostas celulares, estimulando a proliferacdo e adesdo das células endoteliais;
participando, assim, ativamente da angiogénese. A fibrina € componente de muitos
tumores e se deposita como resultado do aumento da permeabilidade vascular. O
VEGF aumenta a permeabilidade vascular o que leva a formacdo de fibrina e a
proliferacdo de células endoteliais necessarias a angiogénese (SAHNI; FRANCIS,
2000). A ligacdo do VEGF a fibrina e ao fibrinogénio foi comprovada em um estudo
realizado por Sahni; Francis (2000). Estes autores ressaltam a importancia da fibrina
no processo de angiogénese pois ela fornece a colonizacdo e a organizagdo dos
peptideos angiogénicos necessarios para um efeito maximo nos locais de inflamacao
ou leséo.

A cascata de coagulacdo do sangue € iniciada ap6s uma lesdo vascular e
desencadeia a ativacéo da trombina, que cliva o fibrinogénio em fibrina. As plaquetas
sdo, entdo, reunidas em coagulos de fibrina e desempenham um papel fundamental na
hemostasia. Tezono et al. (2001) demonstraram que o VEGF ligado ao coagulo atuou
como fator de crescimento para células endoteliais, além de atuarem como fator
quimiotatico para mondcitos, sugerindo uma bioatividade do coagulo de fibrina ligado
ao VEGF. Durante a analise imunohistoquimica, verificou-se que a grande maioria dos
casos de granulomas piogénicos incluidos em nossa amostra apresentava areas de
ulceracao recobertas por pseudomembrana serofibrinosa. Nestas areas houve uma
forte marcacéo pelo VEGF, especificamente nos depositos de fibrina. Até o momento,
nao existe na literatura trabalhos destacando este padréo de marcagao em granulomas

piogénicos de mucosa bucal. Como estas lesdes bucais estdo constantemente sujeitas
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a traumas fisicos secundarios, e consequente ulceracao, a forte expressdo do VEGF
nestas areas poderia indicar um potencial mais elevado de angiogénese.

Estudos adicionais sdo necessarios visando elucidar se realmente esta maior
expressdo de VEGF nas é&reas de pseudomembrana nos granulomas piogénicos
poderia estar associada com uma microdensidade vascular aumentada, através da

utilizacdo de outros marcadores como o CD31, o CD34, dentre outros.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados, podemos concluir que o granuloma piogénico em
mucosa bucal €& uma condicdo patologica relativamente incomum. Acomete
preferencialmente mulheres, na faixa etaria de 20 a 40 anos de idade, leucodermas, e
se localiza com maior prevaléncia na gengiva. Microscopicamente, a grande maioria
destas lesGes apresenta-se ulcerada e, nestas areas de ulceracdo, ha uma intensa

iImunoexpresséo do fator de crescimento endotelial vascular.
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