ESTUDO MORFOLOGICO E
IMUNOISTOQUIMICO DAS ANOMALIAS
VASCULARES DA INFANCIA

HELOISA GALVAO DO AMARAL CAMPOS

Tese apresentada a Fundacao Antonio
Prudente para a obtenc¢ao do titulo de Doutora

em Ciéncias
Area de concentragdo: Oncologia

Orientador: Prof. Dr. Fernando Augusto

Soares

Sao Paulo
2005



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do Centro de Tratamento e Pesquisa
Hospital do Cancer A.C. Camargo

Campos, Heloisa Galvao do Amaral

Estudo morfolégico e imunoistoquimico das anomalias
vasculares da infancia. / Heloisa Galvao do Amaral Campos -- Séo
Paulo, 2005.

126p.

Tese(doutorado)-Fundagdo Antdnio Prudente.

Curso de Péds-Graduacéo em Ciéncias-Area de concentracéo:
Oncologia.

Orientador: Fernado Augusto Soares

Descritores: 1. HEMANGIOMA/patologia. 2. APOPTOSE. 3. CRIANCA.
4. ANGIOGENESE PATOLOGICA. 5. IMUNOHISTOQUIMICA.




11

Aos meus pais, Sonia e Paulo, exemplos de dedicagdo a

familia.

Ao Tito, companheiro de todas as horas, cujo amor e
incentivo foram fundamentais, sempre, e mais ainda durante

a execugdo deste projeto.

Ao André, meu filho querido, pela tranquilidade com
que acompanhou a minha dedicagdo ao trabalho. Por sua

brilhante trajetéria pessoal e profissional.

EFU?&DAQKD ANTONIO

PRUDENTE



111

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Fernando Augusto Soares, Diretor do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital do Cancer, meu
orientador, por me proporcionar a oportunidade de desenvolver este
trabalho, pelos conselhos e ensinamentos, pelo exemplo de atitude

decisiva e obstinada, pertinente aos grandes pesquisadores.

Ao Dr. José Hermilio Curado, Diretor do Departamento de
Cirurgia Plastica Reparadora, principal incentivador da minha

carreira, pelos ensinamentos e pelo exemplo profissional.

Ao Dr. Aléis Bianchi, exemplo de dedicacao profissional, pelo

carinho e incentivo.

Aos titulares e amigos do Departamento de Cirurgia Plastica
Reparadora do Hospital do Cancer, Dr. Alexandre Katalinic Dutra,
Dr. Mauricio Castello Domingues ¢ Dr. Eduardo Koiti Yoshimatsu,
pela dedicacdo no atendimento aos pacientes durante o meu
afastamento para a realizacdo deste trabalho. A nossa secretaria
Adriana de Fatima Galviao, pela presteza e entusiasmo na execugao

das atividades diarias do departamento.

A Dra. Isabela Werneck da Cunha, pelo entusiasmo e dedicacao
na revisao morfolégica e na avaliacdo da expressdao dos marcadores

imunoistoquimicos, pela amizade e pelo incentivo.



v

Aos membros da banca de defesa, Dra. Eliana Maria Monteiro
Caran, Dra. Glaucia Noeli Maroso Hajj, Dra. Maria Claudia
Nogueira Zerbini ¢ Dra. Maridngela Esther Alencar Marques, pelos
valiosos comentarios € sugestoes que permitiram a finalizacao deste

trabalho.

Aos membros da banca de qualificacdo, Dra. Beatriz de
Camargo, Dr. José Vassalo, Dr. Rafael Linden e Dr. Roger
Chammas, pelas criticas e sugestdes emitidas durante a elaboragéao

deste projeto.

Aos funcionarios do Departamento de Anatomia Patolégica,
Severino da Silva Ferreira ¢ Carlos Nascimento Pereira, pelo
preparo das laminas, Suely Nogogaki ¢ José Ivanildo Neves, pela
realizacao das reagdes imunoistoquimicas, aos funcionarios do
arquivo, € a todos cujo empenho e dedicacdo foram fundamentais

para que este trabalho fosse realizado.

A Prof:. Dra. Maria do Rosario Dias de Oliveira Latorre, pela
instrucao e orientacao da analise estatistica, e a Sr2. Maria Helena

Amaral Muniz de Carvalho, pela revisao do texto.

A Suely Francisco Neves Epifanio, bibliotecaria do Hospital do
Cancer, pela confeccdo da ficha catalografica, pela revisao da
formatacdo do texto e das referéncias bibliograficas. Aos demais

funcionarios da biblioteca pelo auxilio no levantamento bibliografico.



A Ana Maria Rodrigues Alves Kuninari e Marcia Miwa
Hiratani, da pés-graduacao, pelo competente trabalho, pela amizade

e incentivo.

A Sr2. Hirde Contensini ¢ demais funcionarios do Servico de
Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do Hospital do Cancer, pela

atenciosa colaboracao durante a revisao dos prontuarios.

A Srt2. Theresa Alberto do Nascimento, do Servico de Desenho
e Fotografia do Hospital do Cancer, pela atencdo e cuidado com a

documentacéao e com o arquivo fotografico.

Finalmente, o meu mais profundo agradecimento ao Hospital do
Cancer, aos pacientes e a todos que contribuiram direta ou

indiretamente para a elaboracéo e realizagao deste projeto.



vi

RESUMO

Campos HGA. Estudo morfolégico e imunoistoquimico das anomalias
vasculares da infancia. Sdo Paulo; 2005. [Tese de Doutorado — Fundacao
Anténio Prudente.

Os hemangiomas e linfangiomas sdo anomalias vasculares (AV) com
significativa diversidade clinica: algumas lesdes sao transitorias, outras,
permanentes. Na classificagdo clinica, as AV transitérias s&o os
hemangiomas fragiformes e tuberosos; as permanentes sao os
hemangiomas planos, cavernosos e os linfangiomas. A classificacdo
biolégica divide as anomalias vasculares em dois grupos: os hemangiomas
proliferativos (HP) e as mas-formagbes vasculares (MF). O padrao
morfoloégico nem sempre identifica o tipo de AV e, recentemente, o marcador
GLUT1 (erythrocyte-type glucose transporter protein) foi relatado como
positivo em todas as fases de evolugdo dos HP e negativo nas MF. O
diagnostico do tipo de lesao € um fator determinante para a escolha da
modalidade terapéutica. Os HP respondem ao tratamento sistémico
(corticoide e/ou interferon alfa), recomendado para os casos complicados. A
resposta ao tratamento & avaliada com parametros clinicos, dificultando a
analise de protocolos terapéuticos e a comparagcdo de resultados. O
presente trabalho estudou, retrospectivamente, as caracteristicas
morfologicas e imunoistoquimicas de 262 casos operados no Hospital do
Cancer, no periodo de 1988 a 2004, com diagndsticos de HP (126) e MF
(136), revisando a morfologia e usando marcadores imunoistoquimicos.
Houve correlagao entre os marcadores GLUT1 e Ki-67 (p<0,001). Os HP
foram positivos para GLUT1 em 80,6%, enquanto as MF foram negativas em
99,3% (p<0,001). Houve divergéncias entre o diagndstico clinico, a revisdo
morfologica e a resposta ao GLUT1, quando este ultimo foi fundamental para
definicdo do diagnoéstico. Os HP apresentaram positividade média para Ki-67
(marcador de proliferacdo) de 3,6%, enquanto as MF, 1,94% (p<0,001).
Foram analisados 118 casos de HP utilizando marcadores angiogénicos e
de apoptose. Os marcadores angiogénicos VEGF (vascular endothelial
growth factor) e NOS3 (endothelial nitric oxide synthase) e os marcadores de
apoptose, o inibidor Bcl-X e os pré-apoptose Bax, Bak, FAS, FAS-L foram
positivos na quase totalidade dos casos, enquanto p53 e caspase-3, em
parte dos casos, 39,0% e 17,0%, respectivamente. Nao houve positividade
para Bcl-2, fator inibidor da apoptose. Nao houve correlacao entre a
imunorreatividade para estes marcadores e o tratamento sistémico prévio. A
apoptose foi analisada em 36 casos de HP, pela técnica de TUNEL. A
porcentagem média de células em apoptose foi de 21,5% para os 22
pacientes nao tratados e 57,7% para os 14 tratados com corticéide e/ou
interferon alfa, p(Mann-Whitney)=0,004. O marcador GLUT1 foi fidedigno
para o diagnéstico dos HP. Confirmou-se a participagao de moléculas pro-
apoptose na patogénese destas lesbes e a efetividade do tratamento
sistémico prévio em determinar um aumento na porcentagem de células em
apoptose.
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SUMMARY

Campos HGA. Morphological and immunohistochemical study of
vascular anomalies of infancy and childhood. Sao Paulo; 2005. [Tese de
Doutorado — Fundagao Anténio Prudente.

Hemangiomas and lymphangiomas are vascular anomalies (VA) that
present with a large clinical diversity. Some of them are transitory,
whereas others are permanent. Clinically, transitory VA are classified
as fragiform and tuberous hemangiomas, and permanent VA are flat
and cavernous hemangiomas and lymphangiomas. According to their
biological classification, VA are divided into two groups: proliferative
hemangiomas (PH) as transitory lesions and vascular malformation
(VM) as permanent lesions. Morphologically, it is not always possible
to identify the type of VA. Recently, the GLUT1 (erythrocyte-type
glucose transporter protein) marker has been found positive in the
majority of lesion phases in PH and negative in VM. Treatment of AV
depends on several factors but the diagnosis of the type of lesion is
determinant to decide on the best therapeutic modality. PH are
sensitive to systemic treatment (steroids and/or alpha interferon),
which is recommended for complicated cases that present with
characteristics that impair body functions and threaten patients' life.
Systemic treatment response cannot be clinically measured, which
makes it difficult analyze protocols and compare results. We
retrospectively analyzed morphological and immunohistochemical
characteristics of 262 patients diagnosed with PH (n = 126) and VM
(n = 136) who underwent surgery at Centro de Tratamento e Pesquisa
Hospital do Cancer A. C. Camargo, Sao Paulo, Brazil, from 1988 to
2004. There was correlation between GLUtl and Ki-67 markers (p <
0.001). PH were positive for GLUT1 in 80.6%, whereas VM were
negative in 99.3% (p < 0.001). Divergence was found among clinical
diagnosis, morphology, and GLUT1 response, which was crucial in
order to define diagnosis. PH presented with 3.6% of mean positivity
rate for Ki-67 (proliferation marker) and 1.94% for VM (p < 0.001). In
118 cases of PH we could analyze the immunoreactivity for
angiogenesis and apoptosis markers. VEGF (vascular endothelial
growth factor) and NOS3 (endothelial nitric oxide synthase) angiogenic
markers, as well as apoptosis inhibitor Bcl-X and pro-apoptosis Bax,
Bak, FAS, FAS-L were positive in almost all cases, whereas pro-
apoptosis p53 and caspase-3 were partially positive (39% and 17%,
respectively). There was no positivity for apoptosis inhibitor apBcl-2.
There was no correlation between immunoreactivity to such markers
and previous systemic treatment. Apoptosis was analyzed in 36 cases
of PH using the TUNEL technique. Mean percentage of cells in
apoptosis was 21.5% for 22 non-treated cases and 57.7% for 14
others previously treated with steroids and/or alpha interferon,
p(Mann-Whitney) = 0.004. GLUT1 marker was found reliable to diagnose
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proliferative hemangiomas. Proapoptosis molecules were confirmed to have
participation in the pathogenesis of such lesions. We conclude that treatment
may induce early regression of the PH.
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1. INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

As anomalias vasculares, conhecidas genericamente como
hemangiomas e linfangiomas, sédo freqiientes na pratica clinica, ocorrendo
em cerca de 23% dos prematuros com peso de nascimento abaixo de
1000gr, em 1% dos neonatos e em 12% das criangas com 1 ano de idade
(HOLMDAHL 1955; PRATT 1967; AMIR et al. 1986).

A diversidade clinica das anomalias vasculares e a variedade de
classificacbes encontradas na literatura provocaram um atraso na
compreensdao destas lesbes e no estudo da eficacia das diferentes
modalidades terapéuticas. No Brasil, as anomalias vasculares sangiiineas
sdao denominadas hemangiomas, enquanto as linfaticas sdo denominadas

linfangiomas, de acordo com a classificagao clinica (CURADO 1992).

Em geral, as anomalias vasculares sado assintomaticas, algumas
estdo sujeitas a regressdo espontdnea, enquanto outras progridem
lentamente ao longo da vida (BOWERS et al. 1960). O desconhecimento da
natureza benigna e a diversidade de comportamento destas lesdes fizeram
com que, no passado, terapias agressivas fossem empregadas; a
radioterapia e a cirurgia radical foram recursos indicados,
indiscriminadamente, para impedir a progressdo de lesées, ainda que
promovessem danos e deixassem sequelas residuais. Foi a partir de 1938,
com a publicacdo de LISTER, reconhecendo a regressdo de um
determinado tipo de anomalia vascular, que a conduta conservadora passou

a ser considerada. Apenas 15% das anomalias vasculares evoluem de forma



alarmante, com complicagbées que comprometem fungées e ameagam a vida

do paciente, exigindo intervengéo terapéutica (ENJOLRAS et al. 1990).

Na busca de esclarecer as diferengas biolégicas entre as anomalias
vasculares, MULLIKEN e GLOWACKI, em 1982, propuseram a classificagcao
biolégica, ressaltando a existéncia de dois grandes grupos de lesGes com
caracteristicas biologicas distintas: os hemangiomas e as mas-formac¢oes

vasculares.

Durante décadas, o diagnéstico e o prognéstico das anomalias
vasculares eram estabelecidos apenas com os dados clinicos. Em 2000,
NORTH et al. publicaram os resultados de um estudo revelando a
descoberta de um marcador biolégico, uma proteina transportadora de
glicose - GLUT1 (erythrocyte-type glucose transporter protein), positiva
durante todas as fases de evolugdo dos hemangiomas e negativa nas mas-

formacdes vasculares.

Diante deste recurso para auxiliar no diagnoéstico das anomalias
vasculares, pretendemos com este estudo reavaliar os pacientes portadores
de tais anomalias, operados no Hospital do Cancer, com o objetivo de rever
o diagnéstico inicial estabelecido clinicamente, por meio da revisdo
morfologica e do estudo imunoistoquimico com os marcadores GLUT1 e Ki-

67.

Os avancos na area da biologia molecular vieram adicionar
marcadores e proporcionar técnicas para auxiliar na pesquisa sobre as

anomalias vasculares. Na segunda etapa deste projeto prosseguimos o



estudo imunoistoquimico dos casos identificados clinicamente como
hemangiomas proliferativos, analisando a imunorreatividade para

marcadores de angiogénese e de apoptose celular.

11 CLASSIFICAGAO CLINICA

A classificagdo clinica divide as anomalias vasculares em
hemangiomas, anomalias vasculares sangiiineas, e linfangiomas,

anomalias vasculares linfaticas (Quadro 1) (CURADO 1992).

Planos
) Fragiformes
Hemangiomas
Tumorais Tuberosos
Cavernosos

Linfangiomas

Sindromes Hemangiomatosas

Quadro 1 - Classificacdo Clinica das Anomalias Vasculares.

Os hemangiomas sdo divididos em planos e tumorais, sendo estes
ultimos subdivididos em fragiformes, tuberosos e cavernosos. Os
linfangiomas s&o divididos em microcisticos e macrocisticos.

Os hemangiomas planos sdo mas-formacdes venocapilares cutaneas

(Figura 1). Ao nascimento, sdo manchas vinhosas planas que, a partir da




segunda década de vida, formam nodulagbes e provocam hipertrofia das
estruturas comprometidas.

Os hemangiomas fragiformes e os tuberosos sao lesdes tumorais que
se desenvolvem nas primeiras semanas de vida, por proliferacdo celular
(Figuras 2 e 3). Apbés a fase proliferativa, segue-se a fase de regressao
espontanea, que se prolonga por um periodo variavel de um ano até uma
década.

Os hemangiomas fragiformes e tuberosos sofrem regressdao e, em
geral, sdo apenas observados até completarem a resolugcdo espontanea.
Porém, durante a fase proliferativa, podem manifestar caracteristicas
alarmantes, como ferimentos ou obstrucdes aerodigestivas que requerem
intervengao terapéutica com drogas.

Os hemangiomas cavernosos sao mas-formacdes venosas,
eventualmente com componente arterial associado (Figura 4). Estdo

presentes ao nascimento e progridem ao longo da vida.

Os linfangiomas sdo anomalias vasculares linfaticas, decorrentes da
ma-formacgéo da rede linfatica, também com tendéncia a progresséo lenta

(Figura 5).

Os hemangiomas planos, os cavernosos e os linfangiomas sao lesdes
permanentes que nao sofrem regressao espontanea, portanto, &€ necessario

um tratamento efetivo para ameniza-las ou mesmo elimina-las.



FIGURA 1. Hemangioma Plano FIGURA 2. Hemangioma Fragiforme

FIGURA 3. Hemangioma Tuberoso FIGURA 4. Hemangioma Cavernoso

FIGURA 5. Linfangioma FIGURA 6. Tuffed Hemangioma



Os hemangiomas planos, os cavernosos e os linfangiomas fazem
parte de inUmeras sindromes dismorficas, das quais as mais freqiientes sao
as de Sturge-Weber, Klippel-Trenaunay e Proteus (WIEDEMANN et al. 1983;
ENJOLRAS et al. 1985 e 1992; BIESECKER et al. 1999).

@] diagnéético das anomalias vasculares é estabelecido com dados de
historia e de exame fisico em 96% dos casos (FINN et al. 1983). No entanto,
o diagnéstico clinico esta sujeito a equivocos que levam a uma conduta
incorreta, ou seja, aguardar a regressao espontanea de uma lesdo
permanente, no caso dos hemangiomas planos, cavernosos ou
linfangiomas, ou tratar estas lesées com drogas sistémicas, as quais nao
sdo sensiveis. Da mesma forma, o ndo-reconhecimento de um hemangioma
sensivel a drogas sistémicas, como os fragiformes e tuberosos, pode induzir
ao emprego de outras modalidades terapéuticas menos apropriadas, como a
cirurgia e a embolizagdo, sem antes considerar o tratamento sistémico

prévio para reduzir a lesdo.

1.2 CLASSIFICAGAO BIOLOGICA

MULLIKEN e GLOWACKI, em 1982, a partir da observacdo do
comportamento biolégico das células endoteliais das anomalias vasculares
propuseram a “classificagdo biolégica” destas lesées, dividindo-as em dois
grandes grupos: hemangiomas, lesbées que evoluem com padrdo
proliferativo, e vascular malformations. Como no Brasil todas as anomalias

vasculares sangliineas - as transitérias e as permanentes - séo



denominadas genericamente hemangiomas, optamos por empregar o termo
hemangiomas proliferativos para este grupo da classificagao bioldgica,
com o objetivo de reforgar a natureza proliferativa destas lesdes, em
contraste com o outro grupo de anomalias, as mas-formacodes vasculares,
que se desenvolvem durante a gestacdo e que, apés o nascimento,

apresentam ciclo celular normal (CAMPOS e CURADO 2002).

A histéria natural dos hemangiomas proliferativos & caracterizada pelo
rapido crescimento pés-natal, durante meses (fase proliferativa), seguida por
uma regressao lenta com duragao de um a cinco anos (fase de involugao). A
regressao esta completa em 50% das criancas aos cinco anos e em 70%
dos casos aos sete anos, ainda mantendo um ritmo de melhora até os dez
anos (fase de resolucéo) (BOWERS et al. 1960; PRATT 1967; TAKAHASHI
et al. 1994). Os hemangiomas proliferativos sdo mais freqlientes nas
meninas, em uma razao de 3:1 (BOWERS et al. 1960). Em geral, sdo
pequenas lesdes assintomaticas e a conduta conservadora é adotada para a
maioria dos casos, evitando qualquer medida terapéutica que possa

provocar toxicidade ou determinar seqiielas estéticas e funcionais.

A patogénese dos hemangiomas proliferativos ndao esta claramente
estabelecida. Sdo compostos por microvasos com células endoteliais e
pericitos mitoticamente ativos, formando aglomerados de capilares
neoformados (MULLIKEN e GLOWACKI 1982). O conceito de que os
hemangiomas proliferativos sdo angiogénese-dependentes foi inicialmente
proposto por FOLKMAN (1974) e FOLKMAN e COTRAN (1976). Outros

estudos confirmaram que o desenvolvimento destas lesdes é mediado por
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moléculas angiogénicas que atuam sobre as células endoteliais e os
pericitos, dando inicio a progressao de capilares (FOLKMAN e KLAGSBURN
1987; RISAU et al. 1988; ZETTER 1988; BREIER et al. 1992; PEPPER et al.
1992). Este processo de angiogénese é regulado por inibidores do
crescimento das células endoteliais que, em condi¢des normais, mantém a
microvasculatura quiescente (MIGNATTI et al. 1989; TAKIGAWA et al

1990).

YU et al. (2004), estudando a fase proliferativa, encontraram um
predominio de células que expressam CD133-2, marcador de células
endoteliais progenitoras, sugerindo a participacao destas células no

desenvolvimento dos hemangiomas proliferativos.

O outro grupo de anomalias vasculares, as mas-formacoes
vasculares, estdo presentes ao nascimento e nao regridem
espontaneamente. Embora ndo ocorra proliferacéo celular pés-natal, estas
lesdes evoluem com aumento de volume progressivo e lento, decorrente da

dilatacao dos vasos sangiineos e/ou linfaticos malformados.

1.2.1 Classificacao Biologica Modificada

A classificagao biolégica foi modificada em 1996, para adicionar ao
grupo dos hemangiomas outros tumores vasculares proliferativos da
infancia, como os hemangiomas congénitos, o hemangioendotelioma
kaposiforme, o tufted hemangioma e o granuloma piogénico, criando o grupo
dos “tumores vasculares”, mais abrangente (Quadro 2) (ENJOLRAS e

MULLIKEN 1997).



Tumores vasculares Mas-formacodes vasculares
Hemangioma Proliferativo Ma-formacao capilar
Hemangioma congénito rapidamente Ma-formacéo venosa
involutivo

Hemangioma congénito n&o involutivo Ma-formacao linfatica

Hemangioendotelioma kaposiforme Ma-formacéo arterial

Tufted hemangioma Ma-formagdo combinada

Granuloma piogénico

Quadro 2 - Classificacdo Biol6gica Modificada.

O termo hemangioma congénito foi introduzido para designar lesdes
que, diferentemente do comportamento da maioria dos hemangiomas
proliferativos, ja estavam no seu desenvolvimento maximo ao nascimento
(BOON et al. 1996). Posteriormente, foram descritas duas variantes dos

hemangiomas congénitos: os rapidamente involutivos e os ndo-involutivos.

O hemangioma congénito rapidamente involutivo (rapidly involuting
congenital hemangioma - RICH) é uma variante relativamente rara dos
hemangiomas proliferativos, que se encontra totalmente desenvolvido ao
nascimento e regride durante o primeiro ano de vida, deixando, na maior
parte dos casos, atrofia de pele e de subcutdaneo (BOON et al. 1996;

BERENGUER et al. 2003).

O hemangioma congénito nao-involutivo (noninvoluting congenital
hemangioma - NICH) também foi descrito como uma variante dos

hemangiomas proliferativos, que j& se encontra totalmente desenvolvido ao
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nascimento, mas, diferentemente do RICH, n&o apresenta regressao
espontanea (ENJOLRAS et al. 2001). Histologicamente, NICH & composto
por grandes l6bulos de pequenos vasos, entremeados por fibrose e
microfistulas arteriovenosas dérmicas. Vasos maiores com membrana basal
fina podem ser encontrados no centro dos I6bulos. O exame histolégico de
RICH também mostra I6bulos de tamanho variado, com vasos extralobulares
maiores. O estudo imunoistoquimico mostrou que, embora na morfologia
RICH e NICH se assemelhem aos hemangiomas proliferativos, sao

negativos para GLUT1 (ENJOLRAS et al. 2001; BERENGUER et al. 2003).

O hemangioendotelioma kaposiforme é um tumor pediatrico raro,
freqiientemente associado com trombocitopenia (Sindrome de Kasabach-
Merritt) (SARKAR et al. 1997). Sdo tumores que evoluem com agressividade
local e nem sempre respondem a terapéutica convencional (ZUKERBERG et
al. 1993). Sao lesdes irregulares formadas por nédulos que se parecem ao
padrdao morfolégico dos hemangiomas proliferativos, porém infiltrativos e
com um tecido intercapilar de células fusiformes. Uma das maiores séries
encontradas na literatura, com 33 casos, mostrou que as células endoteliais

que formam estas lesdes foram negativas para GLUT1 (LYONS et al. 2004).

O tufted hemangioma é um tumor pediatrico que compromete
preferencialmente o pescogo e a parte superior do tronco (Figura 6). Sdo
tufos ou lébulos formados por capilares de paredes finas, disseminados na
derme, que, morfologicamente, sdao semelhantes aos hemangiomas

proliferativos. Apesar do comportamento benigno, a evolugao & variavel com

tendéncia a progressao lenta (JONES e ORKIN 1989).
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O granuloma piogénico aparece como uma papula ou pélipo de pele
ou mucosa, friaveis e sangrantes (REQUENA e SANGUEZA 1997). Em
geral, o desenvolvimento do granuloma piogénico € subseqliente a uma
injaria, mas também aparece em areas ja comprometidas por lesdes
preexistentes, como o hemangioma plano (SWERLICK e COOPER 1983).
Desenvolve-se por proliferacao de tecido de granulagao e nao apresenta
imunorreatividade para GLUT1 (NORTH et al. 2000). Uma série com 15
casos mostrou uma baixa taxa de apoptose, provavelmente ocasionando o

rapido crescimento destas lesées (NAKAMURA 2000).

1.3 TRATAMENTO SISTEMICO COM CORTICOIDE E INTERFERON

ALFA

Em geral, os hemangiomas proliferativos sdo sensiveis a drogas
sistémicas, como o corticbéide e o interferon alfa. O tratamento é
recomendado para pacientes com complicagdes clinicas, mais frequentes
nos primeiros meses de vida. Estas lesbes que evoluem com complicagdes
foram denominadas “hemangiomas alarmantes” e definidas como lesdes
cujas caracteristicas comprometem funcdes fisioldgicas e/ou ameacam a
vida do paciente (ENJOLRAS et al. 1990). Neste grupo, encontramos
portadores de lesdes deformantes, lesées que causam obstrugdo de visdo
ou de vias aerodigestivas, lesbes ulceradas, com crescimento rapido e de
carater atipico, comprometimento hepatico, descompensacao cardiaca e

associacdo com plaquetopenia. Na literatura, encontramos diversas



12

publicacdes relatando sucesso do tratamento dos hemangiomas
proliferativos alarmantes com corticoide e/ou interferon alfa, sendo a melhora
sempre constatada por evidéncias clinicas (ZAREM e EDGERTON 1967;
FOST e ESTERLY 1968; EDGERTON 1976; ENJOLRAS et al. 1990;
EZEKOWITZ et al. 1992). Um estudo com 155 pacientes tratados com
injecdes intralesionais de corticéide menciona melhora de pelo menos 50%
do volume das lesGes, também baseada em parémetros clinicos (CHEN et

al. 2000).

Ainda nao foram totalmente desvendados os mecanismos de atuacao
do corticéide e do interferon alfa no caso de interromper a proliferagéo e
induzir a regressdo das lesdes. Quanto aos corticoides, os estudos
realizados até o momento sugerem a interagao direta com os receptores de
glicocorticoides (HASAN et al. 2000). Também ja foi demonstrado que o
tratamento com corticoide promove aumento na expressao de genes
relacionados com a apoptose (HASAN et al. 2001). Quanto ao interferon
alfa, um estudo com cultura de células endoteliais da microvasculatura
dérmica apontou um indice apoptético aumentado em 20% nas células

tratadas com interferon alfa (SGONC et al. 1998).

1.4 MARCADORES GLUT1 E KI-67

As anomalias vasculares vém despertando interesse crescente e
encontramos na literatura diversos estudos sobre as caracteristicas

biolégicas dos diferentes tipos de lesdo. Os marcadores sao mencionados
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como promissores na distingdo entre os hemangiomas proliferativos e as
mas-formacgdes vasculares.

Porém, apesar das pesquisas ja realizadas, a patogénese das
anomalias vasculares ainda ndo estd devidamente esclarecida. Os
hemangiomas proliferativos foram mais estudados e os resultados mais
relevantes publicados até o momento, baseados em estudos
imunoistoquimicos, indicam ser o desenvolvimento destas les6es mediado
por fatores angiogénicos, e que a regressao, tanto a espontanea como a
induzida por drogas, mediada por moléculas que participam da apoptose
(TAKAHASHI et al. 1994; IWATA et al. 1996; BENJAMIN e KESHET 1997,

SGONG et al. 1998).

1.4.1 GLUT1

GLUT1 € membro de uma familia de pelo menos seis proteinas
transportadoras de glicose estruturalmente relacionadas, que esta altamente
expressa no endotélio da microvasculatura de barreiras como as do sistema
nervoso central, retina, placenta, musculatura ciliar e no endoneuro dos
nervos periféricos (FROEHNER et al. 1988; HARIK et al. 1990;
SCHLINGEMANN et al. 1998; JANSSON et al. 1999). O GLUT1 néo esta
presente na vasculatura da pele e do subcutaneo (FARRELL et al. 1992).

Os resultados de NORTH et al. (2000 e 2001) proporcionaram a
perspectiva de diferenciar os hemangiomas proliferativos pela expressao de
GLUT1, cujo estudo imunoistoquimico mostrou 97 % de positividade em 143

casos de hemangiomas proliferativos e 100% de negatividade em 66 casos



14

de mas-formacgbes vasculares. Segundo estes autores, a positividade para
GLUT1 é persistente durante todos os estagios do desenvolvimento dos
hemangiomas proliferativos, desde a fase proliferativa até a fase de
resolucdo. Ja as mas-formagbes vasculares sdao sempre negativas para
GLUT1.

Em outubro de 2004, o GLUT1 foi apresentado no XXV Congress of the
International Academy of Pathology, como um novo recurso para cirurgiées
e patologistas no diagnoéstico diferencial entre os hemangiomas e as mas-

formacdes vasculares (NORTH 2004).

Além do GLUT1, os hemangiomas proliferativos indicam intensa
imunorreatividade para outros antigenos vasculares associados a placenta,
como FcyRIl, merosina e LeY (NORTH et al. 2001). Estétfpa levou
North e colaboradores a especular a possibilidade de os hemangiomas
proliferativos serem originarios de angioblastos que se diferenciaram para
um fenodtipo placentario ou ainda de serem provenientes de células
placentarias embolizadas, esta ultima hipotese favorecida pela observagéo
do aumento da incidéncia de hemangiomas proliferativos nos casos
previamente submetidos a puncao de vilosidade coridonica (BURTON et al.

1995).

1.4.2 Ki-67
Ki-67 &€ uma IgG1, anticorpo monoclonal, usado como um método

confiavel para detectar a fragdo de crescimento das neoplasias (BROWN e

GATTER 1990; CATTORETTI et al. 1992). A preferéncia pelo anticorpo Ki-
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uniformemente positiva para o marcador linfatico LYVE-1, indicou
imunorreatividade para Ki-67 em 10 a 15% das células endoteliais (NORTH

et al. 2004).

1.5 MARCADORES DE ANGIOGENESE E DE APOPTOSE

Nas Gltimas décadas, as pesquisas se sucederam com o objetivo de
identificar fatores relacionados com a biologia molecular dos hemangiomas
proliferativos. Recentes avancgos na elucidagéo, tanto do desenvolvimento da
rede vascular normal como da angiogénese, vém auxiliando na

compreensao do desenvolvimento dos hemangiomas proliferativos.

Durante a embriogénese, o sistema vascular normal se desenvolve a
partir de dois processos: vasculogénese e angiogénese (BREUGEM et al.
2000). Na vasculogénese, os vasos se formam a partir de células
precursoras, 0s angioblastos. A angiogénese é o processo de formacao
de novos vasos a partir de vasos preexistentes e ja foi demonstrada na
patogénese dos hemangiomas proliferativos. Ja o papel da vasculogénese
no desenvolvimento destas lesdes nao esta claro, ainda que a presenca de
artérias anémalas nos hemangiomas proliferativos extensos venha sendo
atribuida a alteragdes da vasculogénese, provavelmente por volta da oitava

e da décima semanas de idade gestacional (BREUGEM et al. 2000).

O equilibrio dos tecidos € mantido pelo balango entre proliferacdo e
morte celular. No tecido vascular, a angiogénese & o processo de

proliferagcdo endotelial. As moléculas fator de crescimento do endotélio
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vascular (vascular endothelial growth factor - VEGF) e 6xido nitrico (nitric
oxide - NO) sao participantes na indugdo da angiogénese (KIMURA e
ESUMI 2003). Nos hemangiomas, a ocorréncia do VEGF na fase
proliferativa ja foi demonstrada, mas ainda néo se explorou devidamente a
participacdo do NO e das sintases de NO (endothelial nitric oxide synthase —
NOS) na evolugao destas lesdes (TAKAHASHI et al. 1994; CHANG et al.

1999; TAN et al 2000).

A apoptose, ou a morte celular programada, € um processo ativo de
autodestruicdo celular que representa um importante complemento da
mitose na regulacdo do numero de células durante o desenvolvimento, no
ciclo celular homeostatico do adulto, e em muitas outras condigées
(JACOBSON et al. 1997). E caracterizada por uma série de alteragdes
morfolégicas e bioquimicas, como fragmentacdo do DNA, encolhimento
citoplasmatico e formagdo de corpos apoptoticos (WYLLIE et al. 1980;
HENGARTNER 2000). O processo da apoptose é regulado por diversos
genes. O gene p53 codifica uma proteina cuja funcao inclue a indugcao da

apoptose celular.

O mecanismo de moléculas que atuam na apoptose é complexo e pode
ser ativado por diferentes estimulos mediante duas vias: a via mitocondrial e

a via receptor de morte.

A familia Bcl-2 € uma das mais atuantes na via mitocondrial, com
proteinas que inibem a apoptose, como a Bcl-2 e a Bcl-X, ou a estimulam,
como Bax e Bak. Outro grupo de proteinas, FAS e FAS-L, estimulam a

apoptose pela via receptor de morte.
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A apoptose tem como componente central um grupo de enzimas
proteoliticas denominadas caspases (cysteinyl aspartate-specific proteases)
(KERR et al. 1972). Uma vez ativadas, as caspases atuam em cadeia
produzindo as alteragdes celulares do fenétipo da apoptose, especialmente
evidentes no nucleo, no qual a cromatina se torna condensada, assumindo

uma forma geométrica globular muito compacta (LEIST e JAATTELA 2001).

Na literatura, encontramos estudos que sugerem ser o processo de
apoptose o responsavel pela regressdo dos hemangiomas proliferativos,
tanto a melhora espontanea como a induzida por drogas (HASAN et a. 2000
e 2001; FRISCHER et al. 2004). Pelos resultados de RAZON et al. (1998), a
apoptose esta aumentada cinco vezes na fase de involugdo dos

hemangiomas.

1.5.1 VEGF

Os fatores de crescimento sdao moléculas regulatérias cuja funcao
principal & colocar células quiescentes no ciclo celular. Costumam ser
denominados de acordo com o 6rgdo alvo de sua atividade biologica, por
meio do qual se liga a receptores de superficie especificos e tém capacidade
de afetar a proliferacido ou diferenciagcdo celular. O VEGF e o fator de
crescimento dos fibroblastos (fibroblast growth factor - FGF) controlam a

angiogénese.

Fisiologicamente, angiogénese € um processo regulado rigorosamente

e, quando nao, leva a processos patologicos, como tumores e doengas
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inflamatorias. O VEGF é um potente fator angiogénico, mediando a
neovascularizagao fisiolégica e patolégica, sendo usualmente empregado na
pesquisa experimental para estimular a formagao de vasos (FOLKMAN e
KLAGSBRUN 1987). Porém, ainda nao esta claro se os vasos neoformados

dependem do VEGF como fator de sobrevivéncia.

Nos hemangiomas proliferativos, MULLIKEN e GLOWACKI (1982)
encontraram positividade para o VEGF e para bFGF, com a técnica da

imunoistoquimica.

De acordo com o estudo de TAKAHASHI et al. (1994), também com
imunoistoquimica, a alta imunorreatividade para VEGF, durante a fase
proliferativa dos hemangiomas proliferativos, evidenciou o envolvimento
desta molécula no desenvolvimento destas lesbes. Recentemente, um
estudo com hibridizagdo in siftu mostrou que a superexpressao do VEGF
ocorre no plano da expressao génica (produgao de mRNA), com pico que

coincide com a fase de proliferacdo (CHANG et al. 1999).

BENJAMIN e KESHET (1997) relataram que a sobrevivéncia da
vascularizacao de células tumorais depende da manutencdo do nivel de
VEGF, sugerindo que a queda provoca a regressao dos vasos neoformados.
Nos hemangiomas proliferativos, os dados sdo controversos e ainda é
questionavel se a queda do nivel de VEGF pode ser responsavel pela
regressdo dos hemangiomas proliferativos. O estudo de uma bidpsia de
hemangioma proliferativo tratado previamente com triancinolona intra-

lesional, com regressao acelerada apés o tratamento, mostrou aumento da



20

expressao de genes ligados a apoptose, mas ndo encontrou alteracéo da

expressao de VEGF (HASAN et al. 2000).

1.5.2 NOS3

O NO é uma molécula simples, porém com diversas funcgdes
fisiolégicas (LINCOLN et al. 1997). Foi inicialmente descrito como
vasodilatador potente, posteriormente identificado como fator relaxante do
endotélio (KIMURA e ESUMI 2003). E sintetizado pela conversdo enzimatica
da L-arginina, pelas sintases de éxido nitrico - NOS, liberando NO e L-
citrulina. Dentre as sintases ja descritas, a NOS3 & a isoforma
constitutivamente expressa nas células do endotélio vascular (HECKER et

al. 1995).

Segundo DULAK e JOZKOWICZ (2003), sao abundantes as evidéncias
demonstrando que NO é uma molécula efetora mediando a atividade de
VEGF. Por meio da ligagdo com receptores, VEGF inicia a sinalizagdo em
cascata que resulta na producdo de NO e na ativagcdo angiogénica das
células endoteliais. Em situagdes de hipéxia, NO promove a angiogénese,
potencializando a atividade de uma molécula denominada fator indutor de
hipoxia (hypoxia inducible factor - HIF-1), que, por sua vez, representa um
papel chave na superexpressdo de VEGF (DULAK e JOZKOWICZ 2003).
Porém, alguns estudos mencionam a atuagdo do NO como indutor da
angiogénese, outros constatam uma atuagcdo indutora da apoptose, na
dependéncia da quantidade liberada (LI et al. 1991; NISHIO e WATANABE

1998). Os resultados encontrados por SHEN et al. (1998) demonstraram que
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a baixa concentracdo de NO contribui para a sobrevivéncia de ceélulas
endoteliais humanas, enquanto a alta concentragdo desta molécula é
patolégica e promove a destruicdo celular. Para NISHIO e WATANABE
(1998), NO induz a apoptose pelo aumento da expressao de pb53 e

diminuicao da expresséao de Bcl-2.

Nas neoplasias malignas humanas, a participagdo do NO & ainda
pouco compreendida (MENDES et al. 2001). Nos estudos realizados até o
momento, observou-se que esta molécula pode promover o crescimento dos
tumores por meio da ativagdo da angiogénese e favorecer a ocorréncia de

metastases pelo aumento da permeabilidade vascular (GALLO et al. 1998).

Quanto aos hemangiomas proliferativos, GHIGO et al. (1995),
estudando o comportamento de células endoteliais in vitro, sugerem a

participacado de NO, induzido por NOS3, no desenvolvimento destas lesdes.

1.5.3 p53

O gene p53 atua como supressor de tumor e sua importancia no
desenvolvimento de algumas neoplasias ja foi amplamente demonstrada na
literatura (CATTORETTI et al. 1988; HOLLSTEIN et al. 1994;
HENGARTNER 2000). A proteina produzida pelo gene p53 € um fator de
transcricdo que se liga em seqiéncias especificas de DNA, regulando a
expressao de genes alvo. Em condi¢gdes normais, a proteina p53 tem uma
meia-vida curta e & inativada no citoplasma, em parte, pela oncoptoteina

MDM2 (O'CONNOR et al. 2003). Diversos estimulos podem levar ao
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acumulo de p53 no nucleo, especialmente um dano ao DNA. Acredita-se que

a alteracdo de p53 também possa resultar no seu acimulo.

O p53 pode atuar na indugédo da apoptose pela via mitocondrial e pela
via receptor de morte (GRAEBER et al. 1994; SCHULER et al. 2000;
SHEIKH e FORNACE 2000). Na via mitocondrial, p53 atua regulando
positivamente fatores pré-apoptose, como Bax, e regulando negativamente
fatores que inibem a apoptose, como o Bcl-2 (MIYASHITA et al. 1994). Na
via receptor de morte, p53 pode determinar um aumento do nivel da proteina

FAS por meio de uma regulagao transcricional.

A Sindrome de Li-Fraumeni ilustra a atuagao do p53 como supressor
de tumor. Os individuos portadores desta sindrome apresentam mutacéo de
p53 nas células germinativas e desenvolvem tumores, como sarcomas,
cancer de mama, leucemia e cancer de sistema nervoso central, que
apresentam perda do alelo remanescente (MALKIN 1993). Da mesma forma,
camundongos com mutagdo do p53 sdo susceptiveis ao desenvolvimento

precoce de tumores e hemangiomas (DONEHOWER et al. 1992).

Na literatura, em um estudo com sete casos de hemangiomas
proliferativos, ndo se encontrou imunorreatividade para p53 (IWATA et al.
1996). Ainda assim, a participacéo de p53 na patogénese dos hemangiomas

proliferativos humanos néao foi devidamente explorada.
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1.5.4 Familia das proteinas Bcl-2

A familia de proteinas Bcl-2 representa um papel central na via
mitocondrial da apoptose (TSUJIMOTO et al. 1984; BAKHSHI et al. 1985). A
proteina Bcl-2 localiza-se na membrana mitocondrial e atua mantendo a
sobrevivéncia celular continua, bloqueando a morte celular (HOCKENBERY
et al. 1991). Bcl-2 esta expressa em diversos tecidos fetais e adultos, em
células que renovam a populagéo celular, ndo sendo expressa nas celulas

maduras como as do tecido vascular (SMOLLER et al. 1994).

A funcdo da familia de proteinas Bcl-2 é regular a atividade fisiologica
da mitocdndria de inibir ou promover a morte celular (BRUCKHEIMER et al.
1998). A ativacao da via mitocondrial da apoptose é sinalizada tanto pela
liberagcdo das proteinas mitocondriais como pela disfungdo da prépria
mitocondria (GREEN e REED 1998; GROSS et al. 1999). As moléculas com
atividade pro e antiapoptose podem, direta ou indiretamente, antagonizar a

atividade umas das outras.

Os componentes pro-apoptose, como Bax e Bak, servem como
sensores dos sinais de morte e executores do programa. Os componentes
antiapoptose, como Bcl-2 e Bcl-X, inibem a iniciagao do programa (ADAMS e

CORY 1998).

A disfuncdo de Bcl-2 pode estar relacionada ao desenvolvimento do
cancer (MCDONNELL e KORSMEYER 1991; KRAJEWSKI et al. 1996;
BRUCKHEIMER et al. 2000). Nos hemangiomas proliferativos, MANCINI e

SMOLLER (1996) encontraram imunorreatividade para Bcl-2, tanto nas
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células endoteliais como nas intersticiais, com decréscimo nas fases de

evolugcao dos hemangiomas.

1.5.5 Familia receptor de morte

Os receptores de morte pertencem a superfamilia dos receptores
TNF/NGF (tumor necrosis factor/nerve growth factor) que séo ativados pela
juncdo aos seus ligantes naturais (NAGATA 1996; ASHKENAZ| e DIXIT
1998; LOCKSLEY et al. 20). Os membros desta familia sdao proteinas
transmembrana tipo-l, com um C-terminal intracelular e um dominio N-
terminal extracelular. Apresentam uma sequéncia de aminoacidos
citoplasmatica conhecida como dominio de morte (DD), que habilita os
receptores de morte a iniciar o seu sinal. A interacdo do dominio de morte
citoplasmatico com outras moléculas resulta na ativacdo de uma das
caspases ativadoras, como a caspase-8, e na subseqliente ativacao da
cadeia de caspases com O processamento e ativacdo de uma caspase
efetora, como a caspase-3, resultando, direta ou indiretamente, na execucao

da morte celular (GUICCIARDI e GORES 2003).

Dos seis feceptores de morte ja descobertos, o FAS (também
denominado CD95 ou APO-1) foi o mais estudado até o momento. FAS-L
(CD95L) é um potente indutor da apoptose (DESBARATS et al. 1998; MIWA
et al. 1998). E uma proteina transmembrana tipo-ll, expressa na superficie
de células T ativadas. A ligacdo de FAS com FAS-L induz a apoptose celular

(DESBARATS et al. 1998).



25

Um elemento responsivo a p53 esta localizado no primeiro intron do
gene FAS, e colabora com trés sequéncias, no promotor que regula a

superexpresséo de FAS e FAS-L (MULLER et al. 1998).

Nao encontramos na literatura estudos sobre a atuagado das moléculas

FAS e FAS-L na patogénese dos hemangiomas proliferativos.

1.5.6 Caspases

O estudo do desenvolvimento do Caenorhabditis elegans resultou na
descoberta da participagédo das caspases no fendmeno da apoptose (ELLIS

et al. 1991).

Até o momento, foram identificadas onze caspases humanas que
compdem um complexo sistema proteolitico vital na regulacdo da apoptose
(MURPHY e MARTIN 2003). O processo & desencadeado por diversos
estimulos que resultam na ativacdo das caspases e culminam no colapso
celular. As caspases envolvidas na apoptose apresentam diversas
atividades. Os estimulos que iniciam o processo, promovem a ativacdo das
caspases efetoras que, por sua vez, provocam a clivagem e a ativacao das
caspases executoras. Na via mitocondrial da apoptose, a caspase-3
representa um papel fundamental na disseminagéo e amplificacdo da cadeia

(SLEE et al. 1999).

As caspases podem ser inativadas por mutacdo, silenciadas por

metilacdo ou pela superexpressdo de um inibidor enddgeno. Estas
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alteracdes podem ser encontradas em diferentes tipos de cancer, como as ja

relatadas nos melanomas, neuroblastomas, entre outros (UEKI et al. 2001).

Ainda nao foi demonstrada a participagdo da caspase-3 na patogénese

dos hemangiomas proliferativos.

1.6 TUNEL

O método padrao para a deteccdo da apoptose € o reconhecimento e a
quantificagdo das celulas morfologicamente alteradas. Porém, estas
alteracoes sao de dificil deteccéo a microscopia éptica convencional, sendo
mais facilmente identificadas com o auxilio de coloragdes especificas
(GAVRIELI et al. 1992; ANSARI et al. 1993). A técnica de TUNEL permite a
identificacdo de nuacleos condensados pela utilizacdo de corantes
fluorescentes e a deteccdao das extremidades do DNA fragmentado pela

marcagao com dUTP-biotina mediada pela transferase terminal (TdT).

Como ja foi mencionado, a apoptose & o processo celular que promove
a regressao dos hemangiomas proliferativos. Uma série publicada em 1998,
com 16 espécimes de hemangiomas proliferativos, empregando a técnica de
TUNEL, encontrou um aumento da apoptose, a partir do segundo ano de
vida, coincidindo com a fase de involucdo destas lesdes (RAZON et al.
1998). Outra publicacdo recente evidenciou a eficiéncia da técnica de
TUNEL em demonstrar as células endoteliais apoptéticas, raras nos
hemangiomas em proliferagdo e freqiientes na fase de involugéo

(FRISCHER et al. 2004).
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De fato, os estudos indicam ser o processo de apoptose o
responsavel pela regressdo dos hemangiomas proliferativos, tanto na
melhora espontadnea como na induzida por drogas. Poréem, até o momento,
nado encontramos estudos que demonstrassem claramente a efetividade do

corticéide e do interferon alfa no tratamento dos hemangiomas proliferativos.



2. OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Estudar a imunorreatividade dos marcadores GLUt1 e Ki-67 nas
anomalias vasculares, comparar os resultados com o diagnostico
clinico/biolégico estabelecido previamente e com o padrao encontrado

na revisdo da morfologia;

Estudar a imunorreatividade de proteinas ligadas a angiogénese
(VEGF e NOS3) e a apoptose (p53, Bcl-2, Bel-X, Bak, Bax, FAS, FAS-
L e caspase-3) nos hemangiomas proliferativos; comparar os
resultados encontrados entre dois grupos de pacientes: ndo tratados

e tratados previamente com corticoide e/ou interferon alfa;

Estudar a apoptose nos hemangiomas proliferativos (técnica de
TUNEL) e comparar os resultados encontrados entre dois grupos de
pacientes: ndo tratados e tratados previamente com corticdide e/ou

interferon alfa.



3. CASUISTICA E METODO
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3  CASUISTICA E METODO

31 CASUISTICA

Este estudo & uma analise retrospectiva de 262 pacientes portadores
de anomalias vasculares, admitidos para tratamento no Setor de
Hemangioma do Departamento de Cirurgia Reparadora do Centro de
Tratamento e Pesquisa do Hospital do Cancer, em S&o Paulo, e operados

no periodo de margo de 1988 a marcgo de 2004.

3.1.1 Critérios de elegibilidade para o estudo

Foram elegiveis para este estudo os pacientes admitidos para
tratamento entre 0 a 18 anos de idade, portadores de anomalias vasculares,
segundo a classificagdo clinica adotada, a saber: hemangioma plano,
hemangioma fragiforme, hemangioma tuberoso, hemangioma cavernoso,

linfangioma e as associacoes.

3.1.2 Critérios de exclusao do estudo
Foram excluidos os casos que néo dispunham de material adequado

para o estudo imunoistoquimico.

3.1.3 Descricao da casuistica

Para a primeira etapa do projeto, 262 pacientes foram incluidos para

a revisao morfoldgica e estudo imunoistoquimico com os marcadores GLUT1
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e Ki-67. Excluiu-se 1 paciente cuja revisdo morfolégica mostrou tratar-se de

hemangioendotelioma kaposiforme.

3.1.4 Estudo da imunorreatividade das proteinas ligadas a
angiogénese e apoptose nos hemangiomas proliferativos

Para o estudo da imunorreatividade dos marcadores de angiogénese
e apoptose (VEGF, NOS3, p53, Bcl-2, Bcl-X, Bax, Bak, FAS, FAS-L e
caspase-3) foram incluidos 118 pacientes com diagnéstico clinico/bioldgico
de hemangioma proliferativo e com material disponivel e adequado para o

restante do estudo imunoistoquimico.

3.1.5 Estudo da apoptose nos hemangiomas proliferativos, com a
técnica de TUNEL

Para o estudo da apoptose pela técnica de TUNEL foram incluidos 36
pacientes com diagnostico clinico/biolégico de hemangioma proliferativo.
Para tornar o estudo viavel, devido ao alto custo do kit Apoptag, optou-se por

reduzir o numero de pacientes.

3.2 METODO

Este estudo incluiu coleta dos dados clinicos dos prontuarios, resgate
das laminas para revisdo morfologica, escolha e resgate dos blocos para
estudo imunoistoquimico. Os dados clinicos foram coletados dos prontuarios

arquivados no Servigo de Arquivo Médico Estatistico (SAME) do Hospital do
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Cancer, retrospectivamente. Realizou-se o levantamento dos prontuarios, o
preenchimento das fichas clinicas e dos dados do exame anatomo-

patolégico, a digitagéo para o banco de dados e a analise estatistica.

O instrumento de coleta de informagdes consistiu em um formulario

padronizado, contendo os seguintes grupos de dados:

e nome, numero do registro e nimero do estudo;

demograficos (idade, género e grupo étnico);

histéria clinica (idade ao aparecimento da lesdo, ritmo de progressao

da lesao, sangramento e ferimento);

exame loco-regional (extensao e profundidade da lesdo);

localizacao topografica (segmento cefalico, tronco ou membros);
e diagnéstico clinico;

e tratamento sistémico (medicamento utilizado, duracdo do tratamento

em dias);

e tratamento cirdrgico (data e numero do laudo anatomo-patologico).

Pelo numero do exame anatomo-patolégico as laminas foram
solicitadas ao arquivo para a revisdo morfolégica. Em seguida, os blocos
escolhidos foram cortados para o estudo imunoistoquimico. A autora desta
tese acompanhou a leitura dos exames imunoistoquimicos e a contagem de

células do Ki-67 e do TUNEL. A medida que os dados foram sendo
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coletados, as fichas eram preenchidas e os dados registradas em um banco,

utilizando o programa de computador SPSS, versao 10.0.

3.2.1 Revisao da Morfologia

As laminas correspondentes aos casos de anomalias vasculares
incluidos no estudo foram revisadas por dois patologistas (F.A.S. e LIW.C),
para a confirmacao do diagnoéstico e para a escolha do bloco mais
representativo de cada caso. Durante a revisdo, os casos foram
classificados de acordo com a morfologia: padrdo ma-formagao, padrao
proliferacao, padrao fibrogorduroso e padréo fibrose (Quadro 3) (NORTH et

al. 2000).

O padrao morfolégico de ma-formacao foi identificado pela presenca de
vasos capilares, venosos e/ou linfaticos, irregulares e dilatados e pode ser
visto na Figura 7. O padrdo morfolégico de proliferag:éd, composto por
massas de células endoteliais e com a presenca de figuras de mitose, pode

ser visto na Figura 8.

Apos a revisao da morfologia, os blocos de parafina foram resgatados

e cortados para o estudo imunoistoquimico.
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Variavel

Padrao morfolégico

Padrao
ma-formacao

- venulocapilar: capilares e venulas ectasiadas confinadas
a derme, células endoteliais achatadas e mitoticamente
inativas;

- venosa: cole¢gées anormais de vasos e lagos venosos
irregulares, com musculatura lisa da parede pobremente
organizada, células endoteliais achatadas e mitoticamente
inativas;

- artério-venosa: colegcdes anormais compostas por canais
venosos e arteriais, misturadas com vasos menores,
células endoteliais achatadas e mitoticamente inativas;

- linfatica: colegdo de canais linfaticos dilatados contendo
fluido proteinacio, células endoteliais achatadas e

mitoticamente inativas;

Padrao proliferacao

- fase proliferativa dos hemangiomas proliferativos: massa
bem definida composta por tubos de células endoteliais e
pericitos com luz pequena e arredondada. Figuras de
mitose sao frequente;

- fase de involugdo dos hemangiomas proliferativos:
capilares ainda presentes, progressivamente substituidos
por tecido fibrogorduroso, capilares residuais mostrando
membrana basal espessa e células endoteliais achatadas,

pouca atividade mitética;

Padrao
fibrogorduroso

- fase de resolucdo dos hemangiomas proliferativos:
substituicdo da lesdo por tecido fibrogorduroso, vasos
dilatados residuais que mimetizam ma-formacao vascular;

Padrao fibrose

- tecido fibrético ndo sendo possivel reconhecer nenhum
tipo de padrao.

Quadro 3 - Critérios para a revisdo da morfologia das anomalias vasculares.




FIGURA 7 Fotomicrografia de preparagao hlstoléglca de Ma- format;éo Vascular
corado pela hematoxilina-eosina (H.E. 400x).

FIGURA 8. Fotomicrografia de preparacéo hlstoléglca de Hemangioma
Proliferativo corado pela hematoxilina-eosina (H.E. 400x).
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3.2.2 Estudo imunoistoquimico

O estudo imunoistoquimico compreeende um conjunto de métodos
para a detecgdo de antigenos em tecidos ou células baseado na revelagao
da reacdo antigeno-anticorpo, identificando proteinas no tecido alvo de

maneira especifica com o uso de marcadores.

Na primeira etapa do estudo foram empregados os marcadores
GLUT1 e Ki-67 (Quadro 4). Na segunda etapa, os casos diagnosticados
clinicamente como hemangiomas proliferativos foram estudados com o

restante dos marcadores apresentados no Quadro 4.

ANTIGENO CLONES CATALOGO ORIGEM DILUIGAO
GLUT1 Policlonal ||  A3536 DAKO 1:500
Ki-67 Ki-s5 M7187 DAKO 1:100
VEGF Policlonal Sc-152 Santa Cruz 1:600
NOS3 3 N30020 Transduction Labts. 1:100
Proteina p53 DO7 M-7001 DAKO 1:500
Proteina Bcl-2 124 M0887 DAKO 1:50
Proteina Bcl-X Policlonal A3535 DAKO 1:50
Proteina Bax Policlonal A3533 DAKO 1:50
Proteina Bak Policlonal A3538 DAKO 1:400
CD95/Fas (C20) Policlonal Sc-715 Santa Cruz 1:200
CD95/Fas-L (N20) Policlonal Sc-834 Santa Cruz 1:200
Caspase-3 Policlonal 9661 Cell Signaling 1:600

Quadro 4 - Anticorpos, clones e origem.
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As reagbes imunoistoquimicas foram realizadas pela técnica de
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC, DAKO®). Os
passos técnicos foram os ja descritos na literatura (HSU et al. 1981,

GORCZYCA et al. 1995).

Resumidamente, cortes histolégicos de cada caso (3um) fixados em
formol a 10% e emblocados em parafina foram montados em laminas
previamente revestidas por solugdo de silano (APTS - Sigma® A3648)
diluido a 4% em acetona. Apés desparafinizacdo e reidratacao, foram
imunocorados utilizando-se o método do complexo estreptavidina ligada a
biotina (LSAB, DAKO). O bloqueio da peroxidase endégena foi alcangado
lavando-se as laminas com agua oxigenada a 3% e a recuperacao
antigénica por calor tmido em panela de pressao e forno de microondas, em
tampéao citrato 10mM, pH 6,0. As reacdes foram reveladas com solucédo de
Diaminobenzidina (DAB, Sigma®) e contracoradas com hematoxilina de

Harris (Merck®).

As reagdes foram acompanhadas de controle positivo, em tecido
sabidamente positivo para cada anticorpo testado e dois controles negativos,
dos quais, o primeiro foi obtido pelo ndo-uso do anticorpo primario e o

segundo pela retirada do anticorpo secundario durante os passos da reacéo.

3.2.3 TUNEL

A deteccao da apoptose in situ, pela marcacédo dos pontos de quebra

do DNA por DUTP-biotina mediada por deoxinucleotidil terminal-transferase
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(TUNEL) foi realizada, utilizando-se o ApopTag Plus Peroxidase (Intergen
Company), por meio da técnica descrita previamente (GAVRIELI et al. 1992;
ANSARI et al. 1993). Brevemente, os cortes histolégicos de anomalias
vasculares (3um) fixados em formol a 10% e emblocados em parafina foram
montados em laminas previamente revestidas por solugao de silano (APTS —
Sigma® A3648) diluido a 4% em acetona. Apos desparafinizacédo e
reidratagcdo, as laminas foram lavadas em PBS pH 7,2. Os cortes
histolégicos foram entdo submetidos a digestdo em solugdo de tripsina
(Sigma) a 0,25mg%, em estufa a 37°C, por 2 minutos, e entdo lavados em
agua deionizada. O bloqueio da peroxidase endégena foi alcangado
lavando-se as ldminas com agua oxigenada a 3%. Apos a aplicagéo de um
tampao de equilibrio (fornecido pelo fabricante), as laminas foram incubadas
com solugéo contendo a enzima deoxinucleotidil terminal-transferase (TdT) e
nucleotideos conjugados a digoxigenina por uma hora, a 37°C. A reacao foi
interrompida, incubando-se as laminas em um “tampdo de interrupgéo”,
fornecido pelo fabricante, por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apos
lavar as laminas em PBS, passamos a identificacdo dos nucleotideos
incorporados. Para tal, incubamos os cortes com anticorpo antidigoxigenina
conjugado a peroxidase e revelamos a reacao com diaminobenzidina (DAB).
A contracoloragao foi feita com Green Fast. O controle negativo foi obtido,
utilizando-se a solugdo de enzima TdT e nucleotideos, conjugados a

digoxigenina por tampéao fosfato.
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3.2.4 Mensuracao da reacao imunoistoquimica
As reacdes imunoistoquimicas foram avaliadas por dois observadores
(F.A.S e LW.C.), com o microscépio 6ptico comum, em laminas numeradas,

sem nenhum conhecimento dos dados de cada caso.

3.2.4.1 GLUT1 e marcadores de angiogénese e apoptose celular

A visualizacao da reacado imunoistoquimica é expressa pela coloragao
marrom no nucleo (KI-67 e p53) ou no citoplasma das células endoteliais
(demais marcadores). A técnica imunoistoquimica foi julgada adequada, e o

resultado da reagdo, negativo ou positivo, de acordo com os controles.

Para os marcadores GLUT1, VEGF, NOS3, p53, Bcl-2, Bcl-X, Bax,
Bak, FAS, FAS-L e caspase-3, os resultados foram classificados em relagao
ao numero de células positivas e a intensidade da reagéo nos campos mais
representativos. Esta gradagao pode ser vista nos Quadros 5 e 6. O escore
final foi estabelecido pela somatéria dos graus, sendo considerados casos
negativos os escores 0-2, fracamente positivos a somatéria entre 3-4 e

fortemente positivos os casos cuja somatéria foi maior do que 4.

Os casos com dificuldade técnica, por impedir a leitura da

imunorreatividade, foram classificados como “n&o avaliaveis”.

A Figura 9 mostra um exemplo de positividade para GLUT1 em um
hemangioma proliferativo e a Figura 10 mostra uma ma-formacao vascular,
negativa para GLUT1. As Figuras 11 a 22 mostram exemplos das reacgdes

imunoistoquimicas para os marcadores VEGF, NOS3, p53, Bcl-2, Bcl-X,

Bax, Bak, FAS, FAS-L e caspase-3.



Caracteristica Grau
Ausente 0
Pouca 1
Moderada 2
Forte 3
Muito forte 4

Quadro 5 - Gradacgao da reacao de acordo com a intensidade.

Caracteristica Grau
0 células 0
< 10% das células positivas 1
10 a 50% das células positivas 2
51 a 75% das células positivas 3
> 75% das células positivas 4

Quadro 6 - Gradagao da reacao de acordo com o numero de células coradas.

3.2.4.2 Ki-67
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No estudo com o marcador Ki-67, para cada caso foram fotografados 5

campos (aumento de 400x) utilizando a camera fotografica CyberShot 3.3

(Sony, DSC-575) acoplada ao microscépio. As imagens foram transferidas

para o computador para morfometria que foi

realizada com o programa

AxioVision 3.1 (Zeiss). As células positivas para Ki-67, identificadas pela



40

coloragdao marrom no nucleo, foram marcadas com um sinal vermelho e as
negativas com verde. A Figura 23 mostra exemplo de ma-formacgao vascular
negativa para Ki-67. A Figura 24 mostra exemplo de hemangioma

proliferativo com células coradas, positivas para o Ki-67.

Para este marcador, para calcular a porcentagem de proliferagao
celular, procedeu-se a divisao de numero de células positivas para Ki-67
pelo numero de ceélulas negativas, multiplicando o produto por 100. A
porcentagem de positividade para Ki-67 foi separada em grupos: até 1% e

acima de 1,0% de positividade, de acordo com a mediana.

3.2.4.3 TUNEL

Para cada caso foi realizada a contagem de 500 células, positivas e
negativas. As células negativas foram identificadas pela fraca coloragdo
esverdeada e as positivas pela coloragdo marrom, como mostram as Figuras
25 e 26. A porcentagem de células positivas para a apoptose foi obtida
mediante a divisdo do numero de células positivas pelo numero de células

negativas, multiplicando-se o produto por 100.
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FIGURA 9. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagdo imunoistoquimica para GLUT1 (aumento original, 400x).
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FIGURA 10. Ma-formagao Vascular. Fotomicrografia mostrando resultado
negativo da reagdo imunoistoquimica para GLUT1 (aumento original, 400x).
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FIGURA 11. Hemangioma Praliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagdo imunoistoquimica para VEGF (aumento original, 400x).
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FIGURA 12. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagdo imunoistoquimica para NOS3 (aumento original, 400x).
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FIGURA 13. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reacao imunoistoquimica para p53 (aumento original, 400x).

FIGURA 14. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
negativo da reagao imunoistoquimica para p53 (aumento original, 400x).
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FIGURA 15. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
negativo da reagdo imunoistoquimica para Bcl-2 (aumento ariginal, 400x).

FIGURA 16. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagao imunoistoquimica para Bcl-X (aumento original, 400x).
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FIGURA 17. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagao imunoistoquimica para Bax (aumento original, 400x).
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FIGURA 18. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reacgdo imunoistoquimica para Bak (aumento original, 400x).
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FIGURA 20. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagdo imunoistoquimica para FAS-L (aumento ariginal, 400x).
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FIGURA 21. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reacao imunoistoquimica para Caspase-3 (aumento original, 400x).

negativo da reagao imunoistoquimica para Caspase-3 (aumento original, 400x).



FIGURA 23. Ma-formagao Vascular. Fotomicrografia mostrando resultado da
reacao imunoistoquimica para Ki-67 (aumento original, 400x).

A. Reagao negativa.
B. Contagem das células negativas.
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FIGURA 24. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado da
reagdo imunoistoquimica para Ki-67 (aumento original, 400x).

A. Reagdo com positividade.
B. Contagem das células positivas e negativas.
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FIGURA 25. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
negativo da reagao imunoistoquimica de TUNEL (aumento original, 400x).
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FIGURA 26. Hemangioma Proliferativo. Fotomicrografia mostrando resultado
positivo da reagao imunoistoquimica de TUNEL (aumento original, 400x).
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3.3 VARIAVEIS DO ESTUDO

A. Informagoes do paciente
Coletaram-se informagdes gerais do paciente como idade, género,
grupo étnico, data de nascimento, data de admissao para tratamento no

Hospital do Cancer.

B. Histoéria clinica

e |dade do paciente ao aparecimento da lesdo. Consideramos as
faixas etarias para o aparecimento dos primeiros indicios da
lesdo (ao nascimento e durante o primeiro més de vida, ap6és o
primeiro més de vida);

e Progressao da lesao: inalterada (quando n&o foi observada
alteracdo da lesdo), progressdao rapida (seguindo ao
aparecimento da lesdo), lenta ou tardia (quando houve um
intervalo de tempo entre o aparecimento da lesdo e sua

alteracao).

C. Exame loco-regional

e Tamanho da lesdo: até 5 cm e maior que 5 cm;

e Profundidade da lesdo: superficial (comprometendo pele e
mucosas) e profunda (subcutdneo e outras estruturas mais

profundas);

e Ferimentos e sangramento: ndo ou sim.
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D. Tratamento sistémico: nao-realizado e realizado.

E. Tempo de tratamento sistémico: tempo total de duragdo do

tratamento sistémico (em dias) com corticéide e/ou interferon alfa.

F. Cirurgia: data do procedimento, idade do paciente e numero do
exame anatomo-patolégico. Para algumas analises estatisticas, a
faixa etaria por ocasidao da cirurgia foi considerada de acordo com as
fases de evolugédo dos hemangiomas proliferativos: até 12 meses, 13

a 60 meses e acima de 60 meses (TAKAHASHI et al. 1994).

3.3.1 Classificagao Clinica

Considerou-se o diagnéstico clinico estabelecido durante o tratamento
do paciente, de acordo com a classificagéo clinica de Curado: hemangioma
plano, hemangioma fragiforme, hemangioma tuberoso, hemangioma

cavernoso, linfangioma e hemangiolinfangioma (CURADO 1992).

3.3.2 Classificacao Biolégica

‘O diagnéstico bioldégico, segundo a classificagdo biolégica de
MULLIKEN e GLOWACKI (1982), foi estabelecido pela correlacdo com a
classificagéo clinica de Curado: ma-formagdo mascular e hemangioma

proliferativo.
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3.3.3 Tratamento sistémico
O tratamento sistémico foi recomendado para os pacientes portadores
de hemangiomas proliferativos com caracteristicas alarmantes, definidos
como lesdes cujas caracteristicas comprometem funcgdes fisioldgicas e/ou
ameacam a vida do pacientes (ENJOLRAS et al. 1990). Esta variavel foi
coletada como: nao-tratado e tratado, em dias de tratamento com corticdide
e/ou com interferon alfa, com o seguinte protocolo:
e Corticoide: prednisona oral, na dose de 4 mg por quilograma de peso
corpéreo por dia, durante quatro semanas, seguido de um periodo de
25% de reducao semanal, com término apés um total de 8 a 10
semanas de tratamento,
° Interferon alfa: interferon alfa subcutaneo, na dose de 3 milhdes de
unidades por metro quadrado de superficie corpérea por dia.
Vale destacar que, neste estudo, ndo foram analisados aspectos mais

detalhados sobre o tratamento sistémico.

3.3.4 Reacgao imunoistoquimica
o GLUT1, VEGF, NOS3, p53, Bcl-2, Bel-X, Bax, Bak, FAS, FAS-L e
caspase-3
Para os marcadores GLUT1, VEGF, NOS3, p53, Bcl-2, Bcl-X, Bax,
Bak, FAS, FAS-L e caspase-3, inicialmente a resposta foi considerada
conforme os Quadros 5 e 6. Para a descrigdo dos resultados e para o estudo
da associacdo entre os marcadores, faixa etaria e tratamento sistémico

prévio optou-se por considerar os grupos: negativo, até 10% de positividade,
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e positivo, mais que 10% de células positivas para o marcador. Os casos
positivos foram entdo classificados quanto a intensidade fraca ou forte, de
acordo com os controles positivo. Os casos nao avaliaveis foram excluidos

da analise da associacdo entre as variaveis.

° Ki-67

Considerou-se, para cada caso, a porcentagem de células positivas
para o Ki-67. Para o estudo da associagéo com o tipo de anomalia vascular:
ma-formacao vascular e hemangioma proliferativo, considerou-se a média
da porcentagem para cada grupo e as faixas de positividade para o Ki-67:

até 1,0% e acima de 1,0%.

° TUNEL

Considerou-se, para cada caso, a porcentagem de células positivas
para a apoptose (técnica de TUNEL). Para o estudo da associacado entre a
apoptose e o tratamento sistémico prévio, considerou-se a média de

porcentagem de positividade para cada grupo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa de

computador SPSS (Statistical Package for Social Science) , versao 10.1.
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3.4.1 Analise descritiva
Para descrigéo da casuistica utilizou-se freqiéncia - média, mediana

e desvio padrao.

3.4.2 Analise da associagao das freqiiéncias entre as variaveis

Ao analisar a associacao entre o tipo de anomalia vascular, realizagéo
de tratamento e as demais variaveis, utilizou-se o teste do qui-quadrado.
Sempre que necessario, para freqiiéncias menores que cinco ou de pequeno
tamanho da amostra analisada, o teste de qui-quadrado foi substituido pelo

teste exato de Fisher.

Em todas as analises, os valores exatos do “p” foram obtidos a partir da
distribuicdo do qui-quadrado, quando aplicavel, excluindo os casos da
categoria “ignorada” ou “nao avaliavel” de cada variavel estudada. O nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.

3.4.3 Comparacao das médias

Na comparacgao de médias foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

3.5 QUESTOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Cancer A. C. Camargo sob
o numero 613/04. Por tratar-se de um trabalho retrospectivo, nao foi

elaborado um térmo de consentimento.
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4 RESULTADOS

441 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLIiNICAS

Foram incluidos 262 pacientes com portadores de anomalias
vasculares. A distribuicdo de acordo com a classificacdo foi: 13 (5,0%)
pacientes com hemangiomas planos, 37 (14,1%) pacientes com
hemangiomas fragiformes, 89 (34,0%) com hemangiomas tuberosos, 61
(23,3%) com hemangiomas cavernosos, 57 (21,7%) com linfangiomas e 5
(1,9%) com hemangiolinfangiomas. Os 262 pacientes foram reclassificados
em: 126 pacientes (48,1%) com hemangiomas proliferativos e 136 (51,9%)

com mas-formacgdes vasculares (Tabela 1).

Tabela 1 - Namero e porcentagem de pacientes segundo as classificacées clinica e

bioldgica.

Tipo de Anomalia Vascular N° %
Hemangioma Fragiforme 37 14,1
Hemangioma Tuberoso 89 34,0

Total de Hemangiomas Proliferativos 126 48.1

Hemangioma Plano 13 50
Hemangioma Cavernoso 61 23,3
Linfangioma 57 21T
Hemangiolinfangioma 5 1,9
Total de Mas-formacoes Vasculares 136 51,9

Total 262 100
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A idade na admissao variou entre 1 a 208 meses (média de 42,5
meses, com desvio padrao de 51,9 meses e mediana de 18,0 meses), 111
pacientes (42,4%) foram admitidos durante o primeiro ano de vida. Houve
predominancia de pacientes do sexo feminino (69,5%), em uma razéo de 2,2
meninas para 1 menino. A maioria dos pacientes, 243 (92,7%), era da raca

branca (Tabela 2).

Tabela 2 - Namero e porcentagem de pacientes segundo caracteristicas

demograficas.

Variavel Categoria N° %
<1,0ano 111 42 4

Idade na admissdao 1,1-5,0 anos 82 31,8
> 5,0 anos 69 26,3

R Feminino 182 69,5
AETE Masculino 80 30,5
Branca 243 92,8

Raga Né&o branca 9 3.4

Ignorada 10 3,8
Total 262 100,0

As lesbes foram observadas ao nascimento ou durante o primeiro
més de vida em 203 pacientes (77,5%). O crescimento das lesdes foi rapido,
a partir da sua deteccédo, em 121 casos (46,2%). As complicacbes mais
frequentes foram: ferimento em 71 pacientes (27,1%) e sangramento em 64

(24,4%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Numero e porcentagem de pacientes segundo caracteristicas clinicas.

Variavel Categoria N° %
Idade ao <1 més 203 175
aparecimento da > 1 meés 45 17,2
lesdao Ignorada 14 53
y Ausente 20 7.6
Erlct;:;:ul:nto da Répida L 402
lasdo Tardio / Progressivo 103 39,3
Ignorado 18 6.9
Ausente 172 65,6
Ferimento Presente 71 27,1
Ignorado 19 7,3
Ausente 179 68,3
Sangramento Presente 64 24 4
Ignorado 19 7.3
Tamanho das S306m 123 47,0
lesbes >5,0cm 107 40,8
Ignorada 32 12,2
Superficial 34 13,0
Profundidade das Profunda 69 26,3
lesoes Superficial/profunda 143 54,6
Ignorada 16 6,1
1 Segmento cefalico 182 69,5
Topagrania Tronco/Membros 80 30,5
Total 262 100,0

O tamanho das lesdes, na admissdo, foi maior que 5,0 cm em 107

pacientes (40,8%). O comprometimento superficial e profundo associado

ocorreu em 143 casos (54,6%). A topografia das lesées foi segmento

cefalico em 182 casos (69,5%), tronco e membros em 80 (30,5%) (Tabela 3).

A idade dos pacientes por ocasidao da cirurgia variou de 1 a 310

meses, com media de 73,9 meses (desvio padrao de 55,1) e mediana de 57

meses.
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O resultado da revisdo da morfologia foi: 142 lesées (54,2%) com

padrdao ma-formacgéo, 100 (38,1%) com padréo proliferacdo, 19 (7,3%) com

padréo fibrogorduroso e 1 (0,4%) com padrao fibrose (Tabela 4).

Tabela 4 - Niumero e porcentagem de pacientes segundo a revisdo da morfologia

das anomalias vasculares.

Morfologia N° %
Padrdao ma-formacéao 142 54,2
Padrao proliferacao 100 38,1
Padrao fibrogorduroso 19 43
Fibrose 1 0.4
Total 262 100,0
4.3 ESTUDO COM OS MARCADORES GLUT1 E KI-67 E

ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE O TIPO DE ANOMALIA

VASCULAR E O PADRAO MORFOLOGICO

Encontrou-se imunorreatividade para GLUT1 em 101 (38,5%) casos

(Tabela 5).

No estudo com o marcador Ki-67, o nimero de células contadas para

cada caso variou de 92 a 2081, com média de 666,9 células (desvio padrao

de 425,2 células) e mediana de 563,0 células. A positividade para o
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marcador variou de 0 a 70,3%, com média de 2,7% (desvio padrao de 7,0%)

e mediana de 0,8%.

Tabela 5 - Resultado do marcador GLUT1.

Variavel Categoria N° %
Negativo 159 60,7

GLUT 1 Positivo 101 38,5
Nao avaliavel 2 0,8

Total 262 100

A comparagao dos resultados mostrou que existe associagdo entre os
marcadores GLUT-1 e Ki-67 (p<0,001). A maioria das lesées negativas para
GLUT1 (68,6%) apresentou baixa porcentagem de proliferacédo, na faixa de
zero a 1,0%, enquanto a maioria das lesdes positivas para GLUT1 (71,3%)

mostrou maior positividade para Ki-67, acima de 1,0% (Tabela 6).

Tabela 6 - Associagéo entre os marcadores GLUT1 e Ki-67.

GLUT1
Negativo Positivo
Ki-67 N° % N° % Total p*
1,0 109 68,6 29 28,7 138 <0.001
>1,0 50 31,4 72 71.3 122 '
Total 159 100,0 101 100,0 260

* Nivel descritivo do teste de associagéo pelo y?, excluindo os casos ndo avaliaveis.
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4.31 Associacido dos marcadores GLUT1 e Ki-67 e o tipo de anomalia
vascular

A maioria das mas-formacgbes vasculares (99,3%) foi negativa para
GLUT1. No grupo de hemangiomas proliferativos, a maioria dos casos
(80,6%) foi positiva para o marcador. A associa¢do entre a imunorreatividade
para GLUT1 e o tipo de anomalia vascular foi estatisticamente significativa

p<0,001) (Tabela 7).

Tabela 7 - Associacdo entre tipo de anomalia vascular e o marcador GLUT1.

Malformagodes Hemangiomas
Vasculares Proliferativos
GLUT1 Ne° % Ne° % Total p*
Negativo 135 99,3 24 19,4 159
Positivo 1 0,7 100 80,6 101 %%
Total 136 100,0 124 100,0 260

* Nivel descritivo do teste de associagéo pelo ¥?, excluindo os casos nio avaliav eis.

O teste de comparacao entre as médias de positividade para o Ki-67
mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos de
anomalias vasculares (teste de Mann-Whitney: p< 0,001). O grupo de ma-
formacédo teve média de 1,94% enquanto os hemangiomas proliferativos,

3,60%.

No estudo com o marcador Ki-67, por faixa de positividade, foi
observado que a maioria dos casos (69,9%) de ma-formacédo vascular
apresentou positividade na faixa de zero a 1,0%. Para os hemangiomas

proliferativos, concentrou-se um maior numero de casos (64,3%) na faixa de
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positividade acima de 1,0%. A associagdo entre a faixa de porcentagem de
positividade para Ki-67 e o tipo de anomalia vascular foi estatisticamente

significativa (p<0,001) (Tabela 8).

Tabela 8 - Associagao entre Ki-67 e tipo de anomalia vascular.

Malformagdes Hemangiomas
Vasculares Proliferativos
Ki-67 N° % N° % Total p*
<1,0% 95 69,9 45 35,7 140 £6.064
>1,0% 41 30,1 81 64,3 122 '
Total 136 100,0 126 100,0 262

* Nivel descritivo do teste de associacdo pelo ¥2.

4.3.2 Estudo com os marcadores GLUT1 e Ki-67 nos hemangiomas
proliferativos

A distribuicdo da imunorreatividade para GLUT1 nos hemangiomas
proliferativos, segundo a faixa etaria, pode ser vista na Figura 27.

Todos os casos de hemangiomas proliferativos operados entre zero e
12 meses foram positivos para o marcador GLUT1. A maioria dos casos
operados entre 13 e 60 meses foi positiva, mas apenas metade dos casos

operados acima dos 60 meses foi positiva para o marcador (p<0,001).
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Figura 27 - Porcentagem de pacientes com hemangioma proliferativo, segundo
GLUT1, por faixa etaria.

Também nos hemangiomas proliferativos, a distribuicdo dos
resultados do Ki-67, nas diferentes faixas etarias, mostrou diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001) (Figura 28). Verificou-se que, nestas
lesbes, a porcentagem de casos na faixa acima de 1,0% de positividade

para Ki-67 decresceu na fase de resolucado (acima de 60 meses).
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Figura 28 - Porcentagem de pacientes com hemangioma proliferativo, segundo a
faixa de porcentagem de positividade para Ki-67, por faixa etaria.

4.3.3 Associacao entre tipo de anomalia vascular, padrao morfolégico
e GLUT1

A distribuicdo dos casos com diagnoéstico clinico/biolégico de ma-
formacdo vascular e hemangioma proliferativo, segundo o padrao

morfolégico e o marcador GLUT1 pode ser vista na Tabela 9.

Dos 136 casos diagnosticados clinicamente como ma-formacéao
vascular, de acordo com a classificagédo biolégica, 122 foram classificados
como padrao morfolégico de ma-formacao, sendo apenas 1 positivo para
GLUT1. Ainda dentro do grupo de ma-formagao vascular, 13 casos foram
classificados como padrao morfolégico de proliferacao, todos negativos para
GLUT1; um udnico caso foi classificado como padrao de fibrose, também

negativo para GLUT1.
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Dos 126 casos diagnosticados clinicamente como hemangiomas

proliferativos, conforme a classificagédo biolégica, 20 casos foram
classificados como padrdao morfolégico de ma-formacgédo, 13 negativos e 7
positivos para GLUT1. Ainda dentro do grupo de hemangiomas
proliferativos, 87 foram selecionados como padréao morfologico de
proliferacéo, sendo apenas 1 caso negativo para GLUT1; 19 casos foram

classificados como padrao fibrogorduroso, 12 negativos e 7 positivos para o

marcador.

Tabela 9 - Nimero e porcentagem de pacientes segundo a classificagcdo clinica,
padréo morfolégico e o marcador GLUT1.

GLUT

Classificacao Revisio Total Negativo Positivo
Clinica Morfologica N° o, N° o N° %

Ma-formacgdo 122 89,7 121 89,7 1 100,0

Proliferagcao 13 9,6 13 9.6 0 -
Ma-formagao Fibrogorduroso 0 = 0 2 0 =
Vascular

Fibrose 1 0,7 1 0,7 0 -

Total 136 100,0 135 100,0 1 100,0

Ma-formagédo 20 15,9 13 50,0 7 7,0

Proliferagdo 87 69,0 1 3,8 86 86,0
H i .

emangioma  iprogorduroso 19 15,1 12 462 7 7,0

Proliferativo

Fibrose 0 - 0 - 0 -

Total 126  100,0 26 100,0 100 100,0
Total 262 161 101
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44 ESTUDO COM OS MARCADORES DE ANGIOGENESE E DE

APOPTOSE NOS HEMANGIOMAS PROLIFERATIVOS

4.4.1 Caracteristicas demograficas e clinicas

Para o estudo dos marcadores VEGF, NOS3, p53, Bcl-2, Bcl-X, Bax,
Bak, FAS, FAS-L e caspase-3 foram incluidos 118 pacientes com
hemangiomas fragiformes e tuberosos, ambos hemangiomas proliferativos,

de acordo com a classificagao biolégica.

A idade dos pacientes por ocasiao da cirurgia variou de 8 a 141
meses, com media de 49,8 (desvio padréo de 27,2) e mediana de 47,0
meses.

Encontrou-se uma maior propor¢do de pacientes do sexo feminino
(razao de 5,9:1) e a maioria da raca branca (92,4%). Cerca de um terco dos
pacientes (33,1%) recebeu tratamento sistémico com corticdide e/ou

interferon antes da cirurgia (Tabela 10).

O tratamento sistémico foi recomendado para os pacientes com lesdes
alarmantes, segundo critérios ja descritos na literatura (ENJOLHAS et al.
1990). O tempo total de tratamento sistémico foi computado em dias,
somando todo o tempo de tratamento com corticéide e/ou interferon alfa, e
variou de 6 a 567 dias, com média de 127,9 dias (desvio padrdo de 124,3

dias) e mediana de 82,5 dias.
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Tabela 10 - Numero e porcentagem de pacientes segundo caracteristicas

demograficas.
Variavel Categoria N° %
Gé Feminino 101 85,6
nare Masculino 17 14,4
Branca 109 92,4
Raga Nao branca 3 2,5
Ignorada 6 5,1
Branca 109 924
Raga N&o branca 3 2.5
Ignorada 6 5.1
Diagnéstico Fragiforme 37 31,4
Clinico Tuberoso 81 68,6
Tratamento Nao 79 66,9
Sistémico Sim 39 33,1
Total 118 100,0

4.4.2 Estudo com os marcadores de angiogénese e de apoptose nos

hemangiomas proliferativos

4.4.21 VEGF

Foi possivel analisar a imunorreatividade ao VEGF em 117 casos,
encontrando uma positividade fraca em 7 casos (5,9%) e forte em 82 casos

(69,6%) (Tabela 11).
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Tabela 11 - Numero e porcentagem de pacientes segundo VEGF.

VEGF N° %
Negativo 28 23,7
Positivo fraco 7 59
Positivo 82 69,6
Nao avaliavel 1 0,8
Total 118 100,0

A distribuicdo do resultado de VEGF, de acordo com a faixa etaria,

mostrou positividade para o marcador em todas as fases de evolugao dos

hemangiomas proliferativos, com diferenca estatisticamente significativa nas

diferentes faixas etarias (p=0,026) (Figura 29). Verificou-se que o aumento

da faixa etaria reduz a positividade para VEGF.
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Figura 29 - Porcentagem de pacientes segundo VEGF, por faixa etaria.
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4.4.2.2 NOS3
Foi possivel analisar a imunorreatividade ao NOS3 em 115 casos,

encontrando uma positividade fraca em 34 casos (28,8%) e forte em 64

casos (54,3%) (Tabela 12).

Tabela 12 - Numero e porcentagem de pacientes segundo NOS3.

NOS3 N° %
Negativo 17 14,4
Positivo fraco 34 28,8
Positivq 64 54,3
Nao avaliavel 3 25
Total 118 100,0

A distribuicado do resultado do NOS3, segundo a faixa etaria, mostrou
positividade para o marcador em todas as fases de evolugdo dos
hemangiomas proliferativos, sem diferenga estatisticamente significativa

entre as faixas etarias (p=0,131) (Figura 30).
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Figura 30 - Porcentagem de pacientes segundo NOS3, por faixa etaria.

4.4.2.3 p53

Foi possivel analisar a imunorreatividade ao p53 em 112 casos,

encontrando positividade forte em 46 (39,0%) (Tabela 13).

Tabela 13 - Numero e porcentagem de pacientes segundo p53.

p53 N° %
Negativo 66 55,9
Positivo 46 39,0
Nao avaliavel 6 51
Total 118 100,0
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A distribuicao do resultado de p53, levando-se em conta a faixa etaria,
mostrou positividade para o marcador em todas as fases de evolugao dos
hemangiomas proliferativos, com diferenca estatisticamente significativa nas
varias faixas etarias (p<0,001) (Figura 31). Verificou-se que o aumento da

faixa etaria reduz a positividade para p53.
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Figura 31 - Numero de pacientes segundo p53, por faixa etaria.

4424 Bcl-2
Foi possivel analisar a imunorreatividade ao Bcl-2 em 117 casos, a
maioria negativa, encontrando positividade fraca em apenas 2 casos (1,7 %)

(Tabela 14).
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Tabela 14 - Numero e porcentagem de pacientes segundo Bcl-2.

Bcl-2 N° %
Negativo 115 97,5
Positivo fraco 2 1.7
Positivo 0 -
Nao avaliavel 1 0,8
Total 118 100,0

A distribuicao do resultado de Bcl-2, conforme a faixa etaria, mostrou
25% de positividade na faixa etaria de zero a 12 meses e 3% na faixa acima
de 60 meses, com diferenga estatisticamente significativa (p=0,034) (Figura

32).
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Figura 32 - Numero de pacientes segundo Bcl-2, por faixa etaria.
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4.4.2.5 Bcl-X

Foi possivel analisar a imunorreatividade ao Bcl-X em 114 casos,
encontrando positividade fraca em 22 (18,6%) e forte em 90 casos (76,3%)

(Tabela 15).

Tabela 15 - Numero e porcentagem de pacientes segundo Bcl-X.

Bel-X N° %
Negativo 2 1,7
Positivo fraco 22 18,6
Positivo 90 76,3
Nao avaliavel 4 34
Total 118 100,0

A distribuicdo do resultado de Bcl-X, segundo a faixa etaria, mostrou
positividade para o marcador em todas as fases de evolugdo dos
hemangiomas proliferativos, sem diferenca estatisticamente significativa

entre as diferentes faixas etarias (p=0,070) (Figura 33).
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Figura 33 - Numero de pacientes segundo Bcl-X, por faixa etaria.

4.4.2.6 Bax
Foi possivel analisar a imunorreatividade a Bax em 115 casos,

encontrando uma positividade forte em 106 casos (89,9%) e fraca em 7

casos (5,9%) (Tabela 16).

Tabela 16 - Numero e porcentagem de pacientes segundo Bax.

Bax N° %

Negativo 2 1,7
Positivo fraco 7 59
Positivo 106 89,9
Nao avaliavel 3 2.5

Total 118 100,0




75

A distribuicdo do resultado de Bax, considerando-se a faixa etaria,
mostrou positividade para o marcador em todas as fases de evolucdo dos
hemangiomas proliferativos, sem diferenga estatisticamente significativa

entre as faixas etarias (p=0,069) (Figura 34).
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Figura 34 - Numero de pacientes segundo Bax, por faixa etaria.

4.4.2.7 Bak
Foi possivel analisar a imunorreatividade ao Bak em 116 casos,

encontrando positividade em 109 casos (92,4%) (Tabela 17).



Tabela 17 - Numero e porcentagem de pacientes segundo Bak.

Bak N° %
Negativo 7 59
Positivo fraco 0 -
Positivo 109 92,4
Nao avaliavel 2 1,7
Total 118 100,0

76

A distribuicdo do resultado de Bak, segundo a faixa etaria, mostrou

positividade para o marcador em todas as fases de evolugdao dos

hemangiomas proliferativos, sem diferenca estatisticamente significativa

entre as faixas etarias (p=0,548) (Figura 35).
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Figura 35 - Numero de pacientes segundo Bak, por faixa etaria.
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4.4.2.8 FAS
Foi possivel analisar a imunorreatividade ao FAS nos 118 casos,

encontrando imunorreatividade em 100,0% (Tabela 18).

Tabela 18 - Numero e porcentagem de pacientes segundo FAS.

FAS N° %
Negativo 0 2
Positivo 118 100,0
Nizo avaliavel 0 =
Total 118 100,0

Todos os casos foram positivos para FAS, independente da faixa

etaria.

44.2.9 FAS-L

Foi possivel analisar a imunorreatividade ao FAS-L nos 118 casos,

encontrando positividade focal em 100,0% (Tabela 19).

Tabela 19 - Nimero e porcentagem de pacientes segundo FAS-L.

FAS-L N° %
Negativo 0 -
Positivo focal 118 100,0
Nao avaliavel 0 -

Total 118 100,0
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Todos os casos foram positivos para FAS-L, independente da faixa

etaria.

4.4.2.10 Caspase-3
Foi possivel analisar a imunorreatividade a caspase-3 em 115 casos,
encontrando positividade fraca (focal) em 14 casos (11,9%) e forte em 6

casos (5,1%) (Tabela 20).

Tabela 20 - Numero e porcentagem de pacientes segundo caspase-3.

Caspase-3 N° %
Negativo 95 80,5
Positivo fraco 14 11,9
Positivo 6 51
Nao avaliavel 3 2,5
Total 118 100,0

A distribuicdo do resultado da caspase-3, segundo a faixa etaria,
mostrou positividade para o marcador em todas as fases de evolugédo dos
hemangiomas proliferativos, porém sem diferenga estatisticamente

significativa entre as faixas etarias (p=0,054) (Figura 36).
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Figura 36 - Numero de pacientes segundo caspase 3, por faixa etaria.

4.4.3 Associacao entre os marcadores de angiogénese e de apoptose
e tratamento sistémico prévio nos hemangiomas proliferativos

As Tabelas 21 e 22 mostram a associagao entre tratamento sistémico
prévio e o resultado do estudo imunoistoquimico com os marcadores VEGF,

NOS3, p53, Bcl-2, Bel-X, Bax, Bak, FAS, FAS-L e caspase-3.
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Tabela 21 - Associacdo entre tratamento prévio e os marcadores VEGF, NOS3,

p53, Bcl-2, Bel-X e Bax.

Nao Tratados Tratados

Variavel Categoria Ne % N° % Total p*
Negativo 21 26,9 7 17,9 28

VEGF Positivo 57 73 32 82,1 89 =0,201
Total 78 100,0 39 100,0 117
Negativo 12 15,8 5 12,8 17

NOS3 Positivo 64 84,2 34 87,2 98 =10,450
Total 76 100,0 39 100,0 115
Negativo 44 60,3 22 56,4 66

P53 Positivo 29 39,7 17 43,6 46 =0,422
Total 73 100,0 39 100,0 112
Negativo 77 98,7 38 97.4 116

Bcel-2 Positivo 1 1,3 1 2,6 2 = 0,557
Total 78 100,0 39 100,0 117
Negativo 0 - 2 53 2

Bcl-X Positivo 76 100,0 36 94,7 112 =0,109
Total 76 100,0 38 100,0 114
Negativo 2 2,6 0 - 2

Bax Positivo 74 97,4 39 100,0 113 =0,435
Total 76 100,0 39 100,0 115

*Nivel descritivo do teste de associagao pelo y? excluindo os casos nao avalliaveis.
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Tabela 22 - Associacdo entre tratamento prévio e os marcadores Bak, FAS, FAS-L
e Caspase-3.

Nao Tratados Tratados
Variavel Categoria N° % N° Y% Total p*
Negativo 4 52 3 iy 4 7
Bak Positivo 73 94,8 36 92,3 1089 =10,436
Total 77 100,0 39 100,0 116
Negativo 0 - 0 - 0
FAS Paositivo 79 100,0 39 100,0 118 -
Total 79 100,0 39 100,0 118
Negativo 0 - 0 B 0
FAS-L Paositivo 79 100,0 39 100,0 118 -
Total 79 100,0 39 100,0 118
Negativo 61 80,3 34 87,2 95
Caspase-3 Positivo 15 19,7 5 12,8 20 =0,256
Total 76 100,0 39 1000 115

*Nivel descritivo do teste de associagéo pelo %2, excluindo os casos nao avalliaveis.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas na imunorreatividade
destes marcadores e a realizagcdo de tratamento prévio com drogas

sistémicas para nenhum dos marcadores.
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4.5 ESTUDO DA APOPTOSE, COM A TECNICA DE TUNEL, NOS

HEMANGIOMAS PROLIFERATIVOS

4.5.1 Caracteristicas demograficas e clinicas

Neste grupo de 36 pacientes que fizeram o TUNEL, houve um
predominio de pacientes do sexo feminino (11 meninas para 1 menino) e
também prevaleceu a raga branca (94,4%). Quanto ao dignéstico clinico, 12
pacientes (33,3%) eram portadores de hemangiomas fragiformes e 24
(66,7%) de hemangiomas tuberosos. Na revisdo morfolégica, 2 espécimes
(6,6%) foram classificados como padrao ma-formacéao, 32 (88,8%) como
padréo proliferagao e 2 (5,6%) como padrao fibrogorduroso. A topografia das
lesdes foi segmento cefalico em 33 casos (91,6%), tronco e membros em 3

(8,4%) (Tabela 23).

A idade dos pacientes por ocasido da cirurgia variou de 8 a 67 meses,
com média de 27,9 meses (desvio padao de 16,0) e mediana de 24,0
meses.

Esta etapa do estudo incluiu 22 (61,1%) pacientes nao tratados e 14
(38,9%) pacientes tratados previamente com corticéide e/ou interferon. O
tempo total de tratamento sistémico variou de 23 a 298 dias, com média de

107,3 dias (desvio padrao de 83,5 dias) e mediana de 77,0 dias.
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Tabela 23 - Nimero e porcentagem de pacientes segundo caracteristicas

demograficas.

Variavel Categoria N° %
Gé Feminino 3 91,7
SHpto Masculino 33 8,3
Raca Branca 34 94.4
¢ Ignorada 2 56
Diagnéstico Fragiforme 12 33,3
Clinico Tuberoso 24 66,7
o Padrao ma-formacéo 2 56
2?&2?2 foa Padréo proliferacéo 32 88,8
9 Padréo fibrogorduroso 2 56

- IO— Segmento cefélico 33 91,6
Pog Tronco/ Membros 3 8,4
Tratamento Nao 22 61,1
Sistémico Sim 14 38,9
Total 36 100,0

4.5.2 Estudo da apoptose, com a técnica de TUNEL
O numero de células contadas para cada caso variou de zero a 500.
A porcentagem de células em apoptose variou de zero a 97,0%, com média

de 35,5% (desvio padrao de 37,5%) e mediana de 9,1%.

4.5.3 Associacdo da apoptose, técnica de TUNEL, e tratamento
sistémico prévio nos hemangiomas proliferativos
Encontrou-se uma média de células em apoptose de 21,5%, no grupo

de pacientes nao tratados e de 57,7% no grupo de pacientes tratados.
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Houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias, como se

pode ver na Figura 37, p(Mann-Whitney)=0,004.
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Figura 37 - Médias de porcentagem de apoptose e respectivos intervalos de 95%
de confianca.



5. DISCUSSAO



85

5 DISCUSSAO

As anomalias vasculares sdo os tumores mais frequentes da infancia.
A despeito da grande freqiiéncia, a patogénese destas lesGes nao esta
totalmente esclarecida. Apresentam diversidade clinica e, durante décadas,
o diagndstico baseado em dados de histéria e exame fisico norteou a

conduta terapéutica.

Em meados do século passado, as anomalias vasculares, quando
tratadas, sofriam intervencgdes radicais, com radioterapia e cirurgia, mesmo
para os casos operados, o padrdo morfolégico nem sempre possibilitava o
esclarecimento exato do comportamento bioldgico e do prognéstico de cada

caso.

A partir da publicagao de LISTER, em 1938, demonstrando a regressao
espontanea de algumas lesbes, € que a comunidade cientifica passou a

considerar a conduta expectante para os pacientes assintomaticos.

No Brasil, durante este periodo de poucos recursos diagnésticos,
contava-se com a classificagéo clinica, que bem definia os diversos tipos de
anomalias vasculares, orientando o diagnéstico, o prognéstico e a conduta
terapéutica. Porém, a analise do resultado das terapéuticas disponiveis
dependia de parametros clinicos, dificilmente mensuraveis. A profusdo de
modalidades terapéuticas descritas concorria para aumentar a dificuldade

em estabelecer protocolos e comparar resultados.
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Os primeiros estudos, constatando a atuagéo da corticoterapia nas
anomalias vasculares, surgiram na década de sessenta e, ainda que
houvesse questionamento sobre a efetividade da terapéutica, a
corticoterapia se mantém como uma importante arma no tratamento dos

hemangiomas alarmantes, até hoje.

O advento da biologia molecular e as pesquisas sobre a angiogénese,
o conhecimento do equilibrio entre proliferagcdo e apoptose celular
propiciaram um avanco no entendimento da patogénese de inumeras

doencas, fundamentais para o campo das anomalias vasculares.

Podemos dizer que a base para o conhecimento das anomalias
vasculares se sustentou na distincdo entre as lesdes transitérias e as
permanentes. A classificagdo clinica ja reconhecia os hemangiomas
fragiformes e tuberosos, como passiveis de regressao espontanea,
diferentemente dos hemangiomas planos, cavernosos e dos linfangiomas,
mais propensos a progressdo lenta e gradual. Embora na pratica clinica
optassemos por estabelecer um diagnostico inicial, havia a preocupacao de
sempre acompanhar cada caso, atenciosamente, ndo raro surpreendendo

uma evolucédo inesperada.

No campo da terapéutica, a dificuldade de mensurar a atuacido das
drogas disponiveis provocou atraso na padronizagdo das condutas. Os
pacientes eram ftratados de acordo com a especialidade da equipe
prestadora do atendimento: os clinicos adotavam a conduta expectante, os
cirurgides optavam pela cirurgia, os radiologistas ampliavam as indicacdes

da embolizacdo e os radioterapeutas irradiavam, de tal forma que nem
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sempre cada paciente recebia a melhor opgédo terapéutica para o tipo de

lesdo que portava.

Na década de oitenta, a classificagdo bioldgica propds a divisdo das
anomalias vasculares em apenas dois grupos, hemangiomas e mas-
formagbes, com o objetivo de facilitar o diagnostico e a distingéo entre as
lesbes transitérias e as permanentes. Desde entdo, as publicacbes se
sucederam, relatando lesées cujo comportamento ndo se enquadrava nos
dois grupos biolégicos propostos inicialmente (ZUKERBERG et al. 1993;
BOON et al. 1996; REQUENA e SANGUEZA 1997, SARKAR et al. 1997,
GARZON et al. 2000; ENJOLRAS et al. 2001; BERENGUER et al. 2003;
LYONS et al. 2004; NORTH et al. 2004). Como consequéncia, a
classificacao biolégica foi modificada e o grupo de lesdes proliferativas foi
denominado “tumores vasculares”, incluindo junto aos hemangiomas
proliferativos, o tuffed hemangioma, os hemangiomas congénitos entre

outros (ENJOLRAS e MULLIKEN 1997).

Posteriormente, a formagdo das equipes multidisciplinares propiciou
um aprimoramento nas condutas, buscando o reconhecimento precoce das
complicacdes e a escolha da modalidade terapéutica mais apropriada para
cada tipo de lesdo. Paralelamente, os avangos na biologia molecular
disponibilizaram recursos que agora permitem avaliar a resposta das
anomalias vasculares ao tratamento com drogas, antes mensurada apenas
com parametros clinicos (ZAREM e EDGERTON 1967; FOST e ESTERLY
1968; EDGERTON 1976; ENJOLRAS et al. 1990; EZEKOWITZ et al. 1992;

CHEN et al. 2000).
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Recentemente, com o advento do marcador GLUT1, proclamado como
efetivo para diagnosticar os hemangiomas proliferativos, materializou-se a
possibilidade de confirmar o diagnéstico das anomalias vasculares (NORTH

et al. 2000).

Diante deste quadro, foi elaborado este projeto visando rever os
casos de anomalias vasculares atendidos no Hospital do Cancer, centro de
referéncia nacional para tratamento destas lesées e detentor de consideravel
casuistica. Foram resgatados 262 casos de anomalias vasculares,

submetidos a procedimento cirdrgico em um periodo de 14 anos.

51 REVISAO MORFOLOGICA, GLUT1 E KI-67

A revisdo das laminas foi realizada e os casos foram classificados pela
morfologia: padrdao ma-formacao (54,2%), padrao proliferacdo (38,1%),

padréo fibrogorduroso (7,3%) e padrao fibrose (0,4%).

Em seguida, foi realizado o estudo imunoistoquimico com os
marcadores GLUT1 e Ki-67. Para todo o grupo de anomalias vasculares,
encontramos positividade para GLUT1 em 38,5% e uma positividade média
de 2,7% para KI-67, com associagdo estatisticamente significativa entre
estes marcadores (p<0,001), correlagdo nao encontrada no estudo de

NORTH et al. (2000).

O marcador GLUT1 confirmou tratar-se de um recurso fidedigno para o
diagnostico dos hemangiomas proliferativos, tal como NORTH et al.

relataram em 2000. Encontramos positividade para GLUT1 na maioria dos
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hemangiomas proliferativos: 100 casos (80,6%), em contraste com as mas-
formacgdes vasculares, a quase totalidade dos casos negativos para o

marcador (p<0,001).

Sob o ponto de vista do ciclo celular, as anomalias vasculares ou sao
estaveis, como as mas-formagbes, ou evoluem com o ciclo celular

acelerado, conforme a fase inicial dos hemangiomas proliferativos.

MULLIKEN et al. (1982), ao publicarem a proposta da classificagéo
biolégica das anomalias vasculares, mencionavam o ciclo celular acelerado
nos hemangiomas proliferativos. Outros autores também encontraram
expressado de Ki-67 na fase de progressdo dos hemangiomas proliferativos
(IWATA et al 1996; MANCINI e SMOLLER 1996; TAN et al. 2000). O
presente estudo constatou uma diferenga estatisticamente significativa na
porcentagem média de células coradas pelo Ki-67 entre as anomalias
vasculares. As mas-formacdes vasculares se concentraram na faixa de
positividade entre 0 € 1,0%, ou seja, com baixa proliferacdo celular, e a
maioria dos hemangiomas proliferativos ficou na faixa de positividade acima

de 1,0% (p<0,001).

Observou-se que todos as casos de hemangiomas proliferativos
operados durante os primeiros 12 meses de vida, na fase proliferativa, foram
positivos para GLUT1, com reducéo da positividade nas fases subseqtientes
(p<0,001). Para NORTH et al. (2000), nos hemangiomas proliferativos, a
positividade para GLUT1 persiste inalterada em todas as fases destas

lesbes.
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Durante a leitura das laminas, observou-se que, na fase de regressao,
os focos de células endoteliais, identificados em meio ao tecido
fibrogorduroso, persistiam positivos para GLUT1. A total auséncia de
imunorreatividade para o marcador GLUT1, nos casos operados mais
tardiamente, refletiu a substituicdo das células endoteliais hemangiomatosas

por tecido fibrogorduroso.

Nos hemangiomas proliferativos, analisou-se também a distribuigdo da
positividade para Ki-67, segundo a faixa etaria. Encontramos uma maior
porcentagem de pacientes (75,0%) na faixa de positividade acima de 1,0%
para Ki-67 nas fases iniciais, seguida de redugdo de pacientes nesta faixa
(36,0%) na fase de resolucdo da lesdo, com diferengca estatisticamente
significativa entre as faixas etarias (p<0,001). TAN et al. (2000) e NORTH et
al. (2000) encontraram reducao progressiva da positividade para Ki-67 nas
faixas etarias. Também MANCINI e SMOLLER (1996) relataram positividade
para MIB1, marcador de proliferagcdo, na fase inicial da lesdo, seguida de

decréscimo da positividade nas fases subseqiientes.

A inclusao do Ki-67 no nosso estudo tinha por objetivo atuar como
uma contraprova que validasse a efetividade do marcador GLUT1 em
distinguir os hemangiomas proliferativos. Porém, os resultados do marcador
GLUT1 foram contundentes e dispensaram maiores consideragées.

Procedeu-se a analise da correlagdo entre o diagnoéstico inicial, que
reflete a visdo do clinico, a revisdo da morfologia, mostrando a visdo do

patologista e a resposta ao GLUT1.



91

No grupo com 136 espécimes provenientes de pacientes
diagnosticados clinicamente como hemangiomas planos, cavernosos,
linfangiomas e hemangiolinfangiomas - ma-formagao vascular, encontramos
122 casos com padrao ma-formacdo na morfologia, 121 destes com
corcordancia total, tanto na morfologia como na imunorreatividade negativa
para o GLUT1. Revendo as divergéncias, encontramos 1 caso diagnosticado
clinica e morfologicamente como ma-formacgao, porém positivo para GLUT1.
A revisao dos dados clinicos deste caso revelou histéria pregressa de rapido
desenvolvimento apds o nascimento e regressao parcial até o momento da
cirurgia, compativel com hemangioma proliferativo, configurando, portanto,
um equivoco no diagndstico clinico. Desde o inicio do acompanhamento do
caso, havia incertezas quanto ao diagnostico preciso e o GLUT1 foi
fundamental para o esclarecimento definitivo. Outra divergéncia relevante
dentro do grupo de mas-formacdes foi o encontro de 13 casos com
discordancia por apresentar padrao morfologico proliferagéo, ainda que nao
imunorreativos para GLUT1. A revisdo desses casos mostrou tratar-se de
granulomas piogénicos (padrao proliferagdo) em pacientes portadores de
mas-formacgdes, configurando uma associacao frequente e ja descrita na
literatura (REQUENA e SANGUEZA 1997). Atualmente, na classificacao
biolégica modificada, os granulomas piogénicos foram incluidos, juntamente
com os hemangiomas proliferativos, em um novo grupo mais abrangente,

denominado como tumores vasculares (ENJOLRAS e MULLIKEN 1997).

No grupo com 126 espécimes provenientes de pacientes

diagnosticados clinicamente como hemangiomas proliferativos, encontramos

\ TUNDAGAD ANTONIO
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87 com padrao proliferacdo, 86 destes com corcordancia total, tanto na
revisdo morfolégica como na positividade para GLUT1. Revendo as
divergéncias, encontramos 1 caso com padrdo morfolégico de proliferagéo,
porém negativo para GLUT1. A morfologia de proliferacédo faz concluir que
as células endoteliais sdo efetivamente negativas para o marcador,
mostrando tratar-se de outro tipo de anomalia vascular com predominio de
capilares que se assemelham ao aspecto do hemangioma proliferativo,
negativos para GLUT1, tal como o tufted hemangioma, descrita como les&o
de comportamento incerto (JONES e ORKIN 1989; REQUENA e
SANGUEZA 1997). Ainda como divergéncia, encontramos 20 hemangiomas
proliferativos com padrao morfolégico de ma-formacéo. Destes, 13 foram
negativos, enquanto 7 ainda mantinham positividade para GLUT1. Da
mesma forma, encontramos 19 casos com padrao fibrogorduroso na
morfologia, 12 ja4 sem imunorreatividade para GLUT1 e 7 positivos para
GLUT1. A reavaliacao clinica destes hemangiomas com padrao morfolégico
de ma-formacao e fibrogorduroso, confirmou tratar-se de hemangiomas
proliferativos em fase de regressédo, ja refletida no padrdao morfologico,
alguns casos ainda mantinham células endoteliais com imunorreatividade
para GLUT1. Para estes casos, ja com alteragdo do padrdo inicial de
proliferacdo, a analise exclusiva da morfologia poderia levar a um

diagnostico anatomopatoldgico equivocado de ma-formagao vascular.

A correlagdo entre diagnéstico clinico, morfologia e resposta ao
GLUT1 mostrou a variedade de combinagées com as quais podemos nos

defrontar perante as anomalias vasculares. Ainda assim, concluimos que, na
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maior parte dos casos, o diagnéstico estabelecido pela classificacéo clinica
foi correto e corroborado pela revisao morfologica e pelo marcador GLUT1.
No entanto, para alguns casos duvidosos, o GLUT1 foi decisivo para o
esclarecimento do diagnoéstico e deve ser realizado para casos com dados

clinicos inconclusivos.

5.2 MARCADORES DE ANGIOGENESE E DE APOPTOSE

Na segunda parte do presente estudo, optou-se por estudar moléculas
envolvidas com o processo da angiogénese e da apoptose, visando buscar a

participagéo destas na patogénese dos hemangiomas proliferativos.

O VEGF € um fator angiogénico que atua como potente indutor de
mitose das células endoteliais (LEUNG et al 1989; COHEN 2002). Foi uma
das primeiras moléculas descritas nos hemangiomas proliferativos
(FOLKMAN e KLAGSBRUN 1987). O estudo dos hemangiomas
proliferativos publicado por TAKAHASHI et al. (1994), com
imunoistoquimica, encontrou alta imunorreatividade para VEGF somente na
fase proliferativa, ou seja, durante os primeiros 12 meses de vida. Da
mesma forma, CHANG et al. (1999) obtiveram um pico de expresséo de
VEGF também na fase proliferativa. No presente estudo, diferentemente dos
resultados mencionados, encontramos positividade para VEGF na maioria
dos casos, distribuidos nas diferentes fases de evolugao dos hemangiomas
pro[ifera;tivos, com diferenca estatisticamente significativa entre as faixas

etarias (p=0,026). Todos os casos operados no primeiro ano de vida foram
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positivos para o marcador, com reducdo desta porcentagem nas faixas

etarias subsequentes.

O tratamento prévio com corticdide e interferon alfa ndo determinou
diferenca significativa na positividade para o marcador VEGF (p=0,201). Da
mesma forma, outra publicagéo, analisando apenas um caso, mostrou que o
tratamento com triancinolona intralesional foi seguido de acelerada
regressdo, porém sem alteracdo da expressdao de VEGF (HASAN et al.

2000).

A angiogénese €& fundamental na manutengcdo dos processos
fisioloégicos. Além VEGF, o NO tem sido relacionado com este fendmeno
(SHEN et al. 1998). KIMURA e ESUMI (2003) mostraram que o NO estimula

a angiogénese atuando na expressao de VEGF.

Considerando a superexpressdo de VEGF na patogénese dos
hemangiomas proliferativos e as evidéncias da possivel acao do NO
mediando esta superexpressdo, levantou-se a hipétese da participacdo do
NO como indutor da superexpressao de VEGF na angiogénese observada
durante a progressado destes hemangiomas (DULAK e JOZKOWICZ 2003).
Até os dias de hoje ndo encontramos estudos relatando a participacao do
NO e da sua sintase, NOS3, na evolugdo dos hemangiomas proliferativos. O
resultado do estudo de GHIGO et al. (1995) sugere a participacdo de NO,

liberado por NOS3, na patogénese dos hemangiomas proliferativos.

O presente estudo encontrou positividade para NOS3 em 83,0% casos

de hemangiomas proliferativos, independente da faixa etaria (p=0,131) ou
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da realizagdo tratamento sistémico prévio (p=0,450). Estes resultados
indicam a participacdo de NOS3 na patogénese dos hemangiomas
proliferativos, possivelmente liberando NO, este por sua vez mediando a

superexpressao de VEGF, como foi sugerido por GHIGO et al (1995).

Quanto ao p53, ja é bastante conhecida a sua atuagdo impedindo o
desenvolvimento do cancer, promovendo a indugdo da apoptose (NARESH
et al. 1997). Porém, nos hemangiomas proliferativos, a participagcédo do p53
ainda nao foi devidamente explorada. Apenas IWATA et al. 1996 nao

encontraram imunorreatividade para p53 em uma pequena série de 7 casos.

No trabalho que desenvolvemos, encontramos positividade para p53
em 39,0% dos hemangiomas proliferativos, sugerindo a participagao desta
molécula em pelo menos uma parte dos casos. Na analise da positividade
por faixa etaria observamos que todos os pacientes operados durante o
primeiro ano de vida foram positivos para p53, metade dos pacientes
operados durante a fase de involugdo (13 aos 60 meses) foram positivos
para o marcador e apenas 13,0% dos pacientes operados apds os 60 meses

foram positivos para p53 (p<0,001).

Estes resultados nos levaram a questionar se o acumulo de p53
representa uma atuacdo deficiente desta molécula na fase inicial do
desenvolvimento, favorecendo a proliferacdo endotelial peculiar destes

hemangiomas.

No desenvolvimento dos hemangiomas proliferativos, vimos que a

angiogénese pode ser mediada por VEGF e NO, ativado por NOS3. Este
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trabalho encontrou positividade para as moléculas VEGF, NOS3 e p53 nos
hemangiomas proliferativos. Entao, de acordo com os relatos da literatura,
por um lado podemos ter a presenga do NO potencializando HIF1 na

indugdo da superexpressao de VEGF e promovendo a angiogénese.

Sabemos que alguns autores tem ressaltado a atuacdo contraditéria
de NO, ora estimulando a angiogénese, ora induzindo a apoptose, na
dependéncia da concentragdo liberada (KIMURA e ESUMI 2003). Este
estudo encontrou, nos hemangiomas proliferativos, moléculas que podem
ser indutoras tanto da angiogénese, como VEGF e NOS3, como da
apoptose, como p53 e também NOS3, esta uUltima sempre atuando na
liberagao de NO (NISHIO e WATANABE 1998; SHEN et al. 1998; KIMURA e
ESUMI 2003). A manutengéo da positividade de NOS3 durante as diferentes
fases de evolugcdo dos hemangiomas proliferativos nao permitiu a correlagéo
da molécula NO com a angiogénese da fase proliferativa bem como da
apoptose crescente das fases de involugdo e resolucao. No futuro, estudos
mais aprofundados poderdo esclarecer a devida participacdo destas
moléculas na patogénese dos hemangiomas proliferativos, quer seja na
proliferacao exacerbada, quer na apoptose que se segue.

Na literatura, sdo inUmeros os relatos da participacédo de fatores
relacionados com a apoptose na patogénese do cancer (NARESH et al.
1997; RODRIGUEZ-VILLANUEVA et al. 1998; BRUCKHEIMER et al. 2000).
No que se refere aos hemangiomas, os dados sobre a apoptose sao

€sCassos.
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Em um estudo realizado por RAZON et al. (1998), os resultados
mostraram que, nos hemangiomas proliferativos, a apoptose se inicia por

volta de um ano de idade e atinge o apogeu aos 2 anos.

HASAN et al. (2000) estudaram um paciente tratado com corticoide
intralesional e verificaram, apds o tratamento, aumento da expressédo do
gene citocromo b, participante da via mitocondrial da apoptose.
Posteriormente, estes autores confirmaram o aumento desta molécula na

fase de involugao dos hemangiomas, tratados ou ndo (HASAN et al. 2001).

Ao procurar esclarecimentos sobre a participagdo da apoptose na
regressao dos hemangiomas proliferativos e ao observar a escassez de
relatos conclusivos na literatura, optamos por estudar as vias mitocondrial,

receptor de morte e efetora da apoptose.

Para efeito deste estudo, privilegiamos pesquisar a imunorreatividade
dos hemangiomas proliferativos aos marcadores Bcl-2 e Bcl-X, fatores
inibidores da apoptose, Bax, Bak, FAS, FAS-L e caspase-3, fatores pro-

apoptose.

Diferentemente do estudo de MANCINI e SMOLLER (1996),
encontramos 25% de positividade para Bcl-2 apenas nos casos operados no
primeiro ano de vida, o restante dos casos foi praticamente negativo para o
marcador, com diferenga estatisticamente significativa entre as faixas etarias
(p=0,034). Em principio, esperavamos uma intensa atuacdo de Bcl-2
bloqueando a apoptose e favorecendo a sobrevida das células endoteliais

em intensa proliferacdo. Porém, a falta de imunorreatividade para o
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marcador sugere que a progressdo destes hemangiomas se dé mais por

uma ja demonstrada superexpressao de fatores angiogénicos.

Quanto ao Bcl-X, outra molécula inibidora da apoptose homéloga de
Bcl-2, a superexpressao esta relacionada com alguns tipos de cancer, como

os carcinomas primarios de célon (KRAJEWSKA et al. 1996).

Nossa pesquisa observou também que a quase totalidade dos casos
foi positiva para Bcl-X, tanto nas fases iniciais de evolugcdo dos
hemangiomas proliferativos como nas fases tardias. Nao se pode concluir
que houve a participacao efetiva desta molécula inibindo a apoptose nas
fases iniciais, tendo em vista a persisténcia da positividade do marcador nas

fases de involugéo e regresséo das lesdes.

Quanto aos fatores pré-apoptose, encontramos positividade para Bax,
Bak, FAS e FAS-L em praticamente todos os hemangiomas proliferativos,
demonstrando a intensa atividade pré-apoptose, tanto pela via mitocondrial
como pela via receptor de morte. Interessante nao termos encontrado a
mesma positividade para a caspase-3, representante da via efetora,

presente em apenas 17% dos casos.

A positividade encontrada para os marcadores pro-apoptose em
praticamente todo o grupo reflete a intensa participacdo destas moléculas
nas diferentes fases dos hemangiomas proliferativos apés o segundo

semestre de vida.

Neste ponto da discussao, vale lembrar que, na presente casuistica,

nao esta representada a fase inicial de evolugdo dos hemangiomas
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proliferativos, ou seja, os primeiros 6 meses. Portanto os resultados
apresentados nao refletem o periodo inicial de intensa proliferacdo celular.
Contudo, podemos afirmar que durante a fase de desaceleracdo da
progressao, no segundo semestre de vida, e durante as fases de involugao e
resolugdo, os hemangiomas proliferativos evoluem com positividade para
todas as moléculas pré-apoptose das vias mitocondrial e receptor de morte
incluidas neste estudo, quais sejam Bax, Bak, FAS e FAS-L. A associagao
entre a positividade destes marcadores com a faixa etaria e com tratamento
sistémico prévio ndo encontrou diferenga significativa, de tal forma que a
imunorreatividade para estes marcadores independe da idade ou de

tratamento prévio.

Com a intencao de quantificar a apoptose nos nossos casos incluiu-se
na metodologia a técnica de TUNEL, empregada nas pesquisas cientificas
para deteccdo de células em apoptose (ANSARI et al. 1993; HOTZ et al.

1999).

Nas anomalias vasculares, HASAN et al. (2001), estudando 11 casos
de hemangiomas, detectaram aumento na expressdo do citocromo b nos
hemangiomas em involugdo, porém nao observaram diferenga entre os
tratados ou ndo. FRISCHER et al. (2004), compararam um espécime de
hemangioma em proliferagdo com outro em involugdo e encontraram um
namero maior de células em apoptose na lesdo em fase de involugao, pela

técnica de TUNEL.

Neste estudo analisamos a porcentagem de células em apoptose em

36 espécimes de hemangiomas proliferativos tratados e nao tratados
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previamente com corticbide e/ou interferon alfa. A associacdo entre
apoptose e tratamento sistémico prévio mostrou diferenca estatisticamente
significativa. Os pacientes nao tratados tiveram uma meédia de células em
apoptose de 21,5%, mais baixa do que os pacientes tratados, 57,7%.
Concluiu-se que o tratamento sistémico prévio, com corticdide e/ou
interferon alfa, determinou uma maior porcentagem de células em apoptose,
da mesma forma que SGONC et al. (1998) encontraram um indice de
apoptose aumentado nas células endoteliais tratadas previamente com

interferon alfa.

Portanto, durante décadas, a abordagem das anomalias vasculares foi
norteada exclusivamente pelas evidéncias clinicas. A observagcdo dos
hemangiomas proliferativos, a progressao inicial desenfreada e a resolucao
inexoravel faziam supor que o desenvolvimento destas lesfes fosse
ocasionado por uma proliferacao endotelial eficiente e intensa e que a

resolugdo se desse por um processo ndo menos intenso e eficiente.

Os avangos na biologia molecular possibilitaram confirmar as
diferencas entre os tipos de lesdes e demonstrar que algumas, efetivamente,
regridem, enquanto outras nao, algumas respondem a drogas, outras nao,
reforcando a necessidade de uma abordagem terapéutica diferente para

cada grupo.

Os resultados deste estudo confirmam a efetividade do marcador
GLUT1 para o diagnostico diferencial entre as lesdes, a presenca do

fendbmeno da apoptose na regressdo dos hemangiomas proliferativos e,
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finalmente, confirmam a atuagado de drogas, como o corticdide € o interferon
alfa, na aceleragédo da apoptose e na indugado da regressédo destas lesodes.
Muitos pontos persistem sem esclarecimento, deixando aberto um

campo de pesquisa a ser trilhado, especialmente para buscar os fatores que

determinam os processos até entdo demonstrados.



6. CONCLUSOES
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CONCLUSOES

O estudo com os marcadores GLUT-1 e Ki-67 encontrou diferenca
entre os hemangiomas proliferativos e as mas-formacgdes vasculares.
O marcador GLUT1 foi expresso com alta frequéncia e confirmou-se

fidedigno para o diagnéstico dos hemangiomas proliferativos.

Nos hemangiomas proliferativos, as proteinas ligadas a angiogénese,
VEGF e NOS3, e a apoptose Bcl-X, Bax, Bak, FAS e FAS-L foram
expressas com alta freqiéncia, corroborando a hip6tese de que
podem desempenhar um importante papel na patogénese destas
lesdes. Houve um acimulo de p53 em um tergo dos casos e apenas
17% dos casos foram positivos para a caspase-3, representante da
via efetora da apoptose. Nao encontramos expressao de Bcl-2,
proteina inibidora da apoptose. O tratamento sistémico prévio nao
determinou alteracdo na expressao dos marcadores de angiogénese

€ apoptose.

Nos hemangiomas proliferativos, o tratamento sistémico prévio com
corticoide efou interferon alfa determinou um aumento na
porcentagem de células em apoptose, justificando a melhora

observada clinicamente.
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N° Idade Diag. Diag. Revisdo Trat. GLUT1 | Ki-67 VEGF | NOS3 p53 Bcl-2 Bel-X Bax Bak FAS FAS-L | Casp.3 | TUNEL
{meses; clnico B101. moriol. DISL. (®) (7)

I 70 I MF MF N Q

2 21 L MF MF N 6,12

3 24 L MF MF N Q

4 4 L MF PROL N 3,33

3 14 L MF MF N a

6 111 HC HP MF N 0,35

7 177 L MF MF N Q

3 110 L MF MF N 3,72

9 26 L MF MF N 0.72

10 14 L MF MF N Q

11 108 HC MF MF N 1,13

12 76 HC MF MF N Q

13 26 HT HP MF N 12,44

14 127 HL MF MF N Q

15 31 HT HP MF N 0

16 105 L MF MF N 275

17 59 L MF MF N Q

18 38 HT HP FROL P 5,48 P P 3 N P P P P N
19 33 HC MF MF N 4,68
20 163 L MF MF N Q
2] 32 HF HFP FROL i 3,05 P P P N F N
22 5l HF HFP FROL P 1.8 P P 3 N F P N
23 119 HT HFP MF N Q N 5 N N P N P F P N
24 31 HT HP FROL 63 P 6,41 P FF N N PF FF P P P N 97.00
25 15 L MF MF N 041

26 125 HC MF MF N 1.81
27 13 HC MF MF N 7.53
28 78 HF HF PROL P Q.16 N PF N N PF N P P 4 N
28 123 HC MF MF N 0

30 135 HC MF MF N 4]
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(meses) | cunico B1OL. Mortol. SISt (%) (%)
211 161 HC MF MF N 0
212 22 L MF MF 335 N 0
213 17 HT HFP FROL r 9.4 P P P N F P P P P N 2,00
214 a0 HF MF MF N 0
215 68 L MF MF 30 N 0
216 183 HC MF MF N 0,93
217 62 HF HFP FIBROG P 043 P P N N P P P 3 P NA 1.oQ
218 136 HC MF MF N Q :
219 31 HT HFP MF P 3.04 P P NA N P P P P P PFe 4,08
220 168 HC MF MF N )
221 52 HC MF MF N 0
222 31 HC MF MF N 0
223 90 HC MF FROL N 272
224 24 L MF FIBROSE N Q
225 71 HT HP MF P 22 P PF N N PP P P P P N
226 144 HC MF FROL N 3.36
227 81 I; MF MF N o
228 8 1r e PROL r Q P P P N P P P P F N 2,00
229 34 HC MF MF 195 N 0
230 124 L MF MF N 0
231 204 HC MF MF N Q0
232 24 HT HFP PROL 154 P 6,3 P FF P N P P P P P PFe 0,40
233 43 HC MF MF P 4,66
234 155 HC MF MF N 1.26
235 8 HF HF FROL P 5,53 P P P N P P P P P PFc 200
236 236 L MF MF N 0
237 45 HF HFP FROL P 4,22 P PF P N P P P % P N
238 70 HL MF MF N 0
239 42 HC MF MF N 515
240 81 HT HP MF P 1,94 P P P PF P P P P P Pre
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61 193 HC MF MF N 0.3

62 110 HFP MF MFE N 021

63 150 HC MF MF N Q

G4 17 HF HP FROL P 293 P P NA N P P P B P N 70.80

65 47 HC MF MF N 0

66 196 HC MF MF N 0

67 174 HC MF MF N 1.07

68 81 HF HP FIBROG N 0 N NA NA N NA NA F P P NA

69 39 L MF MF 436 N 1.47

iy 131 HC MF MF N .17

71 Ee! HT HP FIBROG r 2,28 3 P P N P P P P P N

72 140 HC MF MF N 051

73 50 HF HP PROL E 0.7 PF PF N N P P P P P N

74 8 HT HF PROL P 7.69 ¥ N P N P P F Pre 88,74

75 100 HC MF MF N 0.67

76 73 HT HP FROL P 1.68 P N N N P P 3 P P N

77 61 HC MF MF N 3.27

78 69 L MF MF N Q

79 18 L MF FROL N 2,16

80 53 HT HF FROL 42 P 2,16 N N N P P P P P N

8l 112 HF HP PROL P 0.31 P N N N PF P P P P N

82 47 HT HP FROL P 1.31 P P N N P P P P N

83 37 HF HP PROL B 2,17 P N N N P P P P P N

84 27 L MF MF N 3.85

85 13 HT HF FROL P 0 FF PF N N P P E P P N 1,78

86 79 HT HF FIBROG 56 N 4 N P N N FF P N P P N

87 37 HT HP PROL 308 r 0 P N N N 33 r P k P N

88 61 HT HP FIBROG 88 P 0 4 N N N P E P P P N

39 67 HT HFP FIBROG N 3.07 PF N N N Pr P P P P N

90 28 L MF MF N 517
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a1 50 HT HF FIBROG N 7037 N N P N FF PF F P P N

92 61 HT HF FROL N 4143 N PF N N NA NA NA P N

93 57 HF HP FIBROG N 10,18 N N N N FF PF r P N

94 50 HT HP FROL P 3,71 P PE N N P E P F P P

95 63 HT HP FIBROG 120 N 4,02 N FF N N P P P P N

96 60 HF HP FIBROG N 0,74 N N N N P P P N

97 87 HT HP FIBROG P 0 P PF N N P P P P P N

98 78 L MF MF N 4,73

99 19 L MF MF T N 1,86

100 52 HT HP FIBROG P 12,96 N P N P P N P P N

101 29 HT HFP PROL 193 P 8,09 P P N P P P N 22,20

102 79 L MF MF N 0,83

103 37 HF HP PROL P 2,92 P P P N PF P P P 3 N

104 70 HFP MF PROL N 8,63

105 60 HF HFP MF N 0 N FF NA N PF ¢ P P 2 N

106 141 HF HFP MF N 0 N P N N P P P 2 P N

107 86 HT HP MF 56 N 0 N P N N N r N P P N

108 42 HT HP PROL 42 P 143 P P P N P P P P P N

109 58 HT HFP FIBROG N Q N FF N N PF PF N P P N

110 136 HFP MF FROL N 4,12

111 56 HT HP MF 412 N 1,08 P P N N NA PE P P P N

112 26 L MF MF N 0,87

113 37 L MF MF N 0,88

114 47 L MF MF N 0,84

115 24 HT HFP PROL P 4,72 P PF N N P P P P P Pkc 340

116 48 L MF MF N Q

117 23 HT HP PROL 31 P 0,89 P PF P N P P P P P PFc 64,00

118 73 HC MF MF N 0

119 36 HT HF FROL P 0

120 47 HT HP PROL P 0.17 N PF P N P P P P P N
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121 36 HL MF PROL N 3.36

122 62 HC MF MF N Q

123 1 L MF MF N Q

124 146 L MF MF N 0

125 27 HT HF FROL P 3.66 FF P N P P P P P

126 50 HT HP PROL 241 F 2,65 P 3 P N E 3 P P P N

127 91 HC MF MF N J

128 50 HT HF FROL 77 23 P P P N P P P P P N

129 57 HT HP FROL 41 P 1,16 P P P N P F P P N

130 25 HF HP PROL P 1.1 P B N N P P 3 P P F 200

131 53 HT HP FROL P 4.09 N N N N NA P N P P N

132 131 HT HP MF 35 N 0 FF P N N P N P P N

133 27 HT HP MF N 0 P PF N N P P P P N

134 129 L MF MF N 2,37

135 136 L MF MF N 4,02

136 110 HC MF MF N 0

137 77 MF MF N 0

138 10 L MF MF N Q

139 40 HF HP FROL P 116 P P N N P P N

140 71 HT HP MF 28 N 0 [ N N N P P N

141 14 L MF MF N 0

142 55 HT HP PROL P 1,83 FF P N N P P P P P N

143 154 HC MF MF N 0

144 175 L MF MF N Q

145 55 HT HF FROL P 3.89 P PF N N P P P P N

146 35 HF HF FIBROG NA 0 NA NA NA NA NA NA P NA

147 210 HF MF MF N 0,83

148 17 L MF MF N 0

149 30 Hr HP PROL r 1.72

150 26 HT HP PROL 23 P 0 P P N N P P 54 P P N 76,00
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151 182 HP MF MF N 0

152 84 L MF MF N Q

153 97 HT HP PROL P 1,23 r PF N N P P P P P N

154 6 L MF MF N Q0

155 209 HC MF MF N 24

156 27 HT HF FROL F 245 N N F 1,40

157 56 HT HP FROL P 0,52 N N N

158 5l HT HP FROL 383 F 0.94 P P N N P P P N

159 101 L MF MF N 0

160 31 HT HP FROL Gl P 223 P F N P P P E P N 63,40

161 84 HT HP FIBROG N 0 P P N N PF P P P N

162 52 HC MF MF N 1,25

163 135 HC MF MF N 0

164 27 HF HP FROL P 1,58 P P N N P P P P P N

165 178 HFP MF FROL h 0

166 34 HT HP FROL 181 P 0 P PF N N P P F P P N

167 85 HT HP PROL r 0,19 P P N N P P P P N

168 72 HL MF MF N 0

169 6 HC MF MF N 0,86

170 55 HT HP FROL P 2,5 P P N N P P P E r N 65,96

171 84 HC MF MF N 0

172 19 HT HP PROL i 5.54 P F P N P P F P P N 6291

173 21 HC MF MF N Q

174 134 L MF MF N Q

175 17 HT HP FROL P 341

176 45 HT HP FROL P 2,15 N P P N P P P P P N

177 155 HC MF MF N Q

178 43 HC MF MF N 0

179 214 HP MF PROL N 0.29

180 124 L MF MF N 051
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181 25 HF HF FROL 139 P 1.41 P F P N P P F r P 3 2,40
182 36 HT HP PROL P 4,562 P NA P N P P P N
183 46 HT HF FROL 182 P 2,78 P P 3 N P P P N
184 21 HT HP FROL P 1,51 r F P N F E 3 F P N a.20
185 15 HF HF PROL r 3,44 P P 2 N P P P P r N 2,60
186 32 HF HP FROL 3 6.55 P P P N P P P F N
187 34 HT HF PROL P 4,19 FF N P P N
183 24 HT HF FROL P 1.65 P FF P N P F FFc 62,40
189 81 L MF MF N d
190 92 HC MF MF N Q
191 29 L MF MF N 0
192 172 HC MF MF N a
193 8 HT HP FIBROG NA Q
194 129 HC MF MF N 3.9
195 27 HC MF MF N Q
196 182 HC MF MF N 4]
197 68 HC MF MF N 0
198 34 HF HF FROL P 249 P E N N P P P P P N
199 58 L MF MF N 3,16
200 20 HC MF MF N 0
201 27 HT HP FROL P 0 P FF N N P P P P P N
202 26 HC MF MF N 042
203 121 HT HFP MF 6O N 4,63 PF Pr N P P P P N
204 22 HT HFP PROL 90 P 10.86 P P P N P P P P P Prc
205 iy L MF MF N 1.44
206 15 L MF MF N 0,95
207 21 HF HP PROL F 599 P FF N N P P P P P FFc 317
208 8 HT HFP PROL P 11.82
209 106 HC MF MF N 2,88
210 73 HC MF MF N 0 P N N N P PP P r P N

vclL



N° Idade Diag. Diag. Revisio Trat. GLUT1 | Ki-67 | VEGF [ NOS3 p53 Bcl-2 | Bel-X Bax Bak FAS FAS-L | Casp.3 | TUNEL
(meses) | cunico BIOL. MortolL ISt (%) (%)

211 161 HC MF MF N 0

212 22 L MF MF 335 N Q

213 17 HT HP PROL P 924 P P E N P P P P P N 2,00

214 310 HF MF MF N 0

215 68 L MF MF 30 N 0

216 183 HC MF MF N 0.93

217 62 HF HP FIBROG P 0,43 P P N N 13 P P P P NA 100

218 136 HC MF MF N 0

219 51 HT HP MF P 304 P P NA N P P % P P FFe 408

220 168 HC MF MF N Q

221 52 HC MF MF N 0

222 31 HC MF MF N Q

223 920 HC MF FROL N 2,72

224 24 L MF FIBROSE N 0

225 71 HT HFP MF P 22 P PF N N PF P P P P N

226 144 HC MF PROL N 3.36

227 81 L MF MF N 0

228 8 HF HP FROL P 0 P P P N P P P P P N 2,00

229 34 HC MF MF 195 N 0

230 124 L MF MF N 0

231 204 HC MF MF N 0

232 24 HT HF FROL 154 P 6.3 P FF 3 N P P 4 P P Ffe 0.40

233 43 HC MF MF P 4,66

234 155 HC MF MF N 1.26

235 8 HF HP PROL P 5,53 P P P N P P P P P PFc 2,00

236 236 L MF MF N 0

237 45 HF HP PROL P 4,22 P PF P N P P P P P N

238 70 HL MF MF N Q

239 42 HC MF MF N 5,15

240 81 HT HP MF P 1.94 P P P PF P P P P P FFc

GZl



N° Idade Diag. Diag. Revisio Trat. GLUTI | Ki-67 | VEGF | NOS3 p53 Bel-2 | Bel-X Bax Bak FAS FAS-L | Casp.3 | TUNEL
(meses) | Lunico BioL. morrol. SISt. (%) (%)
241 33 L MF MF N Q
242 30 L MF MF N Q
243 62 HT HF MF P 4,08 P N N F P N
244 28 HT HP MF 298 P 3,79 P P N N P 3 N 9,40
245 95 HC MF MF N 2,93
246 34 HT HP PROL 567 P 2,13 3 P P N r P P P P P
247 37 L MF MF 784 N 1,39
248 91 HT HFP MF 56 P 3.49 P FF N N P P P P P N
249 151 L MF MF N 3,73
250 35 HT HFP PROL P 22
251 61 HT HFP MF 6 N 3.07 P P N N P P P P P N
252 148 HC MF MF N 0.5
253 197 HC MF MF N a
254 58 L MF MF N 12,04
255 28 L MF MF N 59,38
256 173 HC MF MF N Q
257 43 HT HP FROL 120 P 1,82 P P N N P P P N
258 20 HT HP FROL 41 P 5,25 P P N P N 53.80
259 132 HC MF MF N 0,34
260 10 HF HP FROL 57 P 12,33 P P P 133 3 P P N 94,80
261 14 HF HP PROL 35 P 20,29 P N P P r N 096,20
262 a8 HF HP MF 103 P 3.85 P P N P N
FIBROG  Fibrogorduroso HL Hemangiolinfangioma L Linfangioma P Positivo
FIBROSE  Fibrose HP Hemangioma Plano MF Mg-formagio PF Positivo Fraco
HC Hemangioma Cavernoso HP Hemangioma Proliferativo N Negativo PFc Positivo Fraco Focal
HF Hemangioma Fragiforme HT Hemangioma Tuberoso NA Nio Avaligvel PROL Proliferagio

ocl
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