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RESUMO

Pélipos tonsilares sdo lesbes nao neoplasicas usualmente constituidas por
quantidades varidveis de tecidos linféide, vascular e conjuntivo. Todos s&o
considerados como proliferagdes hamartomatosas, mas o perfil dos componentes
vascular e conjuntivo, necessita de estudo mais aprofundado. O sistema vascular
das tonsilas € complexo e inclui estruturas altamente especializadas (Vénulas do
Endotélio Alto- VEA), envolvidas no trafico dos linfocitos para os tecidos linféides.
Foram estudados 14 pdlipos tonsilares e 26 tonsilas palatinas, usando CD34 (para
vasos sanguineos e VEA), CD105 (para VEA), D2-40 (para vasos linfaticos), Ki-67
(para indice proliferativo), colagenos | e lll, fibronectina e tenascina-C (para
proteinas da matriz extracelular). Os pdlipos mostraram aumento significante da
area linfatica total, enquanto o nimero de vasos (sanguineos e linfaticos) e a area
vascular sanguinea nao diferiram significativamente das tonsilas controles. Raras
células endoteliais expressaram Ki-67. Nos pdlipos, pela primeira vez foi
demonstrada a presenca de VEAs, as quais foram identificadas em meio ao tecido
linféide. A quantidade deste ultimo correlacionou-se positivamente com a densidade
destas estruturas. Os pélipos também apresentaram menor quantidade de
fibronectina e colagenos | e Illl, os quais estavam distribuidos de forma
desorganizada. A expressao de tenascina-C foi pouco frequente nos pélipos e nas
tonsilas controles. Concluindo, os pdlipos tonsilares sdo compostos por tecido
conjuntivo desorganizado e canais linfaticos dilatados, que podem ser consideradas
proliferacbes hamartomatosas. Todavia, o componente linféide possivelmente é
reacional, devido a sua relacdo com as VEA. O fenétipo altamente diferenciado das

VEAs e sua biologia complexa ndo sdo condizentes com natureza hamartomatosa.
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ABSTRACT

Tonsillar polyps are nonneoplastic lesions usually composed of a variable amounts
of lymphoid, vascular and connective tissues. All are generally assumed to be
hamartomatous proliferations but the profile of vascular and connective components
has yet to be explored. The vascular system of the tonsils is complex and includes
highly specialized structures (i.e. high endothelial venules -HEVs) involved in
lymphocyte homing into lymphoid tissues. In 14 tonsillar polyps and 26 control
tonsils an immunohistochemical study was performed using CD34 (for blood vessels
and HEVs), CD105 (for HEVs), D2-40 (for lymphatic vessels), Ki-67 (for proliferating
index), collagens | and lll, fibronectin and tenascin-C (for proteins of the extracellular
matrix). The polyps showed increased total lymphatic area, whereas number of
vessels (sanguineous and lymphatic) and blood vascular area did not differ
significantly from those of control tonsils. Rare Ki-67+ endothelial cells were found.
In the polyps, HEV was encountered amid lymphoid tissue and its amount correlated
positively with the HEV density. The polyps also presented lesser amounts of
fibronectin and collagens | and Ill which were distributed in a disorganized fashion.
Tenascin-C expression was uncommon in the polyps and control tonsils. In
conclusion, the tonsillar polyps are composed of disorganized connective tissue and
lymphatic channels which can be considered hamartomatous proliferations.
However, the lymphoid component is possibly reactive due to its relationship with
the HEVs. The highly differentiated phenotype of the HEVs and its complex biology
are not in agreement with what would be expected for a component of

hamartomatous nature.
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Pdlipo Linfoide. Observe a expressdao focal de tenascina
(marrom) na matriz extracelular, abaixo do epitélio superficial
(asterisco) (imuno-histoquimica- objetiva 20X). Note maiores
detalhes da expressdo, na imagem acima e a esquerda
(asterisco) (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Polipo Linfoide. Observe a expressdo focal de tenascina
(marrom) na matriz extracelular, abaixo do epitélio superficial
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detalhes da expressdo, na imagem acima e a esquerda
(asterisco) (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Pdélipo Nao Linfoide. Observe a expressao focal de tenascina
(marrom) abaixo do epitélio superficial (seta) (imuno-
histoquimica- objetiva 40X).

Polipo Nao Linféide. Observe a expressao focal de tenascina
(marrom) abaixo do epitélio superficial (seta) (imuno-

histoquimica- objetiva 40X).

Pélipo Nao Linféide. Note a expressdo de tenascina
(marrom) na parede de alguns vasos (setas) (imuno-
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Lesao Polipdide Sem Denominacao Especifica. Note a
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Figura 26

Tonsila Palatina Controle. Expressao de colageno | (marrom)
na membrana basal das vénulas de endotélio alto, localizadas
no epitélio da cripta tonsilar (imuno-histoquimica- objetiva
40X).

Polipo Linféide. Note a expressdao menor de colageno |
(marrom) na matriz extracelular, em relagdo as tonsilas
controles. As fibras positivas para colageno | estdo dispostas
de modo desordenado, sem formar bandas (comparar com
figura 19) (imuno-histoquimica- objetiva 10X).

Pélipo Nao Linféide. Observar o arranjo irregular das fibras
colageno | positivas (marrom) na matriz extracelular, entre os

vasos imuno-histoquimica- objetiva 20X).

Tonsila Palatina Controle. Observe a expressao de colageno
Il (marrom) no tecido conjuntivo no septo tonsilar (imuno-
histoquimica- objetiva 20X). Veja maiores detalhes na figura
24.

Tonsila Palatina Controle. Observe a expressao de colageno
[II (marrom) no tecido conjuntivo no septo tonsilar. Observar o
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histoquimica- objetiva 40X).

Pélipo Linféide. Observe a expressdao de colageno |l
(marrom) na matriz extracelular abaixo do epitélio da cripta,
que apresenta perda da reticulagdo (imuno-histoquimica-
objetiva 20X).

Poélipo Nao Linfoide. Note a menor expressao de colageno |l
(marrom) na matriz extracelular do pélipo nao linféide (imuno-
histoquimica- objetivo 20X). Comparar com a figura 23 da

tonsila controle.
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Figura 33

Figura 34

Tonsila Palatina Controle. Observe a expressao de colageno
IV na parede dos vasos (marrom), no tecido linféide tonsilar
(imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Tonsila Palatina Controle. Note a expressao de colageno IV
(marrom) na membrana basal das vénulas de endotélio alto,
no epitélio da cripta tonsilar (imuno-histoquimica- objetiva
40X).

Polipo Linfoide. Note a expressao de colageno IV (marrom)
na parede do vaso, de permeio ao tecido linféide (imuno-
histoquimica- objetiva 40X).

Poélipo Nao Linféide. Observe a expressao acentuada e focal
de colageno IV (marrom) na matriz extracelular (imuno-

histoquimica- objetiva 20X).

Tonsila Palatina Controle. Observar as células estromais
vimentina positivas no septo tonsilar (entre setas) (imuno-

histoquimica- objetiva 20X).

Tonsila Palatina Controle. Observar a quase auséncia de
miofibroblastos a-AML positivos no septo tonsilar (entre setas).
Notar que a musculatura da parede dos vasos €, também,

positiva para a-AML (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

Pélipo Linféide. Note a expressado de vimentina (marrom) no
eixo do pdlipo linfoide, realcando as células estromais (imuno-
histoquimica- objetiva 40X).

Poélipo Linféide. Note a expressdo de a-AML na parede dos
vasos e nos miofibroblastos, no eixo do podlipo linféide.
Observar que a quantia de células é semelhante a da figura
33 (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Figura 39

Figura 40

Pélipo Nao Linféide. Note a expressdo de vimentina
(marrom) nas células estromais e na parede dos vasos. As
células estromais estdo dispostas irregularmente (imuno-

histoquimica- objetiva 20X).

Polipo Nao Linféide. Observe que o anticorpo a-AML é
positivo, quase que exclusivamente, nas células musculares

do vaso (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Tonsila Palatina Controle. Note as vénulas de endotélio alto
CD105 positivas, no tecido linféide tonsilar (imuno-
histoquimica- objetiva 40X).

Poélipo Linféide. Observe as vénulas de vénulas de endotélio
alto CD105 positivas (marrom), de permeio ao tecido linféide
(imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Pélipo Nao Linféide. Note, na figura maior, que apenas nos
escassos nodulos linféides, foram observadas vénulas de
endotélio alto CD105 positivas (marrom) (seta) (imuno-
histoquimica- objetiva 10X). Observar no canto superior direito,
a vénula apontada pela seta, em aumento maior (imuno-

histoquimica- objetiva 40X).

Pélipo Nao linfoide. Dupla marcacao Ki-67/D2-40. Observar
uma unica célula endotelial Ki-67 positiva (marcagdo nuclear-
seta maior) em vaso linfatico corado pelo anticorpo D2-40 e
outra no estroma adjacente (seta menor) (imuno-histoquimica-
objetiva 40X).
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As tonsilas sado o6rgaos linfoepiteliais com funcbes imunolégicas
complexas, nos quais podem se originar uma variedade de lesdes tumorais, a
maioria de natureza neoplasica. Entre os tumores malignos, o carcinoma de células
escamosas e os linfomas sdo as les6es mais comuns, enquanto que o papiloma
escamoso representa cerca de 80% das benignas (1). Em contrapartida, as lesdes
tumorais ndo neoplasicas tonsilares sao muito raras e constituidas, em sua grande
maioria, pelos pdlipos. Embora os poélipos tonsilares necessitem remocao cirlrgica,
pelos sintomas que causam ou pela necessidade de se identificar a natureza da
leséo, eles ndo sdo abordados na maioria dos livros textos de patologia cirdrgica.
Conseqglientemente, o conhecimento sobre poélipos tonsilares advém de relatos de
casos e de raros estudos sistematicos, o que tem propiciado numerosas
denominacdes para, possivelmente, uma mesma entidade (2-23).

Em relacdo a patogénese, muitos autores consideram que os polipos
tonsilares sejam de natureza hamartomatosa e, portanto, representariam
crescimento exagerado e desorganizado de tecidos tonsilares, com predominio de
vasos linfaticos na maioria deles (3, 21). Entretanto, também, tem sido aventada a
possibilidade do pélipo tonsilar ser resultado de hiperplasia inflamatéria crénica,
causando obstrugéo linfatica irreversivel e linfangectasia secundaria (12). Estas
duas hipoteses foram baseadas em estudos histoldgicos ou imunoistoquimicos, nos
quais o componente vascular dos pdlipos nao foi completamente explorado (12, 14,
19). O sistema vascular das tonsilas é complexo e contém estruturas altamente
especializadas envolvidas na entrada de linfocitos para o parénquima tonsilar.
Portanto, o quanto a estrutura vascular dos pélipos assemelha-se a da tonsila
palatina é, ainda, uma questao a ser investigada.

Outro aspecto pouco explorado nos pdlipos € o tecido conjuntivo que faz
parte de sua composicdo. Os tecidos conjuntivos contem diversos componentes,
com estruturas e fungdes variadas (24). Enquanto alguns componentes sdo muito

comuns, outros, tais como a tenascina e os miofibroblastos, sdo principalmente
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associados ao processo de remodelacdo de tecidos (25, 26). Remodelacdo de
tecidos € um fenbmeno interessante de investigar nos pélipos tonsilares, visto que
hiperplasia inflamatéria € uma das patogéneses propostas para essas lesoes (2).
Além disso, os polipos tonsilares, por serem lesdes exofiticas, sdo propicios a

traumatismo e, portanto, propensos a remodelacao.

Neste contexto, com a finalidade de aprofundar o conhecimento sobre as
estruturas estrémato-vasculares dos pdlipos tonsilares e fornecer informacées
sobre a natureza destas lesées, delineamos esse estudo morfométrico e
imunoistoquimico usando uma série de marcadores para diferentes tipos de
endotélio e proteinas da matriz extracelular.

1.1. Aspectos embriolégicos, anatdémicos, morfolégicos e imunoldgicos
das tonsilas palatinas

As tonsilas palatinas sdo duas massas de tecido linféide localizadas a
cada lado da orofaringe. Esta posicdo estratégica na entrada do trato aero-
digestivo, implica no papel das tonsilas como 6rgaos linféides secundarios, ao
iniciar respostas imunes contra varios antigenos, que entram no corpo através da
orofaringe e da nasofaringe. Esta caracteristica as torna 6érgaos importantes na
resposta a processos imunoldgicos, tanto humoral quanto celular (27).

Anatomicamente, cada tonsila esta alojada na fossa tonsilar, limitada
pelos arcos palatoglosso e palatofaringeo e pela lingua. O suprimento vascular
arterial € proveniente dos ramos tonsilar e palatino ascendentes da artéria facial, do
ramo dorsal da artéria lingual e do ramo palatino da artéria maxilar (28). As artérias
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penetram nas tonsilas, preferencialmente, em seu poélo inferior (27). Quanto a
drenagem venosa, apds as veias tonsilares penetrarem no musculo constritor
faringeo superior, desembocam na veia palatina externa, veia faringea e/ou veia
facial. Os vasos linfaticos eferentes, a partir das tonsilas palatinas, penetram no
musculo constritor faringeo superior e na fascia bucofaringea e passam entre o
musculo estilohidideo e a veia jugular interna para alcangar os linfonodos cervicais
jugulodigastricos (28) e submandibulares (27). A inervacdo das tonsilas palatinas é
derivada do géanglio ptérigopalatino (esfenopalatino), via nervos palatinos menores e
nervo glossofaringeo (28).

Os processos imunoldgicos, tanto humoral quanto celular séo iniciados
nos micro-compartimentos especializados das tonsilas palatinas: o epitélio da cripta
ou linfoepitélio, o centro germinativo folicular com a zona do manto e a area
interfolicular (29), também denominada de extrafolicular (27).

O epitélio da cripta € uma forma modificada do epitélio estratificado
pavimentoso que reveste o resto da orofaringe, incluindo a superficie externa da
tonsila, denominando-se, neste local, de epitélio reticulado ou linfoepitélio, por
apresentar a co-existéncia de linfocitos e células epiteliais, além da descontinuidade
da membrana basal (27). Este epitélio tonsilar, que tem papel importante na
iniciacdo das respostas imunes, ndo € uniforme, contém trechos de epitélio
estratificado pavimentoso nao queratinizado e trechos de epitélio reticulado
“sponge-like”. O grau de reticulacdo das células epiteliais e a infiltracao de células
néo epiteliais sdo variaveis. Os trechos de epitélio reticulado estdo associados com
a interrupcdo da membrana basal e apresentam numerosos pequenos vasos
sanguineos (30). Cada tonsila palatina contém de 10 a 30 criptas (27), sendo que
ramificagdes do epitélio provenientes destas se estendem pela espessura do 6rgéo,
aumentando a sua superficie acima de 295 cm?, em adigdo aos 45 cm? do epitélio
que recobre a superficie da orofaringe (31). O conteudo das criptas € composto,
principalmente, por saliva e debris celulares (figuras 1 e 2). As principais funcdes
propostas para o epitélio reticulado sdo: a) prover um ambiente favoravel para o
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intimo contato entre células efetoras das respostas imunes; b) facilitar o transporte
direto de antigenos; ¢) sintese de componente secretério continuamente; d) conter
um “pool” de imunoglobulinas. Desta forma, o revestimento de epitélio reticulado
das criptas tonsilares, representa um compartimento especializado importante nas

funcdes imunolbgicas das tonsilas palatinas (30).
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Figura 1: Tonsila Palatina Normal. As imagens correspondem a lamina digitalizada, contendo corte
histolégico de tonsila, corada pela hematoxilina-eosina. Observe a arquitetura tonsilar na imagem
maior: S- septos tonsilares, C- cripta tonsilar (seta), Ca- segmento de capsula tonsilar, E- epitélio
superficial. Detalhe de uma cripta na figura menor, acima e a esquerda: LE- linfoepitélio, Z- zona do
manto, FL- foliculo linféide, L- luz da cripta.
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destacando o linfoepitélio (entre setas) e parte de um foliculo linféide subjacente (objetiva 40X),
referentes a.cripta da figura 1.

O tecido linféide formando foliculos, em geral, com centros germinativos
cujas regides centrais, do mesmo modo que nos foliculos linfoides do baco e dos
linfonodos, sdo areas ricas em linfocitos B (32). Os foliculos linféides das tonsilas
palatinas sao redondos ou elipticos e podem ser vistos exatamente abaixo do
epitélio (figuras 1 e 2). Sao sitios de maturagéo e diferenciacéo de linfocitos B, bem
como de ativagao dos linfécitos T. Os foliculos linféides secundarios contém centros
germinativos e sdo compostos por uma zona negra, com grande numero de
centroblastos, por uma zona branca apresentando, predominantemente, centrécitos
e por uma zona do manto mostrando células B virgens (“Naive”) (figura 3).
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Figura 3: Composi¢ao celular dos diferentes compartimentos das tonsilas palatinas. Fonte: Nave et al. (27)

Além dos linfécitos T e B, existem nos foliculos linféides, as células
foliculares dendriticas (27).

A regido extrafolicular contém células T primariamente com linfécitos T
auxiliares (“T helper”) fenétipo CD4+, células dendriticas interdigitantes, macréfagos

e vénulas do endotélio alto, que sdo essenciais para a saida de linfécitos T e B do
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sangue para as tonsilas.

1.1.1 A Rede Vascular do Linfoepitélio e as Vénulas de Endotélio
Alto:

No interior do linfoepitélio existe uma rede de vasos sanguineos, na qual
os capilares sdo arranjados em arcos orientados perpendicularmente a superficie
da cripta e, vénulas do endotélio alto (VEA) estdo localizadas na borda inferior
deste epitélio reticulado (figura 3). O rico fluxo sanguineo intra-epitelial promove
aumento da area para interagdes entre células endoteliais e leucdcitos, o transporte
de imunoglobulinas e de outras substancias através das paredes dos vasos (31).

As tonsilas ndo contem linfaticos aferentes e, portanto, a entrada de
linfécitos ocorre por transmigracdo através das vénulas de endotélio alto. O
extravasamento de linfécitos do sangue para as tonsilas palatinas, através das
vénulas de endotélio alto e 0 seu retorno através dos vasos linfaticos, é essencial
para a competéncia imunoldgica destes 6rgaos. Varias moléculas de adesdo, como
por exemplo, selectina-L e ICAM-1, citocinas e quimiocinas s&o essenciais para a
entrada dos linfocitos nas tonsilas, mas pouco se sabe sobre os fatores que
regulam o transito dos linfécitos entre os micro-compartimentos dos érgaos linféides
(27).

1.2 POLIPOS TONSILARES

Os polipos tonsilares apresentam em sua constituicio morfoldgica,
tecidos fibrosos, linféides e vasculares, formando um grupo pouco conhecido que,
dependendo da quantidade relativa das partes constituintes, tém recebido
diferentes denominacdes tais como pdlipos fibrosos linfangiectasicos (12), pdlipos
linfangiomatosos (14, 18, 21, 23), linfangiomas (6, 8), linfangioma polipéide (13, 15),
pélipos fibrosos (14), polipos fibrolipomatosos linfangiectasicos (20), fibroma (2, 5,
17) ou simplesmente, em relatos mais antigos de casos como pdlipos benignos
tonsilares e amigdalianos (3, 4, 7, 9). Também existem relatos de pdlipos
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denominados hamartomatosos por apresentarem em sua constituicado morfologica,
um revestimento epitelial escamoso ndo ceratinizado, infiltrado linféide, estroma

fibroso (11, 16), gordura, vasos sanguineos ou linfaticos (10, 20).

Os pdlipos tonsilares ocorrem numa faixa etaria ampla, desde a infancia
até a idade avancada, com média de apresentacao de 25,2 anos (19). Geralmente
a lesdo é unilateral, varia de tamanho de 0,5 cm a 3,8 cm (média de 1,6 cm) e sédo
descritos como polipbides, pediculados ou sésseis. Clinicamente os pacientes
podem ser assintomaticos ou apresentam disfagia, tosse, dificuldade para
degluticao ou episddios de tonsilites.

Em contraste aos polipos tonsilares, que sao lesbées Unicas, a Hiperplasia
Linféide Papilifera, também denominada de Hipertrofia Papilomatosa, Hipertrofia
Papilifera, Hipertrofia Tumor Simile, Tumor Papiloma Simile, Hipertrofia Nao Usual,
Tonsilite Proliferativa e Hiperplasia Papilifera caracteriza-se por multiplas projecdes
papiliferas na superficie tonsilar e sdo, geralmente, bilaterais (33). E uma condicdo
rara, que acomete predominantemente o sexo feminino, numa faixa etaria variando
de 2 a 45 anos de idade. Foi descrita, primeiramente, por Roberts em 1896, como
Papiloma da Tonsila (33). A etiologia é desconhecida, porém estimulagcao
inflamatéria de repeticao, influéncias hormonais, neoplasia e heranga autossémica
dominante tém sido arroladas como possiveis fatores etiolégicos para a Hiperplasia
Linféide Papilifera (33, 34, 35). Esta condigdo tem sido mais comumente relatada
na populacado asiatica, com somente um caso reportado, até 0 momento, no Brasil
(33). Neste caso (um paciente feminino de 16 anos) foram identificadas duas lesdes
papilomatosas bilaterais que, a macroscopia, mediam cerca de 3,5 x 2,0 X 1,5 cm.
O aspecto microscépico era o de projecdes papiliferas, compostas por um eixo
conjuntivo vascular, com hiperplasia linféide folicular marcante. O acompanhamento
clinico da paciente ndo revelou recorréncia local, ndo foi possivel determinar se
outro membro da familia também foi afetado e nem foi evidenciada anormalidade

hormonal, que pudesse contribuir para o aparecimento da leséo.
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Na literatura, os estudos sobre os pdlipos tonsilares sdo, na maioria,
relatos de casos (tabela 1), exceto por duas publicacdes, nas quais foram
estudados um grupo maior de pélipos. A maior série foi descrita por Kardon et al.
(19), que avaliaram 26 pdlipos tonsilares denominados de linfangiomatosos.
Embora Kardon et al. (19) tenham denominado estes pdlipos de linfangiomatosos,
morfologicamente os componentes estromais eram mais proeminentes que 0s
vasos linfaticos na maioria dos casos, sendo que em 69% deles a fibrose estromal
foi classificada como proeminente. O componente vascular era representado por
vasos linfaticos dilatados, e outros positivos para CD31 e / ou CD 34 e a parede
continha tecido muscular positivo para actina masculo liso. Recentemente, Barreto
et al. (22), descreveram a segunda maior série de poélipos tonsilares denominados
linféides, por serem constituidos predominantemente por tecido linféide. Neste
estudo, foram analisadas 16 tonsilas palatinas controles e 6 pélipos caracterizados,
microscopicamente, por foliculos linféides proeminentes, com centros germinativos
e criptas revestidas por linfoepitélio, além de uma pequena quantidade de tecido
fibroso no eixo da lesdo. Nestes pdlipos, o padrao arquitetural e as distribuicoes de
linfécitos B (CD20+) e T (CD45R0O+) e de vasos (sanguineos, CD34+ e linfaticos,
D2-40+), foram muito semelhantes aos das tonsilas controles. Baseado no fato que
os constituintes proliferados nestes pdlipos (tecido fibroso, linfécitos e vasos) sdo os
mesmos encontrados na tonsila, embora dispostos num padrdao mais complexo,
Barreto et al. (22), assim como Heffner, (14) Abu Shara et al. (16) e Kardon et al.
(19), sugerem que estas lesbes sejam hamartomatosas ou remanescentes
bronquiogénicos (11) e ndo tumores verdadeiros, podendo ocasionalmente tornar-
se grandes e causar sintomas obstrutivos. Nestes casos é suposto que o tamanho
do pdlipo tenha relagdo com a sua duragcdo. Em contraposicdo, outros autores
consideram como hipdtese mais provavel que o pdlipo tonsilar seja resultado de
hiperplasia inflamatéria crénica, que causa obstrugdo irreversivel dos vasos
linfaticos, com conseqliente congestao e formacdo da lesdo, cujos constituintes

celulares e estromais, sdo comparaveis aos da tonsila palatina (12).
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Tabela 1: Pélipos tonsilares descritos na literatura inglesa.

Autor n Ano (I::g; Sexo Clinica Diagnostico
Goris (19) T 1910 NI M Disfagia e dispnéia Linfangioma cavernoso
Menzel (36) T 1919 NI NI Tonsilite aguda Linfangioma
New e Childrey (37) 1 1931 44 M NI Pdlipo fibromixomatoso
Hara (2) T 1933 712 F Achado ao exame clinico Fibroma
Evans (3) T 1939 13 F Assintomatico, descoberto acidentalmente Pdlipo benigno
Hanckel (4) T 4943 38 M Tosse Pdiipo bilateral
McKibben (5) T 1958 27 M Assintomatico Fibroma benigno
Harrison (6) T 1960 27 7 Odinofagia, escaro sanguinolento Linfangioma
Ash (38) T 1982 20 M Frequente odinofagia Hamartoma
Lake (7) T 4962 30 B Massa na garganta Descritivo (n&o classificado)
Visvanathan (8) 1 1971 31 M Disfagia para s6lidos Linfangioma pediculado
Aratijo (19) T 1977 18 M Tonsilite aguda, massa Linfangioma
Hyams (39) 4 1978 NI NI NI Pdlipo linféide
Enomoto (34) 1 1980 5 F Sensagéo de obstrugao na garganta Hipertrofia papilifera
Gerberi (9) T 1982 26 M Sensagéo de corpo estranho e iritagdo na garganta Pdlipo benigno
Carrilo-Farga (35) 1 1983 9 F Massa, dispnéia Hiperplasia linféide papilifera
Vardhan (10) T 1985 22 M Disfagia, dificuldades para respirar Hamartoma
Hiraide (12) 1985 60 M Sensagéo de corpo estranho Pdlipo fibroso linfangiectasico
Pyun (40) T 1985 13 F Massa na garganta, dificuldade para falar Pdlipo linféide papilifero
Al Samarrae (13) T 1985 35 B Massa Linfangioma polipdide

35 M Odinofagia, sensagao de corpo estranho Linfangioma polipdide
Nayak (17) T 1985 35 B Salivagao excessiva, sensagao de engasgo Fibroma
Kasznica (15) T 1991 3 M Otite média serosa bilateral Linfangioma polip6ide
Shara KA (16) T 1991 4 M Disfagia, massa na garganta Pdlipo hamartomatoso
Lupovitch (11) T 1993 30 F Achado endoscopico Pdlipo benigno hamartomatoso
Roth (18) T 1996 14 M Tonsilites recorrentes, massa Pdlipo linfangiomatoso
Kardon (19) 2% 2000 3a63 M disfagia, dor e sensagéo Pdlipos linfangiomatosos
13 F de massana garganta
Sah (20) T 2000 23 M Massa Pdlipo linfangiomatoso linfangiectasico
Hockstein (21) 2002 18 F Roncos, respiragdo bucal, apnéia, halitose Linfangioma
Dias (33) 1 2003 16 F Odinofagia, disfagia, tonsilites de repeticéo Hiperplasia linféide
Barreto (22) 6 2007 4al7 M Massa tonsilar e/ou Pdlipos linféides
2a56 F disfagia

Chen (23) T 2009 4 F Obstrugao respiratéria Pdlipo linfangiomatoso bilateral

M = masculino; F = feminino; NI = n&o informado.

" Goris e "

Aradjo apud Kardon DE, Wenig BM, Heffner DK, Thompson LD. Tonsillar lymphangiomatous polyps: a

clinicopathologic series of 26 cases. Mod Pathol. 2000 Oct;13(10):1128-33.
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Como demonstrado na tabela 1, os diagndsticos dos polipos tonsilares
sédo variados, refletindo sua morfologia diversa. Dos 31 autores, 13 descreveram
que os vasos linfaticos eram exuberantes e dilatados, de tal modo que
denominaram a lesao de linfangioma, linfangiomatosa e linfangiectasica. O segundo
componente mais freqlente descrito dos pdlipos tonsilares, na literatura, é o tecido

conjuntivo que, levou a alguns autores a denomina-lo de fibroso.

1.3 A Matriz Extracelular

O tecido conjuntivo tem como funcéo, a sustentacao de varias estruturas
do corpo, ocupando o0 espaco entre elas. A maior parte dos tecidos conjuntivos
deriva do mesénquima, uma camada germinativa do embrido, situada entre o
ectoderma e o endoderma. Do mesénquima derivado do mesoderma, originam-se
os sistemas muscular, circulatério, linfatico, urogenital e esquelético. No adulto, os
tecidos conjuntivos especializados incluem os tenddes, ossos e cartilagens. Uma
caracteristica comum a todos os tecidos conjuntivos é consistirem de Matriz

Extracelular (ME), na qual as células do tecido conjuntivo estédo distribuidas (41).

A matriz extracelular (ME) é uma rede de macromoléculas que circunda
as células, sendo considerada um componente substancial do ambiente celular
(42). Dentre os constituintes da ME referenciam-se varios tipos de macromoléculas
(proteoglicanas e glicosaminoglicanas), além de proteinas fibrosas como o
colageno e a elastina, ambas com funcéo estrutural e, as glicoproteinas adesivas
como a laminina, a tenascina e a fibronectina (43). Interacbes e ligagdes entre as
células e os componentes da ME sao realizadas por receptores especificos
denominados integrinas, que sao proteinas transmembranas com um dominio
extracelular, que se prende aos componentes da ME e um citoplasmatico, ligado a
porcao do citoesqueleto constituida por actina (43). De acordo com a concentracao
dos componentes da matriz, esta podera ter variagcbes morfoldgicas e funcionais,

constituindo os diferentes tipos de tecido conjuntivo, ou seja, fibroso, 6sseo, elastico
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e cartilaginoso. Também, a matriz pode se condensar abaixo de revestimentos
endoteliais, mesoteliais e epiteliais, formando a membrana basal (44) ou |amina
basal, interposta entre as células e o tecido conjuntivo sobre o qual se ap6iam (45).

A ME tem como fungbes mais importantes: a) o preenchimento dos
espacos nao ocupados pelas células; b) o fornecimento a resisténcia a
compressao; ¢) funcionar com pontos de fixagcdo a diversos tipos celulares, para
que elas possam se ancorar; d) funcionar como um veiculo por onde migram as
células, quando estas se deslocam no organismo; e) funcionar como um meio
através do qual chegam as células, as substancias indutoras provenientes de outras

células (45).

Os componentes da ME sao classificados em fluidos e fibrosos. Os
fluidos compreendem as glicosaminoglicanas e proteoglicanas, ja os fibrosos, em
proteinas adesivas (laminina e fibronectina) e proteinas estruturais (colageno) (45).

1.3.1 Colagenos

As fibras colagenas correspondem as proteinas estruturais mais
importantes da ME (45), que sao sintetizadas por fibroblastos e células afins, cuja
estrutura molecular é formada por cadeias alfas, dispostas e arranjadas em tripla
hélice, caracterizadas por apresentar sequéncias repetidas de trés aminoacidos:
glicina-X-Y. Os dois ultimos sao representados frequentemente por prolina e lisina,
que costumam estar hidroxilados, dando uma resisténcia maior e forga ao colageno,
ao permitir a formagdo de pontes estabilizadoras entre suas moléculas (“cross-
linkings”) (44). O tropocolageno é a unidade basica da fibrila, que € uma molécula
protéica fibrosa de cerca de 300nm de comprimento e 1,5 nm de espessura (45).

Os colagenos podem ser classificados em dezoito is6topos, devido a
ligeiras diferencas encontradas nas subunidades de cadeias peptidicas, as quais
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acarretam uma heterogeneidade aos colagenos (44). Os is6topos de colageno sao
denominados através de algarismos romanos, sendo 0os mais abundantes, os tipos
[, Il e IV. O tipo Il se limita ao tecido cartilaginoso. Os colagenos tipos |, I, V e Xl
sao denominados colagenos fibrilares, pois formam fibras estriadas, a microscopia
eletrénica. Estdo presentes em quase todos os 6rgéos. Ja os colagenos IX, Xll e XV
sdo denominados como coldgenos associados as fibrilas, distinguindo-se dos
colagenos fibrilares por apresentarem cadeias laterais de proteoglicanas presentes
nas suas moléculas. Outros colagenos, tais como os de cadeias pequenas (VIIl) e
longas (X, VII), tém como caracteristica funcionar como filamentos de ancoragem

matriz/célula e matriz/matriz (44).

O colageno tipo | é o0 mais abundante e o predominante nas areas de
tecido conjuntivo denso, tais como tenddes, 0sso, cornea, capsula dos 6rgéos, na
dentina e no derma. Sua estrutura molecular € composta por duas cadeias alfa (o),
aal(l) e a2(l) (44).

Os colagenos Il, IX e XI sdo encontrados na cartilagem (45).

O colageno tipo Il € composto por trés cadeias idénticas a3 e esta
localizado predominantemente no tecido conjuntivo frouxo, como o da aréola (44),
na derme fetal, nas paredes dos vasos sanguineos, no rim, € nos tecidos

hematopoiéticos e linfatico (45).

Os colagenos tipos IV e VII sdo denominados como nao fibrilares e
predominam na constituicio da membrana basal (44) e no tecido conjuntivo
subjacente (45); O colageno IV é formado por dois tipos de cadeias alfa: al1(lV) e o
2(1V) (44).

58



1.3.2 Elastina

A elastina é uma proteina insoluvel, amorfa, hidrofébica, ndo glicosilada,
que constutui o elemento fundamental das fibras elésticas. Existem pontes de lisina
(“cross-linkings”) nas suas moléculas, dando maior elasticidade. Estd amplamente
distribuida na ME de vérios érgaos, por exemplo, na camada média das artérias
elasticas como a aorta. Sua degradacao se deve a acao de metaloproteinases da
ME (44).

1.3.3 Glicosaminoglicanas e Proteoglicanas

As glicosaminoglicanas compdem a fase liquida da ME e representam
um tipo especial de polissacarideo que pode estar associado entre si, ou a
proteinas, formando as proteoglicanas (45), que constituem um meio gelatinoso e
viscoso, onde estdo localizados o0s outros componentes da matriz (44). As
glicosaminoglicanas sao carboidratos constituidos por uma seqiéncia de unidades
dissacaridicas repetidas e alternadas, onde um dos monossacarideos possui um
grupo amina (N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina) (45). Toda
glicosaminoglicana estéd associada a proteina, exceto a heparina e o &cido
hialurénico (44).

As proteoglicanas podem ter variagdes na sua proteina axial e nas suas
glicosaminoglicanas e, por consequéncia, no seu tamanho e peso molecular. Por
serem sulfatadas, adquirem uma carga elétrica negativa forte, que atrai ions como o
sédio, que acarreta hidratacdo destas moléculas, tornando-se porosas e permitindo
circulagéo de liquido intersticial (44).

1.3.4 Glicoproteinas Estruturais

As glicoproteinas sdo de fundamental importancia nas conexdes
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intercelulares, entre célula/matriz e entre matriz/matriz, na facilitacdo da

movimentacao e estimulos para a proliferacao (44).

Dentre as glicoproteinas, as mais importantes séo:

a) Laminina: trata-se de uma glicoproteina fibrosa de aproximadamente
900 kDa, constituida por trés subunidades peptidicas unidas por pontes dissulfeto.
E abundante nas membranas basais onde se acha associada ao colageno IV e a
uma proteoglicana rica em heparansulfato (45), sendo sintetizada por células
epiteliais de revestimento. Estruturas que apresentam membrana basal e que estao
sendo formadas, apresentam elevado nivel de concentragao de laminina, como por
exemplo, nas neoplasias e nos tecidos em regeneracgao (44).

b) Fibronectina: trata-se de um glicoproteina fibrosa de 440 kDa,
constituida por duas subunidades polipeptidicas, que encontram-se ligadas entre si
por pontes dissulfeto (45). Encontra-se no plasma, onde tem funcdo de opsonina,
na superficie celular, exercendo o papel de molécula de adeséo e, também, como
fibrilas da matriz. E produzidas por diversos tipos celulares, tais como macréfagos e
fibroblastos (47) e é considerada como a maior glicoproteina da ME, envolvida
adesdo célula/matriz e célula/célula, na migracdo celular, na morfogénese, na

diferenciacdo e na transformacao observadas na oncogénese (42).

c) Tenascinas: sdo uma grande familia de cinco glicoproteinas
presentes em vertebrados, denominadas Tenascina-C,- X, -R, Y e -W, sendo que
cada uma tem um padrao especifico de expressao, que distingue uma da outra (25,
26). As Tenascinas sao capazes de modular a fungdo das integrinas na adeséo
celular, na migracédo e no crescimento celular (46). Estdo presentes em diferentes
tipos de tecidos conjuntivos, contribuindo na estrutura da ME e na sobrevivéncia
das células imersas nesta matriz. Cada tecido conjuntivo expressa diferentes
membros ou grupos de tenascinas, sendo que a regulacdo desta expressdo €
distinta para cada gene (41).
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A Tenascina-C consiste de seis subunidades idénticas, constituidas de
um numero variavel de dominios repetidos. Tais subunidades sao dissulfetos
ligados com dominio N-terminal, resultando em seis grandes moléculas, melhor
vistas a microscopia eletrbnica (46). Durante a embriogénese, a Tenascina-C é
abundante nos tecidos mesenquimais, mas sua distribuicdo nos tecidos maduros é
restrita (48). Na pele normal, a Tenascina-C tem expressao restrita ao tecido
conjuntivo ao redor da juncdo dermo-epidérmica, dos foliculos pilosos e das
glandulas écrinas, além da intima de grandes vasos sanguineos (46). A expressao
de Tenascina-C é regulada por mecanismo de estresse (41, 46), sendo
notavelmente encontrada em tecidos submetidos a elevado grau de tensao
mecéanica, como os tenddes, ligamentos e paredes arteriais (46) e, também, em
condicoes patoldgicas, tais como: no tecido conjuntivo ao redor de tumores, em
feridas e em tecidos inflamados, onde pode regular a morfologia, crescimento e
migracao celular, através de diversas formas de sinalizagao intracelular envolvendo
fatores de crescimento e citocinas (41, 46). Diferente de outras proteinas da ME, as
Tenascinas promovem, somente, fraca adesédo celular e ndo ativam a migracao
celular, por isso, tem sido denominadas de proteinas da ME anti-adesivas ou
repelentes (25), ou ainda, proteinas da ME moduladoras da ades&o, por serem
capazes de modular a adesao celular a fibronectina. Dentre as demais Tenascinas,
€ a Tenascina-C a mais estudada, pois € um marcador util nas fases iniciais da
remodelagéo do tecido conjuntivo, associado a muitas doencas (46).

O segundo membro da familia € a Tenascina-R, uma molécula trimérica,
exclusivamente expressa no Sistema Nervoso Central, onde é sintetizada por
oligodentrocitos, embora, a Tenascina-C seja o maior constituinte da ME cerebral,
durante o desenvolvimento, persistindo no adulto apenas em algumas regides (46).

A semelhanca as Tenascinas —-C e —R, a Tenascina-X tem pouca
atividade como proteina de adeséao celular, sendo o0 seu maior sitio de expressao,
os tecidos conjuntivos do coracao, do musculo esquelético e a derme cutanea (46).
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A Tenascina Y € altamente expressa no tecido conjuntivo do musculo
esquelético. Na pele, a Tenascina-Y mostra um padrdo de expressdo complementar
a tenascina-C, enquanto que no pulmao e nos rins, as expressées se sobrepdem
(48).

A Tenascina-W é o membro do grupo mais recentemente descrito (46) e

ainda pouco estudada.

1.3.5 Membrana Basal

A membrana basal é uma condensagédo da ME que constitui a interface
entre o tecido conjuntivo e as estruturas epiteliais, musculares, nervosas e
vasculares. A microscopia eletrdnica, é trilaminar por apresentar uma lamina densa
de 20um a 300um de espessura na parte central, ladeada por duas laminas raras.
Sua porcao central é constituida por uma lamina de colageno tipo IV, envolta por
proteoglicanas. Ja a porcao clara superior, préxima ao epitélio, contém laminina e
entactina, ao passo que a porgao inferior, contém fibronectina, entactina e perlecan
(44).

As laminas basais sao constituidas, fundamentalmente, por colageno IV,
laminina, fibronectina, entactina e perlecan (44), entretanto, os dois primeiros
constituem os maiores componentes intrinsecos das membranas basais e estdo
envolvidos na adeséao celular entre a membrana basal e a ME. Também, formam
uma barreira protetora contra uma infiltracdo inicial de células malignas nos tecidos
(43).

1.3.6 FIBROGENESE

O protocolageno é o colageno sob a forma soluvel, sintetizado pelos
fibroblastos, células contituintes da ME. Esta solubilidade é devida a presenca de
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telopeptideos nao helicoidais encontrados nas cadeias alfa. Os colagenos tornam-
se insoluveis gracas a acdao de uma telopeptidase e perdem a suas cadeias
terminais. H4 a tendéncia das moléculas de coladgeno se agregarem logo em
seguida, formando as protofibrilas e, a reunidao de protofibrilas, se formam as
fibrilas, que uma vez agrupadas formam as fibras. Estas se arranjam, inicialmente,
em padrao frouxo e ao acaso, de permeio a proteoglicanas. Ha a tendéncia de
substituicdo por um padrdao denso, no qual as fibras colagenas se tornam
orientadas em feixes paralelos. A estabilizacdo do colageno ocorre devido a
ligacOes intra e intermoleculares entre as cadeias alfa e pela agdo das cadeias de
lisina, processo denominado de “cross-linking” (reticulacdo), que conduz ao

amadurecimento do colageno.

Mensageiros quimicos denominados citocinas sao secretados por varios
tipos celulares como, por exemplo, macréfagos e linfécitos T, e sdo capazes de
levar a proliferacdo celular do tecido conjuntivo. Desta forma, no processo
inflamatério crénico costuma-se observar a formacdo excessiva de matriz
extracelular, principalmente quando ha o envolvimento de um mecanismo
imunoldgico mediado por células. Dentre as citocinas fibrogénicas se destacam o
fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-beta), o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), a interleucina 1 (IL-1) e o fator de estimulacéo
fibroblastica (44).

Existem varios fatores que regulam a sintese colagena, ou seja, fatores
denominados inibidores e potencializadores. Dentre os primeiros, sdo conhecidos o
fator de necrose tumoral beta (TNF-beta) e os interferons alfa e gama (44).

Em contrapartida, as mesmas células que secretam a ME sdo capazes
de secretar outras enzimas que levam a degradagcédo da mesma (44), desta forma,
os componentes da ME s&o renovados constantemente (49). Tais enzimas sao
denominadas metaloproteinases, que sao: as colagenases (cliva moléculas de

colageno), a estromalisina (cliva as proteoglicanas) e a elastase (cliva a elastina)
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(44). De forma semelhante ao processo de sintese da ME, a degradacéo da mesma
depende de estimulos moleculares provenientes de varios tipos celulares, como os
fibroblastos e macrofagos. A modulacéo é decorrente de varios fatores, ja que se
observa a acédo de enzimas ativadoras e inibidoras da acao de colagenases (44). A
atividade das metaloproteinases estd sob controle de citocinas, de produtos
secretados por fagocitos, de inibidores enzimaticos naturais do plasma e inibidores
naturais produzidos nos tecidos. As metaloproteinases sao sintetizadas por células
fagocitarias e por todas as células do tecido conjuntivo, porém nao estédo
estabelecidas quais sdo as células que produzem seus inibidores naturais nos
tecidos (49).

Nos tecidos, a remodelacdo e a reabsorcdo da matriz ocorrem
simultaneamente. A fibrose tecidual é evidenciada quando ha um predominio da
sintese da ME. Por outro lado, pode haver o desaparecimento parcial ou total da
fibrose se o processo de degradacdo da matriz predominar, principalmente nos
processos inflamatérios crénicos nos quais a fibrose desaparece com a diminuicao
do infiltrado inflamatério. Sabe-se que quanto mais recente é a fibrose, mais rapida
sera a sua degradagao, ao passo que nas fibroses mais antigas, a degradacao &
mais lenta, o que talvez decorra da intensificacdo dos “cross-linkings”.
Aparentemente, a reabsor¢do mais rapida na fibrose recente independe do tipo de
colageno (45). A renovagao normal da matriz extracelular depende, desta forma, do
equilibrio entre sua producao e a acao de metaloproteinases e dos seus inibidores
naturais (52).
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2.0BJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Descrever os polipos tonsilares através de estudos histolégico e
imunoistoquimico, com a finalidade de fornecer informacdes sobre a composicao

estrOmato-vascular e a natureza destas lesoes.

2.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar a composicao do estroma dos pélipos tonsilares através de:
exame histolégico e coloragdes imunoistoquimicas para proteinas da matriz
extracelular e para o componente celular (fibroblastos e miofibroblastos).

b) Avaliar quantidade e area ocupada pelos vasos sanguineos e

linfaticos, nos pélipos tonsilares.

c) Avaliar a quantidade de vasos neoformados e a quantidade de

vénulas de endotélio alto, nos pdlipos tonsilares.

d) Comparar a constituicdo estrémato-vascular dos polipos tonsilares

com a da tonsila palatina.
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3.MATERIAL E
METODOS
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3.1 Desenho e Tamanho Amostral

Este € um estudo descritivo que foi realizado em 19 lesdes tonsilares e
26 tonsilas palatinas cirurgicamente removidas por motivo ndo neoplasico, todos
pertencentes e selecionados do arquivo de Patologia Cirargica do Departamento de
Anatomia Patologica (UNICAMP), no periodo de 1983 a 2008. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Universidade (niimero 493/2003)
e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos pacientes nao foi necessario,
por se tratar de material emblocado em parafina. Inicialmente, foram analisadas as
caracteristicas morfologicas, pela coloragdo com a hematoxilina-eosina, das 19
lesbes tonsilares e 26 tonsilas palatinas controles. Pelo fato das lesdes tonsilares
apresentarem diferencas marcantes quanto a complexidade arquitetural, estas
foram separadas em dois grupos: os polipos e as lesdoes polipoides sem
denominacao especifica. Denominamos de pélipos aquelas que apresentavam
composicao complexa, contendo eixo conjuntivo e pediculo, enquanto que as
lesdoes polipoides sem denominacao especifica eram geralmente pequenas,
sem eixo central e com constituicdo simples. Estas eram ora formadas por alguns
nddulos linféides de aspecto hiperplasico circundando uma cripta, ora por uma area
de estroma alterado na superficie da tonsila. Os pdlipos, por sua vez, foram
subdivididos, conforme sua constituicdo histologica em: a) linféide — quando o
tecido linfoide representava mais do que 80% da lesao e b) néo linféide — quando o
tecido linféide correspondia até 80% do pdlipo (22).(laminas de poélipos e lesdes
polipéides sem denominacao especifica, encontram-se digitalizadas- ver
apéndices 1,2 e 3).

Deste modo, a amostra de 19 lesbes tonsilares era composta por: 7
pdlipos linféides, 7 pdlipos ndo linféides e 5 lesbes polipdides.

3.2 Selecao dos Sujeitos

As informagdes clinicas e demograficas foram coletadas dos prontuarios
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dos pacientes. O grupo de lesdes tonsilares incluiu 13 homens e 6 mulheres e a
média de idade era 33,47 anos; o grupo das tonsilas controles continha:15 homens
e 11 mulheres e a média da idade era de 21,84 anos. O tamanho das lesbdes
tonsilares variou de 0,6 cm a 2,4 cm (média de 1,27). (ver apéndices 4 e 5).

Os critérios de inclusdao foram: a) para as lesdes tonsilares — ter a
informacao clinica de formagéo polipéide em tonsila palatina e material suficiente
em parafina para o exame imuno-histoquimico, b) para as tonsilas palatinas
controles —arquitetura tonsilar conservada e ter material suficiente em parafina para
o exame imuno-histoquimico. As tonsilas controles foram selecionadas do arquivo
de Patologia Cirurgica, do Departamento de Anatomia Patolégica (UNICAMP) e,
todas removidas por motivos ndao neoplasicos (dados demograficos e resultados
dos exames histopatolégicos das lesoes tonsilares e das tonsilas palatinas
controles- ver apéndices 4 e 5, respectivamente).

Os critérios de exclusao foram: a) para as lesdes tonsilares e tonsilas
palatinas — material insuficiente para os exames imuno-histoquimico e,
particularmente para as tonsilas — arquitetura tonsilar alterada por doenga ou por
corte histologico inadequado.

3.3 Imuno-histoquimica

Um bloco de cada caso foi escolhido, dentre as 19 lesdes tonsilares e as
26 tonsilas palatinas, para a realizagdo do estudo imuno-histoquimico. Foram
utilizados os seguintes anticorpos (tabela 2): CD34 para vasos sanguineos e
vénulas do endotélio alto (19, 50), CD105 para vasos sanguineos neoformados e
vénulas do endotélio alto (51, 52, 53), D2-40 para vasos linfaticos (52), Ki-67 para
células endoteliais proliferadas, alfa actina de musculo liso (a-AML) para
miofibroblastos, vimentina para fibroblastos e miofibroblastos e, colagenos I, Il e IV,

fibronectina e tenascina-C, para proteinas da matriz extracelular.
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Foi realizada marcacao simples utilizando-se o Sistema EnVision (DAKO,
Dinamarca) para CD34, CD105, D2-40, a-AML, vimentina, colagenos I, Ill e IV,
fibronectina e tenascina-C. Resumidamente, dos 45 blocos relativos aos casos em
estudo, foram obtidos 11 cortes histolégicos de 5um de espessura de cada bloco,
realizados em microtomo de parafina, os quais foram estendidos em laminas de
vidro, previamente tratadas com adesivo a base de silano (3- aminopropil-trietoxi-
silano) da marca SIGMA, USA (cédigo A-3648) e, deixados em estufa a 110°C,
durante 1 hora, para adesdo desses a lamina. Os cortes foram submetidos a
desparafinizacdo, colocando as laminas em estufa a 110°C por 30 minutos e
depois, mantidas em 3 banhos de xilol, em temperatura ambiente por 10 minutos
cada. A seguir, as laminas foram colocadas em cinco banhos de élcool, sendo os 3
primeiros absolutos, 1 alcool 80% e 1 alcool 50%, dois minutos em cada, conforme
procedimento histotécnico usual, em temperatura ambiente. Em seguida, apos
lavagem em agua corrente por cinco minutos, foi realizado o bloqueio da atividade
da peroxidase enddégena, através da imersdo das laminas (trés banhos de 5
minutos cada) em peréxido de hidrogénio a 3%, a temperatura ambiente. Apds a
lavagem com &gua destilada por 5 minutos, seguiu-se a recuperagao antigénica,
que foi realizada por desnaturagdo em calor umido, mediante a incubacao dos
cortes em solugao tampao (pH 6,0), durante 30 minutos a 96°C, exceto para o
CD105. Para este anticorpo, a recuperagao antigénica foi realizada com pepsina a
0.4% por 30 minutos, a 37°C (tabela 2). Somente os cortes para CD105 foram
incubados a 37° C com bloqueador livre de proteina sérica (cddigo x0909, Dako,
SA, Dinamarca) por 30 minutos. Posteriormente, para todos os anticorpos, os cortes
foram incubados a 37°C por 30 minutos e, depois, “overnight” a 4°C com o
anticorpo primario. Em seguida com o Polimero EnVision HRP e Envision+ (cddigo
K1491, DAKO, SA, Dinamarca) por 1h a 37°C. Os cortes foram incubados por 5min
at 37°C, com 3.3’- tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB), marca DAKO,
codigo K3468 e contracorados com hematoxilina. Nos controles negativos foram
omitidos os anticorpos primarios. Foi realizada dupla marcagdo imunoistoquimica
(EnVision Double stain, cdédigo K1395, Dakopatts S/A, Dinamarca) para Ki67/D2-40.

Resumidamente, anti-Ki-67 foi aplicado apds a recuperacdo antigénica a vapor,
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durante 30 minutos a 96°C, utilizando-se o tampao Tris-EDTA (pH: 8,9) e incubacéao
“overnight” a 4°C. A detecgao foi realizada usando o Polimero EnVision HRP e DAB
para visualizar a ligacao do primeiro anticorpo. Posteriormente, os cortes foram
incubados “overnight” a 4°C com o segundo anticorpo (D2-40). Para completar a
segunda imunocoloragado foi utilizado como substrato cromédgeno, o polimero
EnVision ligado a fosfatase alcalina e ao “fast red”, durante 5 minutos a 37°C. Em
seguida, lavou-se e contracorou-se com hematoxilina de Mayer, passou-se pela
agua destilada e montou-se com gelatina de glicerina, para as laminas de dupla
reacdo. Para as laminas das demais reagdes, foram realizadas desidratacdo com
alcool absoluto e diafanizagdo com xilol e foi utilizado o Entellan (marca MERCK-
codigo 1079610100- Alemanha), como meio de montagem.
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Tabela 2: Aspectos diferenciais dos anticorpos utilizados no estudo

Anticorpo

Clone

Isotipo

Diluigao

Marca

Recuperagao
antigénica

Polimero

Fibronectina

Policlonal

1gG

1:1700

DAKO*

Pepsina

En Vision
anti-
mouse/anti-
rabbit ¥

Tenascina-C

T2H5

1gG1

1:300

NeoMarkers#

Pepsina

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

Colageno |

Policlonal

1:75

Biogenesis€

Pepsina

En Vision
anti-
mouse/anti-
rabbit ¥

Colageno il

4B11.1

1gG1

1:300

Chemicon®

Pepsina

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

Colageno IV

Clva2

1gG1

1:100

DAKO*

Citrato

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

o-AML

1A4

1gG2

1:200

DAKO*

Citrato

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

CD105
(endoglina)

SN6h

1gG

1:10

DAKO*

Pepsina

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

CD34

QBEnd

1gG1

1:50

DAKO*

Citrato

En Vision
antimouse/a
nti-rabbit ¥

D2-40

D2-40

1gG1

1:200

DAKO*

Tris-EDTA

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

Ki-67

MIB-1

1gG1

1:150

DAKO*

Tris-EDTA

En Vision+
(Plus) anti-
mouse §

* Dako Corporation Glostrup, Dinamarca.; ¥ En Vision polymer HRP,
§ En Vision+ HRP, cédigo K4001, DAKO, Dinamarca; € Biogenesis,

Corporate,USA; # NeoMarkers, Thermo Scientific, USA.
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3.4 Avaliacao da Densidade Microvascular (DMV) e da Area
Microvascular (AMV) pelo CD34 e D2-40

Em cada polipo e tonsila controle (tecido linfoide interfolicular) foram
escolhidas as areas mais vascularizadas ao menor aumento (“hotspots”) para a
analise quantitativa. Nas areas “hotspots” foram obtidas trés imagens digitais por
caso, usando uma camera CCD adaptada a um microscopio Olympus CX30
(objetiva X40, diametro do campo 0.44 mm). Estas imagens foram analisadas com
o “software” Imagelab (versdao 2.4), que permite segmentacdo manual das areas
alvos (vasos) (ver apéndice). A DMV foi definida como a média dos numeros de
vasos corados pelo CD34 e pelo D2-40. A area vascular total foi definida como a
area ocupada pelos vasos por unidade de area do pdlipo ou do tecido linféide
interfolicular das tonsilas, isto é, a correspondente a um campo usando uma
objetiva de X40- 0.152 mm?. A proliferagcdo endotelial linfatica foi avaliada pela
contagem do numero de células endoteliais ki-67 positivas.

3.5 Quantificacao da Expressao de Colagenos |, lll e IV, Fibronectina e
Tenascina-C e da Quantidade de Miofibroblastos, Fibroblastos e Vénulas do
Endotélio Alto

A quantidade de vénulas do endotélio alto (detectadas por CD105 ou
CD34), fibroblastos vimentina positivos e miofibroblastos (células do tecido
conjuntivo com morfologia de fibroblastos e positivas para o-AML) e a extensdo da
expressdao de colagenos |, Ill e IV, fibronectina e tenascina-C foram graduadas
segundo uma escala de 0-3, onde 0 representa auséncia de células imunopositivas

ou nenhuma imunoexpressao e 3 o valor maximo.

3.6 Analise Estatistica

Na comparacao das variaveis nimeros de vasos e porcentagens de area
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marcada entre grupos, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA), com
transformacdo de Rank, devido a nado existéncia de normalidade dos dados.
Quando a diferenga foi significativa, realizaram-se testes de comparagdo multipla,

(teste de Tukey), para identificar as diferencas.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, valor de p < 0.05.
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4.RESULTADOS
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4.1 PROTEINAS DA MATRIZ EXTRACELULAR

4.1.1 Fibronectina

4.1.1.1 Tonsilas Controles

Nas tonsilas controles a fibronectina foi encontrada:

a) na matriz extracelular, sendo abundante e fibrilar nos septos fibrosos e
na capsula tonsilar (figuras 4 e 6) e focal no conjuntivo abaixo do epitélio da
superficie tonsilar e das criptas (tabela 3).

b) nos vasos (area subendotelial e parede) de todas as regides da
tonsila, isto é, dos septos tonsilares, do tecido linfide e do epitélio das criptas. Nos
vasos do tecido linféide, a fibronectina delimitava: 1) uma rede de calibre fino e
estrutura delicada que circundava externamente os foliculos linfoides, no pdlo
oposto ao da cripta tonsilar (figura 5), 2) as vénulas de endotélio alto e 3) vasos
dentro dos foliculos linféides (figura 5 e 6). No epitélio das criptas, a fibronectina
formava uma camada fina que circundava os delicados capilares, dispostos
perpendicularmente a superficie (figura 7).
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Figura 4: Tonsila Palatina Controle. Expressao do anticorpo fibronectina (marrom) no
conjuntivo da capsula tonsilar. As fibras positivas para fibronectina estdo dispostas
ordenadamente, formando bandas (imuno-histoquimica- objetiva 10X).

Figura 5: Tonsila Palatina Controle. Expressao do anticorpo fibronectina (marrom)
na parede dos vasos do foliculo linféide. Os vasos estédo distribuidos regularmente no
centro germinativo e formam uma fina rede circundando-o (setas longas) (imuno-
histoquimica- objetiva 20X).
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Figura 6: Tonsila Palatina Controle. Expressdo de fibronectina (marrom) no
conjuntivo dos septos fibrosos e na vénula de endotélio alto no tecido linféide
(seta) (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Figura 7: Tonsila Palatina Controle. Expressao de fibronectina na membrana
basal das nas vénulas do endotélio alto, que estdo em intimo contato com o
linfoepitélio (seta) (imuno-histoquimica- objetiva 40x).
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Tabela 3: Depésito de fibronectina na matriz extracelular nas tonsilas controles

Subepitelial Septos Capsula
Epitélio
superficial Epitélio das criptas
0 + ++/+++ 0 + ++/+++ 0 + ++/+++ 0 + ++/+++
0%  25% 75% 62,50% 37,50% 0% 0% 6,20% 93,70% 0% 6,20% 93,70%
(0/16) (4/16) (12/16) (10/16)  (6/16) (0/16) (0/16) (1/16) (15/16)  (0/16) (1/16) (15/16)

do eixo fibroso central e abaixo do epitélio superficial em quantidade e padrao
semelhantes ao das tonsilas controles (tabela 4). Entretanto, a deposicdo de
fibronectina nos vasos apresentou alguns aspectos diferentes. O nimero de vasos
expressando fibronectina, incluindo as vénulas de endotélio alto e aqueles do
epitélio das criptas, era menor e com distribuicdo mais irregular. Neste tipo de
pélipo, apesar de haver foliculos linféides, a maioria ndo apresentava a rede

vascular delicada em um dos polos e os vasos, dentro dos centros germinativos,

Nos pdlipos linféides, a fibronectina foi detectada na matriz extracelular

4.1.1.2 Pélipos Linféides

eram mais irregulares e grosseiros (figura 8).
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Figura 8: Polipo Linfoide. Expressdo de fibronectina na parede dos vasos no foliculo linféide, delimitado
entre setas. Observar a distribuigao irrregular destes vasos, em comparagao com aqueles do foliculo linféide
da tonsila controle (figura 5) (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

4.1.1.3 Polipos Nao Linféides

Nos pdlipos nao linféides, a deposicdo de fibronectina na matriz
extracelular foi leve em todas as regides da lesdo. Os vasos, principalmente os
sanguineos, apresentavam fibronectina na parede, sendo que nos escassos

foliculos linféides eram mais numerosos e dispostos de modo irregular (figura 9).
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Figura 9: Pdlipo Nao Linfoide. Expressao de fibronectina na parede dos vasos. Em aumento

maior (no canto superior direito) observar a expressao de fibronectina (marrom), na membrana

basal do vaso sanguineo a direita (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

4.1.1.4 Lesoes Polipdides Sem Denominacao Especifica

Estas lesbes apresentaram aspecto variado, sendo que a maioria
mostrou depadsito leve de fibronectina na matriz extracelular (figura 10).
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Figura 10: Lesao Polipdide Sem Denominacéao Especifica. Observe a deposigao leve
de fibronectina (marrom) na matriz extracelular de leséo polip6ide tonsilar (imuno-
histoquimica- objetiva 20X).

Tabela 4: Depdsito de fibronectina na matriz extracelular dos pélipos

Abaixo do epitélio superficial Eixo do pélipo
Categorias 0 + ++/+++ 0 + +4+/+++
Podlipos 100%
linféides 16,6% (1/6) 16,6% (1/6) 66,6% (4/6) 0% (0/6) 0% (0/6) (6/6)
Poélipos nao 0%
linféides 0% (0/6) 10,0% (1/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 100,0%(6/6)  (0/6)
33,3%
LPSDE 0% (0/4)  50% (2/4) 50% (2/4) 0,0% (0/3)  66,6% (2/3) (1/3)

LPSDE- les6es polipdides sem denominagao especifica.
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4.1.2 Tenascina
4.1.2.1 Tonsilas Controles

Nas tonsilas controles foram encontrados depésitos focais de tenascina
na matriz extracelular localizada na regido abaixo do epitélio superficial e das
criptas, nos septos e na cdpsula. Dentre estes locais, 0 depdsito abaixo do epitélio
superficial (figura 11) foi o mais freqiiente e abundante (tabela 5) e geralmente
estava situado na regido proxima a entrada da cripta tonsilar. Nas criptas, a
expressao de tenascina no tecido conjuntivo subepitelial estava freqlientemente
associada a perda da reticulagdo do epitélio (figura 12). Nos septos e capsula, a
maioria dos depésitos era leve (figura 13). Além destas estruturas, em casos
esparsos, foi notada expressdo de tenascina na parede de algumas vénulas de
endotélio alto e focalmente na escassa matriz extracelular do tecido linféide néo

folicular.

‘b " ' e
rs ey, PR, e e O :
Figura 11: Tonsila Palatina Controle. Observe a expressao de tenascina (marrom) na matriz
extracelular abaixo do epitélio superficial (seta) (imuno-histoquimica- objetiva 10X).

s A B
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Tabela 5: Depoésito de tenascina na matriz extracelular das tonsilas controles

Epitélio superficial Epitélio das criptas

0 + ++/+++ 0 + e+ 0 + ++/ +++ 0 + +4+/++-
31,8% 22,7% 45,4% 52,1% 39,1% 8,6% |69,5% 30,4% 0% 47,8% 43,4% 8,6%
(7/22) (5/22) (10/22) (12/23) (9/23) (2/23) |(16/23) (7/23) (0/23) (11/23) (10/23)  (2/23)

v '« CHEN ‘; o~ SR T L
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Figura 12: Tonsila Palatina Controle. Note a expressdo de tenascina (marrom) na matriz extracelular

abaixo do epitélio da cripta tonsilar (seta), que apresenta perda da reticulacdo (imuno-histoquimica-
objetiva 20x).
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Figura 13: Tonsila Palatina Controle. Observe a expresséao focal de tenascina (marrom)

no septo tonsilar (seta). Comparar com a forte expressao de fibronectina no conjuntivo da
capsula tonsilar (figura 3) (imuno-histoquimica- objetiva 10X).

4.1.2.2 Pélipos Linféides

Nestes poélipos o padréo de expressdo da tenascina foi semelhante ao
das tonsilas controles, sendo encontrada, principalmente, formando focos abaixo do
epitélio superficial e em trechos no eixo conjuntivo da lesao (tabela 6) (figuras 14 e
15).
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Figura 14: Polipo Linféide. Observe a expressdo focal de tenascina (marrom) na matriz
extracelular, abaixo do epitélio superficial (asterisco) (imuno-histoquimica- objetiva 20X). Note
maiores detalhes da expressdo, na imagem acima e a esquerda (asterisco) (imuno-histoquimica-

objetiva 40X).
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Figura 15: Pdlipo Linféide. Note a expressdo focal de tenascina (marrom) no eixo
conjuntivo do polipo linféide (seta) (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

Tabela 6: Depdsito de tenascina na matriz extracelular nos poélipos

Abaixo do epitélio superficial Eixo do polipo
Categorias 0 + +4/ 4+ 0 + o+
Polipos
linféides 33,3% (2/6) 16,6% (1/6) 50% (3/6) 66,6% (4/6) 16,6% (1/6) 16,6% (1/6)
Polipos
hao
linféides 14,2% (1/7) 42,8% (3/7) 42,8% (3/7) 100% 0% 0%
LPSDE 50% (2/4) 50% (2/4) 0% (0) 33,30% 33,30% 33,30%

LPSDE- les6es polipéides sem denominacao especifica.

4.1.2.3 Polipos Nao Linféides

A expressdao de tenascina na matriz extracelular destes polipos foi
encontrada exclusivamente como depdésitos focais leves ou moderados abaixo do
epitélio superficial (figura16) (tabela 6) e em alguns vasos (figura 17).
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Figura 16: Polipo Nao Linféide. Observe a expressdo focal de tenascina (marrom)
abaixo do epitélio superficial (seta) (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

Figura 17: Pdlipo Nao Linféide. Note a expressdo de tenascina (marrom) na parede de

alguns vasos (setas) (imuno-histoquimica- objetiva 20X).
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4.1.2.4 Lesoes Polipoides Sem Denominacao Especifica

Nestas lesbes a tenascina formava depdsitos na matriz extracelular
abaixo do epitélio superficial e no eixo do polipo, sendo que, neste ultimo local, a
deposigao da proteina foi intensa e difusa em um dos casos (tabela 6) (figura 18).

Figura 18: Lesao Polipoide Sem Denominacao Especifica. Note a intensa deposicao
difusa de tenascina (marrom) na matriz extracelular (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

4.1.3 Colageno |

4.1.3.1 Tonsilas Controles

Os principais locais com expressao de colageno | foram a capsula e os
septos tonsilares, sendo que nestas regides as fibras estavam ordenadas, dispostas
em feixes (figura 19). Na area abaixo do epitélio da superficie e das criptas também
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foram observados depositos de coldgeno |, os quais geralmente tinham aspecto
irregular e eram mais discretos na regidao das criptas. Colageno | também foi
observado circundando as vénulas de endotélio alto e nos vasos no interior do

epitélio das criptas (figura 20).

% 5

Figura 19: Tonsila Palatina Controle. Note a expressdo de colageno | (marrom) nos septos
tonsilares, sendo que as fibras estdo ordenadas, formando bandas (imuno-histoquimica- objetiva
10X). Em aumento maior (canto superior esquerdo) observar o aspecto ordenado das fibras
colageno | positivas (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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Figura 20: Tonsila Palatina Controle. Expressao de colageno | (marrom) na membrana basal das vénulas
de endotélio alto, localizadas no epitélio da cripta tonsilar (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

4.1.3.2 Polipos Linféides

Nestes polipos, o colageno | estava freqlientemente depositado abaixo
do epitélio da superficie (formando agrupamentos irregulares) e no eixo conjuntivo
(dispostos em feixes), porém neste ultimo, geralmente em intensidade menor do
que nos septos conjuntivos das tonsilas (figura 21). Nestas lesées, o numero de

vénulas de endotélio alto e de vasos no epitélio das criptas expressando colageno |
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era menor do que aquele observado nas tonsilas controles.

Figura 21: Pdlipo Linféide. Note a expressdo menor de colageno | (marrom) na matriz
extracelular, em relagédo as tonsilas controles. As fibras positivas para colageno | estao dispostas
de modo desordenado, sem formar bandas (comparar com figura 19) (imuno-histoquimica-

objetiva 10X).
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4.1.3.3 Pdlipos Nao Linféides

A maioria destes pdlipos apresentava expressao leve ou ausente de
colageno |, sendo que quando presente, o aspecto era de depdsito irregular (figura
22). Alguns vasos expressavam colageno | na parede (figura 22- setas).

I
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Figura 22: Polipo Nao Linfoide. Observar o arranjo irregular das fibras colageno | positivas
(marrom) na matriz extracelular, entre os vasos (imuno-histoquimica- objetiva 20X).
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4.1.3.4 Lesoes Polipdides Sem Denominacao Especifica

Nestas, o colageno | era ausente ou discreto, tanto no eixo da lesao

como abaixo do epitélio.

4.1.4 Colageno lii

4.1.4.1 Tonsilas controles

Nas tonsilas controles, os septos e a capsula tonsilar continham

abundante quantidade de colageno Il formando feixes longos e ordenados (tabela

7) (figuras 23 e 24). Na matriz extracelular abaixo do epitélio superficial e das

criptas havia &reas com expressdo de colageno Ill, sendo na primeira mais

freqliente e extensa, enquanto que nas criptas geralmente estava restrita aos

trechos com perda da reticulacdo. Em alguns casos foi observada pequena

quantidade de fibras colageno Il positivas na matriz extracelular do tecido linféide

nao folicular.

Tabela 7: Depdsito de colageno Il na matriz extracelular das tonsilas palatinas controles

Abaixo do
epitélio Septos Capsula
S C
0 + ++/+++ 0 + ++/+++ 0 + ++/+++ 0 + ++/+++
42% 42,8% 52,3% 43,4%  47,8% 8,6% 0% 43% 91,3% 0% 0% 100%
(1/21)  9/21 (11/21) (10/23)  (11/23) (2/3) (0/23) (1/23) (22/23) (0) (0) (22/22)

Se= Superficie do epitélio
C= Criptas
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Figura 23: Tonsila Palatina Controle. Observe a expressao de colageno Il (marrom) no tecido

conjuntivo no septo tonsilar (imuno-histoquimica- objetiva 20X). Veja maiores detalhes na figura
24
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Figura 24: Tonsila Palatina Controle. Observe a expressédo de colageno Il (marrom) no

tecido conjuntivo no septo tonsilar. Observar o arranjo ordenado das fibras, formando
bandas (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

4.1.4.2 Polipos Linféides

Semelhante as tonsilas controles, os pdlipos linféides continham fibras
colageno |l positivas na matriz extracelular abaixo do epitélio e no eixo da leséo,
onde formavam feixes, porém em quantidade geralmente menor que as das tonsilas
controles (tabela 8) (figura 2).
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Tabela 8: Depdésito de colageno Il na matriz extracelular dos pélipos

Abaixo do epitélio da criptal Eixo do pdlipo

Categorias 0 + +4+/+++ 0 + ++/+++

Pélipos linféides  20% (1/5)  50% (2/5) 50% (2/5) 0% 60% (3/5) 40% (2/5)

Pélipos nao
linféides 0% 33,3% (2/6) 66,6% (4/6) 0% 33,3% (2/6) 66,6% (4/6)
LPSDE 0% 60% (3/5) 40% (2/5) 0% 33,3% (1/3) 66,6% (2/3)

LPSDE- les6es polipdides sem denominacgao especifica.
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Figura 25: Pdlipo Linféide. Observe a expressao de colageno Il (marrom) na matriz extracelular
abaixo do epitélio da cripta, que apresenta perda da reticulagao (imuno-histoquimica- objetiva 20X).
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4.1.4.3 Polipos Nao Linféides

Nestas lesbes, as fibras colageno Il estavam dispostas de modo
desordenado e em menor quantidade em comparag¢do com o septo e a capsula das

tonsilas controles (tabela 8), (figura 26).

Figura 26: Pdlipo Nao Linféide. Note a menor expressao de colageno lll (marrom) na matriz
extracelular do polipo ndo linféide (imuno-histoquimica- objetivo 20X). Comparar com a figura 23

da tonsila controle.

4.1.4.4 Lesoes Polipdides Sem Denominacao Especifica

Todas apresentavam expressao de colageno Il em quantidades

variaveis, sendo que em uma delas a matriz extracelular era intensamente corada,

porém de modo homogéneo, sem formacgao de fibras.
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4.1.5 Colageno IV

4.1.5.1 Tonsilas Controles

Nestas tonsilas, colageno IV foi detectado principalmente na parede dos
vasos de todas as regides, isto é: septos, capsula, tecido linféide e no epitélio das
criptas (figuras 27 e 28). Na matriz extracelular do tecido conjuntivo dos septos e
capsula a expressao do colageno IV era predominantemente de intensidade leve e
nao foi observada na regidao abaixo do epitélio da superficie e das criptas (tabela 9).

Figura 27: Tonsila Palatina Controle. Observe a expressao de colageno IV na parede dos

vasos (marrom), no tecido linféide tonsilar (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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Figura 28: Tonsila Palatina Controle. Note a expressdo de colageno IV (marrom) na

membrana basal das vénulas de endotélio alto, no epitélio da cripta tonsilar (imuno-

histoquimica- objetiva 40X).

Tabela 9: Depdsito de colageno IV na matriz extracelular nas tonsilas controles

Abaixo do
epitélio Septos Capsula
S C
0 + ++/+++ 0 + i+ 0 + ++/+++ 0 + ++/+++
77,27% 13,63% 9,10% 77,27% 18,18 4,55% 9,10% 59,09% 31,81% 4,55% 45,45% 50%
(17/22) (3/22) (2/22) (17/22) (4/22) (1/22) (2/22) (13/22) (7/22) (1/22)  (10/22) (11/22)

Se= Superficie do epitélio
C=Criptas

105



4.1.5.2 Pélipos Linféides

Nestas lesbdes, a semelhanca das tonsilas controles, o colageno IV foi
observado no eixo conjuntivo central e, em maior intensidade, na parede dos vasos
(tabela 10) (figura 29).

Tabela 10 : Deposito de colageno IV na matriz extracelular dos pélipos

Abaixo do epitélio superficial Eixo do pdlipo
Categorias 0 + ++/ 4+ 0 + ++/+++
Pélipos linféides 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 40% (2/5) 40% (2/5)
Pélipos néo linféides 0,00% 0,00% 0,00% 14,3% (1/7) 28,5% (5/7) 57,2% (4/7)
LPSDE 0,00% 0,00% 0,00% 50% (2/4) 25% (1/4) 25% (1/4)
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Figura 29: Pdlipo Linféide. Note a expressido de colageno IV (marrom) na parede do
vaso, de permeio ao tecido linféide (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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4.1.5.3 Polipos Nao Linféides

Nestes pdlipos, além da expressao de colageno IV na parede dos vasos,
na matriz extracelular foram observadas dareas irregulares com expressao mais
acentuada (figura 30) distinta do restante, na qual era de intensidade leve.

Figura 30: Pdlipo Nao Linféide. Observe a expressdo acentuada e focal de colageno IV
(marrom) na matriz extracelular (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

4.1.5.4 Lesoes Polipdides Sem Denomincacao Especifica

Nestas, a semelhanca dos outros pdlipos, o colageno IV estava presente
principalmente na parede dos vasos.
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4.2 COMPOSIQAO CELULAR DO ESTROMA
4.2.1 Tonsilas Controles

Todas as tonsilas controles apresentavam padroes semelhantes, tanto
em termos de quantia como arranjo arquitetural, em relacdo as células vimentina
positivas (fibroblastos) e a-AML positivas (miofibroblastos). As células vimentina
positivas estavam presentes em quantia moderada e dispostas em feixes na
capsula e nos septos tonsilares. Os miofibroblastos a-AML positivos foram
detectados nos mesmos locais, porém sempre em quantidade menor,
comparativamente as células vimentina positivas (figuras 31 e 32).

Figura 31: Tonsila Palatina Controle. Observar as células estromais vimentina positivas no

septo tonsilar (entre setas) (imuno-histoquimica- objetiva 20X).
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Figura 32: Tonsila Palatina Controle. Observar a quase auséncia de miofibroblastos a-AML
positivos no septo tonsilar (entre setas). Notar que a musculatura da parede dos vasos &,
também, positiva para a-AML (imuno-histoquimica- objetiva 20X).

4.2.2 Pélipos Linféides

Neste tipo de polipo, o componente celular estromal apresentava
disposicao arquitetural similar a da tonsila controle, ou seja, formava feixes na
regido do eixo conjuntivo central semelhantes aqueles dos septos tonsilares.
Entretanto, em contraste aos septos, os eixos dos polipos freqientemente
continham quantidades semelhantes de fibroblastos e miofibroblastos (figuras 33 e
34).
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Figura 33: Polipo Linfoide. Note a expressdo de vimentina (marrom) no eixo do
pdlipo linféide, realcando as células estromais (imuno-histoguimica- objetiva 40X).

Figura 34: Pélipo Linféide. Note a expressdo de a-AML na parede dos vasos e nos
miofibroblastos, no eixo do pdlipo linféide. Observar que a quantia de células é
semelhante a da figura 33 (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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4.2.3 Polipos Nao Linfoides

Estes pdlipos se distinguiam dos demais pelo desarranjo arquitetual das
células do estroma, as quais ndo formavam feixes (figuras 35 e 36) como nos
septos tonsilares e no eixo conjuntivo dos pdlipos linféides. Nestas lesoes, a
principal célula estromal era o fibroblasto vimentina positivo, sendo que na maioria
deles havia pequena quantidade de miofibroblastos.

Figura 35: Pdlipo Nao Linfoide. Note a expressdo de vimentina (marrom) nas células
estromais e na parede dos vasos. As células estromais estdo dispostas irregularmente
(imuno-histoguimica- objetiva 20X).
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Figura 36: Polipo Nao Linféide. Observe que o anticorpo a-AML é positivo, quase que
exclusivamente, nas células musculares do vaso (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

4.2.4 Lesoes Polipoides Sem Denominacao Especifica

Nestas lesbes a quantidade e a disposicdo dos fibroblastos e

miofibroblastos eram variaveis, sendo que em dois deles era semelhante a da

tonsila controle e no outro, o arranjo irregular assemelhava-se ao dos pélipos nao

linfoides.

4.3 ESTRUTURA VASCULAR SANGUINEA (VASOS CD34 POSITIVOS E

VASOS CD105 POSITIVOS) E LINFATICA (VASOS D2-40 POSITIVOS).

4.3.1 Tonsilas Controles

Nas tonsilas palatinas, tanto os vasos sanguineos como linfaticos,

apresentaram padrdes diferentes nas regides dos septos e no tecido linféide. Na

regido septal, local por onde percorrem 0s vasos que entram e saem do tecido
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linféide (area funcional da tonsila), os vasos sanguineos e linfaticos ocupavam uma
area maior do que aqueles da area linféide (tabelas 11 e 12), isto é, tendiam a ser
mais dilatados. Em relagdo aos vasos CD105 positivos, todos apresentavam
caracteristicas morfolégicas das vénulas de endotélio alto, as quais estavam
localizadas no tecido linféide interfolicular e no epitélio das criptas (linfoepitélio)
(figura 37).

Figura 37: Tonsila Palatina Controle. Note as vénulas de endotélio alto CD105 positivas, no tecido
linféide tonsilar (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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Tabela 11: Dados estatisticos descritivos das varidveis nimero de vasos sanguineos (CD34) e
porcentagem da area marcada, por grupo nos polipos € na regiao linféide, das tonsilas palatinas

Desvio
Grupo Variavel N Média Padrio Minimo Mediana Maximo
Podlipos
1- Pélipos Linfoides Numero 7 8.38 3.54 417 717 14.00
Area 7 470 2.12 2.47 4.05 7.77
2- Polipos Nao Linféides Numero 7 6.10 2.92 3.67 4.50 11.70
Area 7 922 8.55 2.72 5.20 26.56
3- Lesdes Polipoides Numero 5 520 2.93 1.67 5.00 8.83
Sem Denominagao Area 5 4.87 7.23 0.82 2.03 17.77
Especifica
Tonsilas normais
Regiao
Area Linféide Numero 26 10.15 5.07 2.00 10.00 23.67
Area 26 6.75 6.02 1.20 4.75 26.53

Numero de vasos CD34 positivos — p=0,0312 - diferenga significante apenas quando comparadas a area
linféide da tonsila com as lesdes polipdides; Area dos vasos CD34 positivos - p=0,2341.
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Tabela 12: Dados estatisticos descritivos das variaveis numero de vasos linfaticos (D2-40) e
porcentagem da area marcada, por grupo nos pélipos € na regiao linféide, das tonsilas palatinas

Desvio
Grupo Variavel n Média Padrao Minimo Mediana Maximo
Polipos
1- Pélipos Linfoides Numero 7 5.24 1.25 3.0 5.33 6.67
Area 7 765 4.19 3.18 6.92 15.30
2- Polipos Nao Linféides Numero 7 3.71 0.37 3.17 3.67 417
Area 7 1160 919 2.32 9.30 28.55
3- Lesdes Polipoides Numero 5 3.67 1.69 217 3.33 6.50
Sem Denominagao Area 5 1347  9.50 1.87 1455  27.15
Especifica
Tonsilas normais
Regiao
Area Linféide Numero 25 517 2.44 0.00 5.33 10.00
Area 25 3.03 1.76 0.00 2.83 6.37

Numero de vasos D2-40 positivos - p=0,1500; Area dos vasos D2-40 positivos - p=0,0003- diferenca
significante quando comparadas a area linféide com os polipos linféides e néo linféides e com as lesdes
polipbides.

4.3.2 Pdlipos Linféides

Nestas lesGes, os vasos (linfaticos e sanguineos) localizados no eixo
conjuntivo central do pdlipo e na regido linféide tinham semelhangcas quanto a
orientacéo espacial, respectivamente, com aqueles do septo e do tecido linféide das
tonsilas controles. Entretanto, nestes polipos, cujo componente linféide
correspondia a mais de 80% de sua constituicdo, os vasos linfaticos eram
significativamente mais dilatados quando comparados com aqueles da area linféide
das tonsilas controles (p=0,0003) (graficos 3 e 4). Em contraste, os vasos
sanguineos tendiam a ocupar uma area menor, porem a diferenca nao foi

estatisticamente significante (graficos 1 e 2). Em relacdo aos vasos CD105
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positivos, estes foram detectados apenas na area linféide do pdlipo, estando,
portanto, ausentes no eixo conjuntivo central e todos apresentavam morfologia de

vénula de endotélio alto (figura 38).
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Grafico 1: Dispersao da variavel niumero de vasos, por grupo (CD34)
Legenda: G1= pdlipos linféides; G2= polipos nao linféides; G3= outras lesdes polipoides;
AL-= &rea linféide das tonsilas controles
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Grafico 2: Dispersao da variavel porcentagem de area marcada, por grupo (CD34)
Legenda: G1= pdlipos linfoides; G2= pdlipos nao linféides; G3= outras lesdes polipdides;
AL= é4rea linf6ide das tonsilas controles
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Grafico 3: Dispersao da variavel numero de vasos, por grupo (D2-40)
Legenda: G1= pdlipos linféides; G2= polipos nao linféides; G3= outras lesdes polipoides;

AL-= 4rea linféide das tonsilas controles
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Grafico 4: Dispersao da variavel porcentagem de area marcada, por grupo (D2-40)
Legenda: G1= polipos linféides; G2= podlipos nao linféides; G3= outras lesdes polipdides;
AL= érea linf6ide das tonsilas controles
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Figura 38: Pdlipo Linféide. Observe as vénulas de vénulas de endotélio alto CD105
positivas (marrom), de permeio ao tecido linféide (imuno-histoquimica- objetiva 40X).

4.3.3 Pdlipos Nao Linfoides

Nestes pdélipos, tanto vasos sanguineos quanto linfaticos estavam
dispostos de modo irregular no estroma da lesdo. Comparativamente com as
tonsilas controles, em termos de numero de vasos, os pdlipos nao linféides
apresentavam uma quantia menor de estruturas linfaticas e sanguineas, porém a
diferenca ndo foi estatisticamente significante. Entretanto, em termos de area,
ambos os tipos de vasos eram mais dilatados, particularmente os linfaticos que
ocupavam area significativamente maior do que as estruturas correspondentes
localizadas no tecido linféide das tonsilas controles (graficos 1 e 2). Nos pélipos
nao linféides foram encontrados raros vasos CD105 positivos. Todos tinham
morfologia de vénula de endotélio alto e estavam localizados de permeio a
agregados linféides (figura 39). Apenas neste tipo de pdlipo foram encontrados
raros vasos linfaticos, com raras células endoteliais Ki-67 positivas (figura 40).
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Figura 39: Pdlipo Nao Linfoide. Note, na figura maior, que apenas nos escassos nédulos linféides,
foram observadas vénulas de endotélio alto CD105 positivas (marrom) (seta) (imuno-histoquimica-
objetiva 10X). Observar no canto superior direito, a vénula apontada pela seta, em aumento maior

(imuno-histoquimica- objetiva 40X).

120



Figura 40: Pdlipo Nao linfoide. Dupla marcagio Ki-67/D2-40. Observar uma Unica célula
endotelial Ki-67 positiva (marcagdo nuclear- seta maior) em vaso linfatico corado pelo anticorpo
D2-40 e outra no estroma adjacente (seta menor) (imuno-histoquimica- objetiva 40X).
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4.3.4 Lesoes Polipdides Sem Denominacao Especifica

Nestas lesdes, o numero de vasos linfaticos e sanguineos era menor que
aquele da érea linféide e septal da tonsila, porém os linfaticos tendiam a ocupar
uma area maior (mais dilatados) e a diferenca foi significante quando comparados
com os vasos linfaticos do tecido linféide tonsilar (p=0,0003). Nestas lesdes, 0s
vasos CD105 positivos tinham morfologia de vénula de endotélio alto e s6 foram

detectados de permeio ao tecido linféide.
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5.DISCUSSAO
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Os pdlipos tonsilares sao lesées que fazem projecdo exofitica na
superficie da tonsila e necessitam de exame histopatolégico para serem
distinguidos de outras lesdes benignas e malignas deste tecido. Entretanto, por
serem raras e apresentarem um amplo espectro morfolégico, estas lesbes tem
recebido diversas denominacdes na literatura: angioma, fioroma telangectasico,
fibrolipoma, fibroadenolipoma, angiofibrolipoma, linfangioma, pdlipo fibrolipomatoso
linfangectasico e pdlipo linfangiomatoso (19). A maioria destes nomes reflete a
importancia dos componentes estromal e vascular na constituicio dos pdélipos
tonsilares, porém, na literatura, estas estruturas ainda nao foram adequadamente
estudadas, particularmente em relagdo aos vasos, pois apenas recentemente foram
comercializados anticorpos especificos para endotélio linfatico e outros que
distinguem vasos neoformados de maduros (51, 53, 54, 55).

5.1 Estrutura Vascular dos Pélipos

5.1.1 Vasos Linfaticos

Em relagcdo aos vasos (sanguineos e linfaticos), o0 nosso estudo mostrou
que as principais estruturas alteradas nos polipos tonsilares sdo os vasos
linfaticos, os quais se apresentavam dilatados, ocupando uma area maior do que
aqueles dos septos tonsilares, local onde estdo os linfaticos mais calibrosos das
tonsilas palatinas. Esta dilatagdo foi observada nos dois tipos de pélipos (linféides e
nédo linféides), porém particularmente acentuada nos nao linféides, nos quais a
arquitetura espacial dos vasos linfaticos era anébmala em compara¢do com aquela

da tonsila controle.

O tecido tonsilar normal, a semelhanca da maioria dos tecidos, sao
vascularizados por artérias e veias regionais, porém diferentemente de outros
orgéos linféides, as tonsilas contem apenas linfaticos eferentes que se originam nos

nddulos linféides e drenam a linfa destes ndédulos para os linfonodos regionais (28).
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Consequientemente, a presenca de linfaticos (dilatados ou ndo) numa area sem
tecido linféide, como nos pdlipos nao linféides, apdia a origem hamartomatosa da
lesdo, isto €, uma malformacdo semelhante a tumor, constituida por proliferacao
desorganizada de tecidos proprios da regido na qual nascem. Os no0ssos
resultados, também, indicam que os vasos linfaticos ndo estavam em fase ativa de
proliferacao, como seria esperado para uma lesdao hamartomatosa, visto que, raros
deles apresentavam células endoteliais positivas para Ki-67. Interessantemente, os
pélipos linféides, que sao constituidos predominantemente por tecido linféide,
também exibiam area vascular linfatica significantemente maior do que aquela do
tecido linféide das tonsilas controles. Este resultado reforca, que mesmo essas
lesdes, que se aproximam morfologicamente do tecido tonsilar normal, apresentam
anomalia na estrutura linfatica. Portanto, a denominagdo mais adequada para os
polipos tonsilares seria pdlipos linfangectésicos.

5.1.2 Vasos Sanguineos e as Vénulas de Endotélio Alto

Os vasos sanguineos foram detectados pelos marcadores CD34 e
CD105. O CD34 ¢é uma glicoproteina transmembrana de cadeia simples, com
aproximadamente 116 kDa, sendo expressa em células imaturas hematopoiéticas,
células progenitoras endoteliais, células endoteliais de capilares, fibroblastos
embrionarios e raras células da glia (55). As funcées do CD34 sao desconhecidas,
mas recentes evidéncias favorecem a participacdo na adesédo celular e na inibicdo
da hematopoiese (56). O CD34 é expresso amplamente no endotélio vascular e é

largamente usado como marcador panendotelial (54).

O CD105, por sua vez, é considerado um marcador de neoangiogénese.
A proposicao que CD105 pode estar associado com neoangiogénese advém da
observagdo que esta proteina esta super-regulada no endotélio de varios tecidos
tumorais em relagéo ao tecido normal (57, 58, 59). E uma proteina transmembrana
homodimérica de 180 kDa, que além do endotélio, esta expressa em diversos tipos
celulares. Nas células endoteliais, somente uma pequena proporcdo de CD105
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interage com o TGFB1, sendo que a fungdo da grande maioria do CD105 é
desconhecida. O promotor CD105 é predominantemente ativo em células
endoteliais em proliferacdo e essa atividade € induzida pela hipéxia (53).

Interessantemente, tanto CD34 como CD105 também sao expressos nas
vénulas de endotélio alto (32, 51). Estas sdo vénulas pés-capilares especializadas
no extravasamento de linfécitos do sangue para os tecidos e, portanto, sao
estruturalmente adaptadas para permitir e suportar um alto trafico. Elas séo
encontradas em todos os Orgaos linféides secundarios, incluindo tonsilas,
linfonodos, placas de Payer (exceto o bacgo), e em tecidos nao linféides
cronicamente inflamados. Nas vénulas de endotélio alto, o CD34 apresenta
modificagdes estruturais em relagdo a molécula observada no endotélio dos outros
vasos sanguineos. Neste tipo de vénulas, o CD34 contém agrupamentos densos de
carboidratos sulfatados, que fazem com que esta glicoproteina tenha participacao
importante no “homing” dos linfécitos, por funcionar como ligante para o receptor de

linfécitos selectina-L (60).

A endoglina (CD105) esta entre 0os numerosos genes que Sao
preferencialmente expressos no endotélio das vénulas de endotélio alto (61) e,

possivelmente, desempenha algum papel na adeséo e transmigragéo dos linfocitos.

No nosso estudo, em contraste aos vasos linfaticos, os vasos
sanguineos detectados pelo CD34 ndo mostraram alteracdo significante em termos
de numero e area quando comparados com as tonsilas controles, indicando que a

principal modificagdo vascular nos polipos € linfatica.

Em nossos casos, ndao encontramos vasos CD105 positivos, que
sugerissem neoformacao vascular em nenhum tipo de pdlipo ou tonsila controle.
Este anticorpo s6 foi detectado na superficie endotelial de vasos que tinham
morfologia de vénulas de endotélio alto. Estas vénulas, além de positivas para

CD105, também o eram para CD34. Nos polipos tonsilares, encontramos estas
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vénulas de endotélio alto CD105 positivas somente onde havia nédulos linféides,

sendo, portanto, mais raras nos pélipos nao linfoides.

Estes achados mostram que a rede vascular dos pélipos é complexa,
pois contem estruturas altamente especificas como as vénulas de endotélio alto,
que aparentemente preservam as funcées necessarias para a passagem de
linfécitos da circulacao para o tecido adjacente. A emigracao dos linfécitos € um
processo em multiplas etapas, que requer importantes modificacdes estruturais e
moleculares das vénulas de endotélio alto, quando comparadas ao endotélio plano
dos outros vasos. O endotélio alto caracteriza-se por: a) complexo de Golgi
proeminente, poli-ribossomos e reticulo endoplasmaticos rugosos abundantes, b)
estruturas vesiculares delimitadas por membranas € numerosos CoOrpos
multivesiculares e de Weibel-Palade. Em conjunto, essas feigcdes estruturais
indicam intensa atividade biosintética e secretéria (62, 63). Além disso, as juncoes
celulares entre as células endoteliais sdo descontinuas, provavelmente para facilitar

a passagem de linfocitos (63).

O endotélio das vénulas de endotélio alto contém ligantes (contra-
receptores) para o receptor de linfécitos selectina-L. Estes ligantes apresentam
caracteristicas Unicas as vénulas de endotélio alto, que € a sulfatagcéo (salientado
anteriormente quanto a sulfatacdo do CD34 das vénulas de endotélio alto) (60). Os
oligossacarideos sulfatados especificos das veias de endotélio alto sao
reconhecidos pela selectina-L dos linfécitos e pelo anticorpo MECA-79 (64). Além
disso, a superficie luminal do endotélio das vénulas de endotélio alto € recoberta
por glicocalice proeminente (62). Este, certamente, facilita a retencdo de moléculas
secretadas pela vénula, entre elas proteinas da matriz extracelular (laminina e
fibronectina). As moléculas retidas no glicocélice possivelmente desempenham
papel acessorio na parada dos linfocitos nas vénulas de endotélio alto.

A emigragéo dos linfécitos é um processo muito especifico e eficiente,

pois os linfocitos circulantes discriminam entre o endotélio das vénulas de endotélio
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alto e o dos tecidos nao linféides. O linfécito circulante inicia o contato através da
selectina-L que reconhece seus ligantes no endotélio alto, levando a sua aderéncia
e rolamento na vénula. Os préximos passos sao ativacao da adesao e adesao firme
ao endotélio e, finalmente, migracao transendotelial. Outro ponto importante é que
varias evidéncias indicam que todas as feicbes especializadas das vénulas de
endotélio alto estdo sob controle do microambiente local. Embora, os fatores e
células envolvidos na inducéo e manutencao do fenétipo especializado das vénulas
de endotélio alto ainda ndo estdo completamente esclarecidos, 0s seguintes
parecem participar desse processo: citocinas produzidas localmente, proteinas da
matriz extracelular que circunda as vénulas e as células dendriticas interdigitantes
(60).

Esses aspectos que denotam o grau de especializagdo das vénulas de
endotélio alto e a multiplicidade e complexidade dos fatores envolvidos no seu
desenvolvimento e manutencdo levam-nos a acreditar que tais estruturas nos
pélipos ndo sdo hamartomatosas (proliferacdo desorganizada de tecidos da regido).
Possivelmente o tecido linféide e, conseqlientemente, as vénulas de endotélio alto,
que permitem a formagédo desse tecido, sao hiperplasicos ou residuais da tonsila
onde nasceu o pdlipo. Corrobora com essa hipétese, o fato que os hamartomas de
linfonodos também nao contem tecido linféide, sendo formado principalmente por
dos adiposo, muscular liso e vasos sanguineos (65).

5.2 A Matriz Extracelular dos Pélipos

A matriz extracelular € uma rede de macromoléculas que circunda as
células, sendo considerada um componente substancial do ambiente celular (42).
Como salientado anteriormente, os componentes da matriz extracelular sao
classificados em fluidos e fibrosos. Os fluidos compreendem as glicosaminoglicanas
e proteoglicanas e os fibrosos sao subdivididos em: a) proteinas adesivas (laminina,
tenascina e fibronectina) e b) proteinas estruturais (colageno) (45). As fibras

colagenas formam o componente mais abundante da matriz extracelular em muitos
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tecidos e sdo as maiores proteinas fibrosas da matriz extracelular. Até 0 momento,
cerca de 20 tipos de colageno ja foram reconhecidos, sendo que um grupo de 30 ou
mais genes codificam seus polipeptideos. Os principais colagenos sao os tipos |, Il
e lll, os quais formam uma rede de fibras no intersticio dos tecidos, ligando as
células aos componentes estruturais e umas as outras (24). O colageno tipo IV é o
maior componente das membranas basais. Os fibroblastos sintetizam grande parte
dos componentes da matriz extracelular, assim como as enzimas envolvidas na sua

degradacao, tais como metaloproteinases e outras proteases.

Nas nossas tonsilas controles, os colagenos tipos | e Il foram
componentes importantes da matriz extracelular da céapsula e septos conjuntivos
onde formavam feixes ordenados, sendo que colageno tipo | também estava
presente na parede das vénulas de endotélio alto. Em contraste, nas regides abaixo
do epitélio da superficie e das criptas, a expressao destes colagenos era focal e
com arranjo irregular, ndo raro associada a alteragao estrutural, tal como perda do
aspecto reticulado do epitélio das criptas, sugerindo que, nestes locais, a expressao
de colageno | e lll poderia estar relacionada a processo reparativo.

Nos polipos, a expressdo de colageno | e Il foi geralmente de
intensidade menor que aquela dos septos. Nas lesées onde a tonsila foi removida
junto com o podlipo, o pediculo deste tinha continuidade com o septo tonsilar e
comparando ambas as regides, na area do poélipo era nitida a menor intensidade
destes colagenos, particularmente no tipo nado linféide. Neste pdlipo, as fibras
colagenas (geralmente presentes em quantidade pequena) estavam dispostas de
modo irregular, enquanto que no pdlipo linféide o arranjo mais ordenado imitava o
do septo tonsilar. Estes achados (alteragdo em quantidade e arranjo arquitetural
dos colagenos | e lll) reforcam a hipdtese que a porcao nédo linféide do pdlipo
tonsilar trata-se de hamartoma isto €, proliferagdo tumoral desordenada de tecidos

proprios da regido.

As (glicoproteinas (fibronectina e tenascina) s@o responsaveis pela
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adesdo da matriz celular, isto €, desempenham fundamental importdncia nas
conexdes inter celulares, entre célula e matriz e entre matriz e matriz, na facilitacéo

da movimentacgao e estimulos para a proliferacao (44).

A fibronectina (uma glicoproteina fibrosa de 440 kDa, constituida por
duas subunidades polipeptidicas) encontra-se no plasma (onde tem funcao de
opsonina), na superficie celular (onde tem o papel de molécula de adesao) e como
fibrilas da matriz (45). Fibroblastos e células endoteliais sdo os maiores produtores
de fibronectina, mas muitos outros tipos celulares, incluindo algumas células
epiteliais a sintetizam em niveis menores. A organizagcao e manutengao das fibrilas
de colagenos tipos | e lll na matriz extracelular dependem da presenga de uma
matriz organizada de fibronectina (66, 67).

A tenascina (uma glicoproteina hexamérica da matriz extracelular com
multiplas isoformas) tem distribuicdo limitada nos componentes mesenquimais de
varios 6rgaos de embrides em vertebrados (68), mas reaparece no adulto em
tumores malignos, durante a inflamagéo e no reparo tecidual (69). Por exemplo, a
tenascina C é importante para o desenvolvimento do coragdo durante a
embriogénese, estando envolvida na diferenciacado de cardiomiécitos e coronérias,
poréem ndo € detectada no miocardio adulto normal. Entretanto, quando ocorre
lesdo miocardica, a tenascina C é re-expressa e pode regular o comportamento
celular durante o remodelamento de tecidos por: a) modular a adesdo do
cardiomiécito ao tecido conjuntivo, b) aumentar a migracdo e diferenciacdo do
miofibroblastos e c) induzir as metaloproteinases (70). A tenascina é produzida por
miofibroblastos e fibroblastos estromais e por células tumorais malignas (71).

Nas tonsilas controles, as expressoes de fibronectina e tenascina foram
acentuadamente diferentes, particularmente em relacdo a quantidade. A
fibronectina foi detectada em duas formas morfoldgicas, que possivelmente séo
tradutoras de suas diferentes funcdes. Na primeira participava de modo importante,
junto com colageno | e lll, do arcabouco fibrilar da capsula e septos tonsilares e na
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segunda da constituicao da parede dos vasos em todas as regides da tonsila. Nesta
ultima posicao, a fibronectina esta possivelmente desempenhando o papel de
molécula de adesao, particularmente nos vasos que compde a rede de delicados
capilares nas regides foliculares, interfoliculares e no epitélio das criptas.

A tenascina, ao contrario da fibronectina, ndo foi detectada como
constituinte fibrilar importante da matriz extracelular da tonsila, pois sempre esteve
presente em quantidade pequena e focal nos septos e na capsula. Entretanto, esta
proteina possivelmente tem papel no reparo deste tecido, visto que, a semelhanca
dos colagenos | e lll, formava depoésitos no tecido conjuntivo abaixo do epitélio das
criptas nos locais com perda da reticulagao, que representam areas modificadas por
inflamacéao (72). Processo semelhante é descrito no coracao, onde a tenascina C é
sempre observada em focos de inflamagdo, nas vizinhangas de cardiomiécitos
alterados (70). O nivel de expressao de tenascina C reflete a extensado da
inflamacdo (70). Quanto aos indutores de expressdo de tenascina nas areas
alteradas, tem-se demonstrado que, de um modo geral, citocinas inflamatérias,
fatores de crescimento e estresse mecanico sao fatores importantes (70).

Nos podlipos tonsilares, a localizagdo vascular da fibronectina foi
importante para evidenciar a anormalidade estrutural deles, particularmente nos
pélipos linféides, que tem aparéncia morfolégica muito semelhante a da tonsila.
Nestes, assim como nos outros pdlipos, os vasos dos foliculos linféides destoavam
da arquitetura altamente organizada encontrada nas tonsilas controles, pois
estavam dispostos de modo irregular. E provavel que esta alteracdo arquitetural
vascular reflita alteracdo de competéncia imunoldgica no tecido linféide dos pélipos.
Além disso, a deposicdo alterada de fibronectina na matriz fibrilar dos pélipos, que
seguiu o padrdo dos colagenos | e Illl (alteragdo em quantidade e arranjo
arquitetural), reforca, ainda mais, a hipétese que a porcédo nao linféide do pdlipo

tonsilar trata-se de hamartoma.

Em relacdo a tenascina, o deposito desta proteina nos pdlipos, tanto
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linféides como néo linféides, possivelmente esta associado a processo de reparo
tecidual, pois foi encontrado como focos irregulares na matriz extracelular abaixo do
epitélio superficial. Estas areas, pela localizacao, podem ter sido facilmente lesadas
mecanicamente, visto que os pdlipos fazem protuberancia na superficie da
orofaringe, por onde passam os alimentos durante a degluticido. Como salientado
anteriormente, o estresse mecéanico € um dos fatores indutores importantes da re-

expressao de tenascina em tecidos adultos (41).

Os miofibroblastos compartilham caracteristicas com fibroblastos e
células musculares lisas. Em relagédo a esta ultima, os miofibroblastos expressam
proteinas especificas de musculo liso e tem um aparato contratil bem desenvolvido.
Interessantemente, em remodelamento de tecido cardiaco, tem sido reportada uma
relacdo espacial / temporal entre miofibroblastos e expressao de tenascina (70). A
deposicao de tenascina precede o aparecimento de miofibroblastos e estes estao
localizados nas areas onde as moléculas de tenascina estdo depositadas,
indicando, portanto, que a tenascina regula o recrutamento de miofibroblastos.

Nos nossos casos, os polipos tonsilares, em comparagdo as tonsilas
controles, apresentavam alteracdo, ora quanto a proporgao de células vimentina+ /
1A4+ (como nos polipos linféides) ora quanto a disposi¢ao arquitetural (como nos
pblipos nao linféides). Esta alteracdo, compreendendo tanto quantidade como
organizagdo dos componentes estromais celulares dos pdlipos em relagdo as
tonsilas controles, reforca a natureza hamartomatosa da lesdo. Além disso, a
auséncia de relagédo espacial entre a presenca de miofibroblastos e a expresséao de
tenascina sugere que, nos polipos tonsilares, estas células n&o estavam
relacionadas a processo de reparo e, possivelmente, representavam uma
proliferacdo anémala de células indigenas da regido. Durante o reparo de tecidos,
os fibroblastos localizados nas periferias das areas lesadas transformam-se em
miofibroblastos, os quais produzem procoldgenos e outras proteinas da matriz
extracelular (72). Entretanto, nos pdlipos tonsilares ainda sdo necessarios outros

estudos para esclarecer as possiveis inter-relacdes entre o fibroblasto e
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miofibroblasto.
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6.CONCLUSOES
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As principais estruturas alteradas nos poélipos tonsilares séo os vasos

linfaticos e a matriz extracelular.

A arquitetura alterada dos linfaticos, que apresentam &rea
significantemente aumentada e o padrdao desorganizado e modificado da matriz
extracelular, que contem quantidades menores de fibronectina e colagenos | e Il
sugerem que esses dois componentes dos pélipos tonsilares sao de origem

hamartomatosa.

A estreita relagdo entre as vénulas de endotélio alto e o tecido linféide
nos polipos tonsilares (em localizagdo e quantidade) sugerem que estas estruturas
mantém a funcdo altamente especializada de extravasamento de linfécitos e,

portanto, sdo possivelmente componentes ndo hamartomatosos da lesao.

A auséncia ou escassez de expressao de tenascina-C nos polipos
tonsilares, geralmente restrita as areas subepiteliais, sugere que o processo de
remodelagdo nos pdlipos ndo € importante e esta restrito a locais que sdao mais

sujeitos a traumatismo.

Nos pdlipos tonsilares, 0 numero de vasos sanguineos e linfaticos e a
area vascular sanguinea nao diferem significantemente daqueles da tonsila
controle, assim como nao ha neoformacdo vascular, exceto por escassa

proliferacao endotelial linfatica.
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APENDICE 1 - Imagem da Les3o Polipéide Sem Denominacgéo Especifica.

Figura 1: Lesao Polipéide sem denominacao especifica. Note a presenca de
tecido linféide hiperplasico (seta longa) circundando uma cripta (seta curta) e
auséncia de eixo central (HE- imagem de lamina digitalizada).
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APENDICE 2 — Imagem do Pélipo Linféide

Figura 2: Pélipo Linféide. Note que o tecido linféide corresponde a mais do que 80%
da lesédo (HE- imagem de lamina digitalizada).
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APENDICE 3 - Imagem do Pélipo Nao Linféide

TECIDO LINFOIDE . TECIDO LINFOIDE

Figura 3: Pélipo Nao Linféide. Note que o tecido linféide do pdlipo (entre setas)
corresponde a menos que 80% da lesao (HE- imagem de lamina digitalizada).
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APENDICE 4 - Informacdes das Lesdes Tonsilares Utilizadas no Estudo.

Tabela 1: Dados demogréficos, clinicos e morfolégicos dos Pdlipos Tonsilares e

Lesdes Polipdides Sem Denominacao Especifica

Caso Idade Género Historia Clinica Medidas dos Pélipos Categoria
e Lesoes Polipoides Microscopica
Lesao vegetante, de aspecto
71597 28 anos M papilomatoso, em pélo superiorda 0,8 x0,5cm Pélipo Linféide
amigdala direita
Lesdo que atrapalha a degluticao
1541/93 20 anos F ha 40 dias, de crescimento abrupto 2,0 cm Pélipo Linféide
Amigdala esquerda hipertréfica
3486 14 anos F 1,0 x0,6 cm Pdlipo Linféide
M Lesdo vegetante no poélo superior
71393 17anos da tonsila esquerda 1,2x0,5¢cm Pdlipo Linféide
Disfagia ha 4 meses e “caro¢o” na
12425 27anos M amigdala 1,5cm Pélipo Linféide
“Carogo” na garganta ha 4 meses.
6347 56 anos M Disfagia e rouquiddo ha 2 meses 4,0 cm Pélipo Linféide
Tumor pediculado em tonsila
47771 9 anos M palatina 1,0x0,8x0,2cm Pélipo Linféide
Pdlipo Nao Linféide
12310 25 anos F Tonsila palatina esquerda 2,4x1,5cm
Pélipo Nao Linféide
46309 53 anos M Sindrome de apnéia do sono 0,6 x0,4cm
Pélipo Nao Linféide
695/98 37anos M Roncos, disfagia, dispnéia 1,0cm
Pélipo Nao Linféide
46045 25 anos F Nédulo de amigdala 0,6 x0,3cm
Pélipo Nao Linféide
60609 31 anos M Cisto de amigdala direita 1,5x0,6 cm
Tumor pediculado de amigdala Pélipo Nao Linféide
10403066 22 anos M direito 3,0x2,0x1,6cm
Tumor pediculado em amigdala Pélipo Nao Linféide
10177 42 anos F esquerda 1,0cm
4449/96 52 anos M NI 0,6 cm LPSDE
Lesédo pediculada no pilar anterior
35029 52 anos M amigdaliano direito 0,5X0,4x0,1cm LPSDE
Lesdo vegetante em amigdala
48730-2 23 anos F esquerda 0,5X0,2cm LPSDE
9793/98 81 anos M Disfonia ha 3 meses 1,0cm LPSDE
Lesdo amigdaliana ha 1 ano e
45601 22 anos M meio 0,6 X0,2cm LPSDE

M- masculino; F-feminino;LPSDE- Lesao Polipdide Sem Denominag@o Especifica; NI- ndo informado.
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APENDICE 5 - Informacdes das Tonsilas Palatinas Controles Utilizadas no
Estudo.

Tabela 2: Dados demograficos e histopatoldgicos das tonsilas controles

Numero do caso Género do paciente  Idade do paciente Diagnéstico

B10285/95 M 21 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B10519/94 M 43 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B10542/01 F 24 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B10639/96 M 27 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B12966/93 M 10 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B13374/93 F 8 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B11182/99 F 55 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B2698/97 M 29 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B3672/02 M 10 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B3937/96 F 25 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B4114/96 M 35 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B4120/95 F 55 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B4696/94 F 20 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B5866/96 M 16 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B6431/02 F 22 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B623/96 M 25 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B10090/93 M 7 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B4027/96 F 29 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B5406/96 F 20 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B10087/93 F 15 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B3688/02 M 20 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B5509/94 M 36 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B8371/02 F 43 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B10355/93 M 16 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B856/98 M 24 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE
B11628/93 M 17 ANOS HIPERPLASIA LINFOIDE, SOE

M- masculino; F- feminino; SOE- sem outras especificacdes
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APENDICE 6 - Avaliagcdo da Densidade Microvascular e da Area Microvascular
pelo D2-40, na Area Linfoide da Tonsila Controle.

Figura 4: Tonsila Palatina Controle. Note a positividade (marrom) para
D2-40, no endotélio vascular (imunoistoquimica- objetiva 40X).

Figura 5: Tonsila Palatina Controle. Note a segmentagcdo manual das
areas vasculares marcadas para D2-40 (da figura acima), através do
software Imagelab (versao 2.4) (imunoistoquimica- objetiva 40X).
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APENDICE 7 - Quadro com Dados Obtidos no Programa Imagelab, Referente

as Figuras 4 e 5 do Apéndice.

Quadro 1: Alguns dados fornecidos pelo software Imagelab,relacionados as figuras 4 e 5 do

apéndice
Flais |Diﬂ: Jof 7/105 Hora: 14: 0:19
ABEgERT |E strutura(CAATONSI 1458661 96005 JPG)
Largura: Altura: Zde regites: 41%
G40 472 em relagio a__ area total da imagem

Frvef | Densidade 7 94R3.4581

Unidade: Largura: Altura: | dptica média & 947,043

[ 0160800 0.084000 daz areas F. 10182 576
marcadas Mz 9531.033

Pladas Esialisiicos |

MORFOMETRIA ABSORCAD DE COR
Area Perimetro Fator de forma R G B

Mimero: 4 4 1] 4 4 4

Soma: 168,485 146,612 0000 15982365000 1511018016 1719680,500

Média: 42,221 3h.663 #0101 3995689125 377YR4A5040 429920125

Desvio Padrdo: 22,270 13,215 #0401 2029173680 1965079954 236220089

WYalor M dximo 70,526 56,521 0,000 F01925.000  BBA30A.188 781412375

Yalor Minimo 29108 27,461 0,000 276311.438  ZhR48R.E4T  277747.054

Significancia 5% 21.824 12.950 #0401 198854953 191174.453) 231490963

Signilicancia 1% ZA.AR2 17.0149 #0101 2r1340.3100  26124R.398 304231.39R

155




APENDICE 8 - Avaliacao da Densidade Microvascular e da Area Microvascular
pelo D2-40, no Pdlipo Nao Linfoide.

Figura 6: Polipo Nao Linféide. Note a positividade (marrom) para D2-40, no
endotélio vascular linfatico (imunoistoquimica- objetiva 40X).

Figura 7: Polipo Nao Linféide. Note a segmentacdo manual das areas
vasculares marcadas para D2-40 (da figura acima), através do software
Imagelab (versao 2.4) (imunoistoquimica- objetiva 40X).
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APENDICE 9 - Quadro com Dados Obtidos no Programa Imagelab, Referente
as Figuras 6 e 7 do Apéndice.

Quadro 2: Alguns dados fornecidos pelo software Imagelab,relacionados as figuras 6 e 7, do

apéndice
liaia |Diﬂ: 12/ 54105 Hora: 9: 2:13
imagem |CAA_ICLE™~ W CONTAG 1Y POLIPO™ 241 231 0LJPG
Largura: Altura; | Zde regides: 8.6%
40 472 em relagdo a  Area total da imagem

Frixal Densidade 7 991,452

Unidade: Largura: Altura: | dptica média & 8473056

il 0160800 0.084000 das areas £ 10451,874
marcadas Medha 9872.137

fladas Fatalisiicos |

MORFOMETRIA ABSORCAD DE COR
Area Perimetro  Fator de forma R G B

Nimero: b 5 1 5 b b

Soma: 348,874 218,965 0000 33817104500 33049071,578 364638567

Média: BY.77h 43,793 FOMAI B7RZZ0,900  BRO9BD.AG 729277134

Desvio Padrao: 72,583 21,994 #0400 JR7YRE,363 70908796 893359808

Valor Maximo 189174 71,150 0000 19798557500 2004423125 2274402000

Yalor Minimo 13,4494 25,045 0,000 103932.313 4REZh 781 44457 BE3

Significancia 5% B3.621 19,278 O B73131,447  GAR4482.244 783048415

Significancia 1% 83612 20 330 A0 dadR4R, 714 B99RR4. 225 1029102430
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SUMMARY

Tonsillar polyps are nonneoplastic lesions usually composed of variable amounts of
lymphoid, vascular and connective tissues. All are generally assumed to be hamartomatous
proliferations but the profile of vascular and connective components has yet to be explored.
The vascular system of the tonsils is complex and includes highly specialized structures (i.e.
high endothelial venules-HEVs) involved in lymphocyte homing into lymphoid tissues.

In 14 tonsillar polyps and 26 control tonsils an immunohistochemical study was
performed using CD34 (blood vessels and HEVs), CD105 (HEVs), D2-40 (lymphatic
vessels), Ki-67, collagens I and III, fibronectin and tenascin-C. The polyps showed increased
total lymphatic area, whereas the number of blood vessels and lymphatics and the blood
vascular area did not differ significantly from those of control tonsils. Rare Ki-67+
endothelial cells were found. In the polyps we detected, possibly for the first time, HEVs
amid lymphoid tissue, and that the amount of the latter correlated positively with HEV
density. The polyps also presented lesser amounts of fibronectin and collagens I and III than
in normal tonsils, which were distributed in a disorganized fashion. Tenascin-C expression
was uncommon in the polyps and control tonsils.

Tonsillar polyps are composed of disorganized connective tissue and lymphatic
channels which can be considered hamartomatous proliferations. However, the lymphoid
component is possibly reactive due to its relationship with the HEVs. The highly
differentiated phenotype of the HEVs and their complex biology are not in agreement with

what would be expected for a component of hamartomatous nature.
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INTRODUCTION

Tonsillar polyps are uncommon nonneoplastic lesions, which may clinically be
mistaken for malignant neoplasms (Kardon et al., 2000). They are composed of variable
amounts of different tissues, and in the literature, these lesions have been variously referred
to as lymphoid, lymphangiomatous, lymphangiectatic fibrous or only fibrous polyps (Kardon
et al., 2000; Pilch, 2007; Barreto et al., 2007; Wenig, 2008). Recently, we have shown that
lymphoid polyps are clinically comparable to the reported ones with non-lymphoid tissue
predominance, i.e. those composed mainly of connective tissue and/ or dilated lymphatic
vessels (Kardon et al., 2000; Barreto et al., 2007). Both types are unilateral and affect mainly
young individuals. Apparently they are not preceded by a predisposing factor and are
successfully treated by complete excision.

Regarding the pathogenesis of tonsillar polyps, two hypotheses have been proposed:
a) hamartomatous overgrowth of tonsillar tissues (the most accepted origin) and b) chronic
inflammatory hyperplasia resulting in irreversible obstruction of the lymphatics vessels and
lymphangiectasia (Hiraide et al., 1985; Heffner, 1987; Kardon et al., 2000; Pilch, 2007;
Barreto et al., 2007). However, to date both hypotheses have been based either on
histological observations only or on immunohistochemical findings, in which the vascular
component of the polyps was not fully explored. The vascular system of the tonsils is
complex and includes highly specialized structures involved in lymphocyte homing into
lymphoid tissues, such as the high endothelial venules (HEV) (Perry and Whyte, 1998; Van
Kempen et al., 2000). Therefore, whether the immunoprofile of the vascular component of
the tonsillar polyps presents a parallel with that of the tonsils is a question yet to be verified.
Furthermore, despite connective tissue being a prominent component of the tonsillar polyps,

no data are available on its composition. The connective tissue is comprised of a large
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number of elements with varying structural and cell regulatory functions (Mutsaers et al.,
1997). Some are ubiquitously distributed whereas others, such as tenascin and
myofibroblasts, are mainly associated with tissue remodeling (Chiquet-Ehrismann and
Chiquet,2003; Midwood et al, 2004; Desmouliere et al., 2005). Remodeling of the
extracellular matrix would be worth investigating due to its potential involvement in the
formation of tonsillar polyps.

In order to broaden our understanding of the pathogenesis of tonsillar polyps, in a
series of lesions containing variable amounts of different tissues we: a) performed a
morphometric study of the vascular component using antibodies specific for blood and
lymphatic vessels, and b) verified the location and abundance of a set of molecules of the
extracellular matrix. In addition, we compared the findings with those in control tonsils
(without polyps) and, in six cases, we studied the polyp along with the parent tonsil.
MATERIAL AND METHODS

The present study was approved by the Committee of Ethics of the University of
Campinas, Brazil and was performed in 14 tonsillar polyps and 26 palatine tonsils removed
for non-neoplastic reasons (control tonsils). The cases, which were diagnosed between 1983
and 2008, were retrieved from the files of the Department of Pathology of the University of
Campinas. Demographic and clinical information was collected from review of the patients’
medical records. The group of tonsillar polyps included 9 men and 5 women, average age 29
(9 - 53 years), average size of the lesion 1.5 cm (range 0.6 to 4.0 cm) and all were described
as polypoid masses arising from the surface of the tonsil. The control tonsils were from
patients between 08 and 55 years of age (mean 25.3 years). All polyps were reviewed by two

pathologists (AA and IB) using 5S5um sections obtained from formalin-fixed paraffin
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embedded samples and routinely stained with hematoxylin-eosin.

Immunohistochemistry

One paraffin block from each case was chosen for the immunohistochemical study.
The following antibodies (Table 1) were used: CD34 for blood vessels and HEVs (Perry et
al, 1992; Fox and Harris, 2004), CDI105 for HEVs (Dagdeviren et al., 1998), D2-40 for

lymphatic vessels (Evangelou et al., 2005), Ki-67 for proliferating endothelial cells, o-

smooth-muscle actin (a-SMA) for myofibroblasts (Tomasek etal., 2002), and collagens I and
III, fibronectin and tenascin-C for proteins of the extracellular matrix.

Single-staining for CD34, CD105, D2-40, a-SMA, collagens I and III, fibronectin
and tenascin-C were carried out using the EnVision System (DAKO, Denmark). Briefly,
Sum sections from each paraffin block were deparaffinized, hydrated and endogenous
peroxidase activity was quenched by immersion of the slides in 3% hydrogen peroxide. The
antigen retrieval (AR) was achieved by boiling them in a steamer immersed in citrate buffer
(pH: 6.0) except for CD105. For this antibody AR was performed using 0.4% pepsin for 30
minutes (Table 1). Only the sections for CD 105 were incubated at 37° C with protein block
serum free (code x0909, Dako, SA, Denmark) for 30 minutes. Subsequently, for all
antibodies the sections were incubated overnight at 4°C with the primary antibody and
afterwards with the EnVision polymer HRP and Envision+ (code K1491, DAKO, SA,
Denmark) for 1h at 37°C. Sections were stained for Smin at 37°C with 3.3°-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) and counter-stained with hematoxylin. Negative

controls were run by omitting primary antibodies.
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Double-labelling immunohistochemical staining (EnVision doublestain, code K1395,
Dakopatts S/A, Denmark) was performed for Ki67/ D2-40. Briefly, anti-Ki67 was applied
after antigen retrieval using Tris-EDTA buffer (pH: 8.9) and incubated overnight at 4°C;
detection was achieved using the EnVision polymer HRP and DAB to visualize the binding
of the first antibody. The sections were then incubated with a second antibody against D2-40
at 4°C overnight. EnVision polymer linked to alkaline phosphatase and fast red as a substrate
chromogen system were used to complete the second immunostaining.

Microvessel Density (MVD) and Microvessel Area (MVA) Assessments for CD34 and
for D2-40

The most vascularized areas at low power magnification (hotspots) within each polyp
and control tonsil (interfollicular lymphoid tissue) were chosen for quantitative analysis. In
the hotspots areas, three digital images per case were obtained using a CCD camera adapted
to an Olympus CX30 microscope (X40 objective, 0.44 mm field diameter) and analyzed with
Imagelab analysis software (version 2.4), which allows manual segmentation of target areas
(vessels). MVD for CD 34 as well as for D2-40 was considered the mean number of
microvessels. MV A was the area occupied by microvessels per unit area of the polyp or of
the interfollicular lymphoid tissue of the control tonsil, i.e. that correspondent to one field
using the X40 objective - 0.152 mm2. Lymphatic endothelial proliferation was assessed by
counting the number of Ki-67 positive lymphatic endothelial cells per lymphatic vessel.
Statistical Analysis

Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney U test were used for comparison of the
variables between the different groups as appropriate. Data were presented as mean + SD,
and the results with p< 0.05 were considered significant. All the statistical procedures were

performed using the statistical analysis was performed with SPSS software for Windows,
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version 12.0 (SPSS® Inc. Illinois, USA).

RESULTS

The tonsillar polyps were classified according to the amount of the lymphoid
component, < or > 80% of the lesion, in non-lymphoid and lymphoid types, respectively
(Barreto et al, 2007). Both types of polyps were covered by squamous epithelium and
contained varying amounts of connective tissue and vessels (Fig 1). In the non-lymphoid
polyps, the few lymphoid nodules were usually located in the periphery of the lesion and
some of them contained small germinal centers. Adipose tissue was found only in this type
of polyp (usually in small quantity). The lymphoid polyps showed frequent follicles with
germinal centers of variable size, short crypts lined by lymphoepithelium and small amount
of connective tissue and vessels, which were located in the central portion of the lesion.
Vascular component

The table 2 shows MVD and MVA for CD34 and D2-40 in the tonsillar polyps and
control tonsils. In lymphoid and non-lymphoid polyps, the number of blood vessels and
lymphatics and the blood vascular area did not differ significantly from those of control
tonsils whereas the lymphatic vascular area was significantly increased. In only one case (a
non-lymphoid polyp) dual immunohistochemistry using D2-40 and the cell proliferation
marker Ki-67 revealed the existence of rare proliferating lymphatic endothelial cells.

In the control tonsils, CD34 and CD105 positive vessels with morphological
appearance of HEVs were numerous and located in interfollicular and lymphoepithelial areas
(Fig 2A and B). In the tonsillar polyps, HEVs were always related to the lymphoid tissue.
They were frequent in the lymphoid polyps (Fig. 2C, D), although less numerous than in the

control tonsils, and rare in the non-lymphoid ones (Fig. 2 E, F).

165



Expressions of fibronectin, collagens I and III and tenascin

Fibronectin: in the control tonsils, this protein was found in large amount in the
connective tissue of the septa and capsule (Fig. 3A) and in the vascular walls, particularly in
the blood vessels, including capillaries and HEVs. In the septa and capsule, fibronectin
fibrils were arranged in an organized fashion, i.e., in bundles. Some small foci were also
found underneath the epithelium covering the tonsillar surface or crypts. In these two
regions, the foci were encountered mainly in areas with loss of the lymphoepithelium pattern.
In the polyps, no expression of fibronectin or low amounts of the protein was found,
particularly in the non-lymphoid ones (Fig 3B, C). The fibronectin fibrils were arranged in a
disorganized fashion in all lesions and this alteration was more evident in the non-lymphoid
polyps.

Tenascin: only discrete foci of this protein were found in the control tonsils as well as
in the polyps. Tenascin positive foci were usually located underneath the squamous
epithelium that covered the polyps or underneath the altered crypt epithelium, i.e. without the
lymphoepithelial characteristics (Fig. 3D, E, F). In some cases, the reticular fibers of the
lymphoid tissue of the tonsils expressed tenascin in small areas.

Collagens I and III: these proteins were found in larger amounts in the control tonsils
(Fig. 4A, B) than in the polyps (Fig. 4B, C, E, F) and presented patterns of distribution and
organization similar to that of fibronectin. In the control tonsils, collagen I and III fibers were
arranged in bundles in the septa and capsule whereas in the polyps they were distributed in a
disorganized fashion.

Mpyofibroblasts: few a-SMA positive cells were found in the septa of the control

tonsils and in the connective tissue of the polyps.
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DISCUSSION

The tonsils are lymphoepithelial organs capable of a variety of complex
immunological functions which are initiated in specialized compartments, namely crypt
epithelium (lymphoepithelium), lymphoid follicles and extrafollicular region (Perry and
Whyte, 1998). In the blood vascular system of the tonsils, HEVs are the structures that
control lymphocyte recruitment from the blood (Perry and Whyte, 1998). A cascade of
adhesive interactions between circulating lymphocytes and the specialized endothelial cells
of the HEVs mediate lymphocyte homing in both interfollicular and lymphoepithelial areas
(Van Kempen et al., 2000). Besides CD34 and ICAM-1 (expressed on the HEV endothelium
and involved in the lymphocyte trafficking), CD105 also presents a distinctly stronger
staining pattern in these structures (Perry et al., 1992; Perry and Whyte, 1998; Dagdeviren et
al., 1998). Regarding the lymphatic system, in contrast to lymph nodes which depend on
antigenic delivery through afferent lymphatics, the tonsils possess only efferent lymphatics
(Perry and Whyte, 1998; Van Kempen et al., 2000).

In the current series, we showed that, regardless of the morphological appearance of
the tonsillar polyps, lymphatic vascular area but not the number of lymph vessels was
increased in the majority of lesions when compared with control tonsils. Therefore, tonsillar
lymphangectatic polyp can be considered the most adequate term for these lesions, even for
those referred to as lymphoid polyps (>80% composed of lymphoid tissue) (Barreto et al,
2007). Furthermore, our results suggest that the lymphoid tissue of the polyps is possibly
reactive due to its relationship with the HEVs, which seem to have their functions preserved
and, consequently, supporting the lymphocyte recruitment into the lesion.

It is believed that postcapillary venules differentiate from primitive capillaries in
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response to steady, slow blood flow and low pressure and that the local environment plays a
critical role to maintain all of the specialized features of the HEVs (Thurston et al., 2000;
Lacorre et al., 2004). A great body of evidence suggests that cytokines produced locally,
extracellular matrix proteins surrounding the high endothelial cells and interdigitating
dendritic cells are involved in the induction and maintenance of the specialized HEV
phenotype (Girard and Springer, 1995). By definition, hamartomas are disorganized
proliferations of tissues indigenous to the area in which they arise (Stricker and Kumar,
2010). Therefore, the highly differentiated phenotype of the HEVs and their complex biology
are not in agreement with what would be expected for a component of hamartomatous
nature. Furthermore, our previous findings in lymphoid polyps showing that the lymphoid
component of the polyps maintains an architectural pattern and cellular composition similar
to those of the palatine tonsil (Barreto et al, 2007), reinforce our current assumption that this
tissue represents reactive proliferation.

The dilated appearance of the lymphatic channels along with the fact that tonsils
possess only efferent lymph vessels led us to verify the hypothesis whether inflammatory
hyperplasia with obstruction of lymphatic channels could be a contributing factor for the
polyp formation (Hiraide et al., 1985). Nevertheless, no evidence of lymphatic obstruction
was found in the polyps or in the tonsils removed along with the lesion. In addition,
myofibroblasts and tenascin-C were not detected in significant quantities as it would be
expected of a tissue that had underwent remodeling associated to inflammatory hyperplasia
(Desmouliere et al., 2005; Chiquet-Ehrismann, 2004). The small foci of tenascin-C
expression found in the polyps as well as in the tonsils were located in areas in which it is
expected some degree of tissue remodeling due to traumatism (underneath the squamous

epithelium which covers the polyps) or ordinary infection of the tonsils (underneath the
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damaged crypt epithelium). Taken together these findings suggest that the dilated channels in
the tonsillar polyps are results of disorganized overgrowth of lymphatic vessels rather than
consequence of a chronic obstruction to the lymphatic flow.

In the current study, we also compared the expression of proteins of the extracellular
matrix between tonsillar polyps and palatine tonsils. Collagens I and III and fibronectin
participate in tissue architecture and are ubiquitously distributed (Mutsaers et al., 1997). In
terms of function, the deposition of extracellular matrix fibronectin fibrils is important in
regulating the organization and maintenance of type I and III collagen fibrils (Sottile and
Hocking, 2002). In the tonsils, we found deposition of these three proteins in large amounts
and arranged in an organized fashion in the tonsillar septa and capsule. In the tonsillar
polyps, fibronectin and collagens I and III presented a disorganized pattern of distribution
reinforcing the hamartomatous nature of this component. Furthermore, despite the fact that in
the literature some tonsillar polyps have been termed fibrous polyps (Nayak et al., 1993; Sah
et al., 2000), in our series the expression of fibrillar proteins in the polyps, such as collagens
I and III and fibronectin, was markedly low. This finding was observed even in the lesions
composed predominantly of connective tissue or in those that formed a continuum with the
tonsillar septum. Taken together our results suggest that the connective tissue of the polyps
presents modifications of the extracellular matrix regarding organization as well as
composition. The extracellular matrix is an important substrate for tissues morphogenesis,
imparting instructive signals for cell proliferation, migration and differentiation (Mutsaers et
al., 1997; Jones and Jones, 2000; Sottile and Hocking, 2002). Therefore, it would be
reasonable to hypothesize that alteration of the matrix extracellular may be an important
event in the pathogenesis of the tonsillar polyps.

In conclusion, the tonsillar polyps are .lymphangiectatic lesions where the lymphoid
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tissue is reactive and closely associated with the hamartomatous proliferation of the
connective tissue and lymphatic channels.
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LEGENDS

Figure 1: Lymphoid (A) and non-lymphoid (B, C) polyps. Note the non-lymphoid polyp
along with the parent tonsil (C) (hematoxylin & eosin, original magnification X5, X3, X3,

respectively).
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Figure 2: CD105 positive HEVs amid lymphoid tissue in tonsil (A, B) and lymphoid (C, D)
and non-lymphoid (E, F) polyps (immunohistochemistry, original magnification A and E

X100, C X200, B, D, F X400).
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Figure 3: Expressions of fibronectin (A, B, C) and tenascin-C (D, E, F) in tonsils (A, D) and

lymphoid (B, E) and non-lymphoid polyps (C, F). Note low or no expression of these
proteins in the polyps (immunohistochemistry, original magnification A, B, C, D, E X100, F

X400).
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Figure 4: Expressions of collagens I (A, B, C) and III (D, E, F) in tonsils (A, D) and

lymphoid (B, E) and non-lymphoid polyps (C, F). Note low or no expression of these
proteins in the polyps (immunohistochemistry, original magnification A, B, D X100, E and F

X200, C X400).
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Table 1. Details of the antibodies used for immunohistochemistry

Specificity Clone Isotvpe Dilution Source Buffer
CD34 QBEnd IgG1 1:50 DAKO* Citrate
CD105 SM6h IeG 1:10 DAKO* Pepsin
D2-40 D2-40 IzGl 1:200 DAKO* Tris-EDTA
Ki-67 MIB-1 IgG1 1:150 DAKO* Tris-EDTA
g-5MA 1A4 IgG2 1:200 DAKO* Citrate
Collagen I Polyclonal IeG 1:75 Biogenesis® Pepsin
Collagen III 4B11.1 IzGl 1:300 Chemicon® Pepsin
Tenascin-C T2H5 I2Gl 1:300 NeoMarkers# Pepsin
Fibronectin Polveclonal Iz 1:1700 DAKO* Pepsin

* Dako Corporation Glostrup, Dinamarca; € Biogenesis, Poole, UK; & Chemicon,

Millipore Corporate, USA; # NeoMarkers, Thermo Scientific, USA.
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Table 2. MVD and MVA in tonsillar polyps and control tonsils.

MAVD MVA
Group {mean = SD) {mean + SD))

CD34 D240 CD34 D240

Lyvmphoid polyps 8.38+354 5244125 4702212 7.65+4.19*

Non-lyvmphoeid polvps 6.10£292 371037 922=855 11.649.19%

Control tonsils

{(lvinphoid area) 10153507 517£244 6752602 3.03£1.76

p
(Kruskal-Wallis test)

p=0083  p=0057 p=0554  p=0.001

* Mann-Whitney test | p=0.002; # Mann-Whitney test. p= 0.004
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