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RESUMO

O xantogranuloma juvenil (JXG) é a forma mais comum de histiocitose de células nao
Langerhans na infancia. Embora as lesGes cutaneas sejam comuns, o envolvimento
da mucosa oral € extremamente raro. Alguns estudos investigaram a base genética
do JXG cutaneo e extracutaneo. No entanto, ndo ha dados disponiveis para o JXG
oral. Disturbios histiociticos tém sido associados a mutacfes da via proteina quinase
ativada por mitogénio (MAPK) de ativacéo, incluindo o relato de BRAF V600E em JXG
de locais extracutaneos. No presente estudo, as caracteristicas clinicopatoldgicas e
imuno-histoquimicas de cinco novos casos de JXG oral foram avaliadas em conjunto
com uma revisdo da literatura. Além disso, investigamos a ocorréncia da mutacao
BRAF V600E nas amostras. Cinco JXG orais foram recuperados em dois servicos de
patologia oral no Brasil. Os dados clinicos e demograficos foram coletados dos
prontuarios meédicos. Foram realizadas analises clinicopatolégicas e imuno-
histoquimicas. O status do BRAF V600E foi determinado com Reagédo em Cadeia da
Polimerase (PCR) alelo-especifico com uso de uma Sonda Tagman. A série foi
composta por 2 homens (40,0%) e 3 mulheres (60,0%), com média de idade de 38,8
+ 22,9 anos (variacdo: 13—-68 anos) e proporcédo de mulheres para homens de 1,5: 1.
A mucosa jugal (n = 3, 40,0%) foi a localizagdo mais comum. Clinicamente, as lesdes
apresentavam-se como nodulos normocrémicos ou amarelados assintomaticos
medindode 1,0a2,5cm (1,7 £ 0,6). Nenhum caso apresentou lesdes cutaneas. Todos
os casos foram excisados cirurgicamente. Morfologicamente, a maioria dos casos (n
= 4, 80,0%) apresentou caracteristicas histolégicas classicas de JXG com células
histiociticas positivas para CD68, CD163 e fator Xllla. Considerando o status do
BRAF, o BRAF V600E néo foi detectado nos casos testados. Esta € a primeira e maior
série publicada afetando adultos e uma populacéo brasileira. A patogénese molecular
do JXG oral permanece desconhecida.

Palavras-chave: Histiocitose. Histiocitose de células ndo langerhans.
Xantogranuloma juvenil. Cavidade oral. Braf v600e. Mutacéo.



ABSTRACT

Oral juvenile xanthogranuloma: a clinicopathological, immunohistochemical
and BRAF V600E study of five new cases, with literature review

Juvenile xanthogranuloma (JXG) is the most common form of non-Langerhans cell
histiocytosis in childhood. Although cutaneous lesions are common, oral mucosa
involvement is exceedingly rare. Some studies investigated the genetic basis of
cutaneous and extracutaneous JXG, however, no data is available for oral JXG.
Histiocytic disorders have been associated with activating MAPK pathway mutations,
including the report of BRAF V600E in JXG extracutaneous sites. Herein the
clinicopathological and immunohistochemical features of five new cases of oral JXG
were evaluated in conjunction with a literature review. Also, we assessed the BRAF
V600E mutation in oral samples. Five oral JXG were retrieved from two oral pathology
services in Brazil. Clinical and demographic data were collected from medical records.
Clinicopathological and immunohistochemical analyses were performed. The BRAF
V600E status was determined with TagMan allele-specific qPCR. The series
comprised of2 men (40.0%) and 3 women (60.0%), with a mean age of 38.8 £ 22.9
years (range: 13—-68 years) and a 1.5:1 female-to-male ratio. The buccal mucosa (n =
3, 40.0%) was the most common location. Clinically, lesions appeared as a
normochromic or yellowish asymptomatic nodules measuring from 1.0 to 2.5 cm (1.7
+ 0.6). No cases presented cutaneous lesions. All cases were surgically excised.
Morphologically, most cases (n = 4, 80.0%) presented classical histological features of
JXG with histiocytic cells positive for CD68, CD163, and factor Xllla. Considering the
BRAF status, BRAF V600E was not detected in the cases tested. This is the first and
largest series published affecting adults and a Brazilian population. Molecular
pathogenesis of oral JXG remains unknown.

Keywords: Juvenile xanthogranuloma. Non-Langerhans cell histiocytosis. Histiocytic
disorders. Oral cavity. Braf v600e. Mutation.
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1 INTRODUCAO

As histiocitoses constituem um amplo grupo de desordens proliferativas que
consistem em acumulo de células dendriticas e macrofagos em varios tecidos e
orgaos de criancas e adultos. Com base no imunofenétipo da célula da lesdo as
histiocitoses podem ser chamadas do tipo histiocitose de células de Langerhans
(histiocitoses LCH) e as histiocitoses de células ndo-Langerhans (ndo-LCH). Entre a
maior parte das ndo-LCH estdo as que compdem a familia Xantogranuloma Juvenil
(JXG) e ndo atendem ao imunofendtipo das células de Langerhans, ou seja,
expressao de CD1a, S-100 e deteccdo de granulos de Birbeck (LUDER et al., 2018;
WEITZMAN E JAFFE, 2005). Ha um pequeno numero cujo imunofenétipo ndo se
engquadra entre as LCH e nem entre as ndo-LCH da familia JXG. O JXG é a forma
mais comum de ndo-LCH da infancia, que ocorre principalmente em bebés e criancas
normolipémicos, raramente afetando adultos (LUDER et al.,, 2018; WEITZMAN E
JAFFE, 2005).

Casos de JXG afetando a cavidade oral sdo bastante raros (ISRAEL, CARLOS
E PIRES, 2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018), havendo menos de 40 casos
relatados na literatura de lingua inglesa até o momento (SANCHEZ-ROMERO et al.,
2018).

Morfologicamente, o JXG cutaneo e extracutaneo € caracterizado pela
presenca de numerosos histiocitos espumosos exibindo varios graus de vacuolizagédo
citoplasmatica e ocasionais células gigantes multinucleadas do tipo Touton, uma
caracteristica do JXG (BATISTA et al.,, 2012; CONSOLARO et al., 2009; ISRAEL,
CARLOS E PIRES, 2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). Algumas variacdes
microscoépicas do JXG em boca foram descritas sem relevancia prognostica (BATISTA
et al.,, 2012; FABRIZI E MASSI, 2001; FLAITZ et al., 2002), mas sédo desafios
diagnésticos, inclusive para patologistas experientes (BATISTA et al., 2012;
SANCHEZ-ROMERO et al., 2018).

Quanto a etiologia do JXG, sugere-se que essa entidade tenha uma natureza
reativa nao neoplasica, devido ao comportamento autolimitante (BATISTA et al.,
2012; CONSOLARO et al., 2009), desencadeada a partir de estimulos infecciosos ou
traumaticos desconhecidos, (COHEN et al., 1981; CONSOLARO et al.,, 2009;
FAVARA et al., 1997; FLAITZ et al., 2002; SANGUEZA et al., 1995; ). A patogénese
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molecular do JXG também é pouco compreendida (TECHAVICHIT et al., 2017).
Alguns estudos investigaram as bases genéticas de lesdes de JXG cutaneas e néo
cutaneas. Entretanto, nenhuma informacdo existe sobre as lesGes orais
(CHAKRABORTY et al., 2014; CHAKRABORTY et al., 2017; HAROCHE et al., 2012;
HOYT et al., 2019; PICARSIC et al., 2018; TECHAVICHIT et al., 2017).

Desordens histiociticas tém sido associadas com mutacfes ativadoras na via
MAPK (mitogen-activated protein kinases), incluindo o relato de mutacdo BRAF
V600E em JXG de localizacdo extracutanea (TECHAVICHIT et al., 2017). No entanto,
a ocorréncia da mutacdo BRAF V600E ou de outras no JXG oral é ainda
desconhecida.

Devido a raridade de casos de JXG oral publicados, neste trabalho buscou-se
descrever as caracteristicas clinicopatolégicas e imuno-histoquimicas da presente
série de casos de JXG oral comparando os achados com os casos descritos na
literatura. Além disso, como muta¢des no gene BRAF sdo descritas em desordens
histiociticas, investigou-se também molecularmente, pela primeira vez, a mutacao
BRAF V600E nos casos de JXG oral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histiocitoses e Xantogranuloma Juvenil (JXG)

As histiocitoses representam um grupo amplo e diverso de desordens derivadas
de células dendriticas e macréfagos que afetam varios tecidos e 6rgédos de criangas e
adultos. Mais de 100 subtipos tém sido descritos com uma ampla variedade na
apresentacao clinica e histolégica, mostrando manifestacdo cutanea somente, ou
condicGes que afetam multiplos érgdos. Variam desde condicdes reativas de células
inflamatdrias a proliferacdes clonais neoplasicas (VAISELBUH et al., 2014). Conforme
o tipo de células lesionais que as compdem podem ser identificadas como
histiocitoses LCH, ou n&o-LCH.

Entre as histiocitoses mais comuns estédo a LCH e duas histiocitoses n&o-LCH: a
linfohistiocitose hemofagocitica e a doenca de Rosai Dorfman (VAISELBUH et al.,
2014). O termo "Langerhans" refere-se ao Dr. Paul Langerhans (1847-1888), o
primeiro a descrever as células dendriticas epidérmicas normais, que mais tarde foram
reconhecidas como tendo alguma semelhanca com células dendriticas de lesdes de
histiocitoses de células de Langerhans, embora, inicialmente, essas células tenham
sido consideradas neuronais devido a presenca de processos dentriticos
(VAISELBUH et al., 2014).

A lista de ndo-LCH é extensa, tendo Wetizman e Jaffe (2005) proposto uma forma
mais simples de considera-las com base no imunofenotipo das células da lesdo. Desta
forma, as ndo-LCH que derivam de uma mesma célula precursora, compartilham da
mesma imunofenotipagem. Neste contexto, a maior parte das ndo-LCH compdem a
familia JXG e um pequeno numero parecem ter uma origem celular diferente,
compondo as que ndo fazem parte da familia JXG. Os dois maiores exemplos dessas
desordens que néo preenchem a familia JXG sé&o a doenca de Rosai Dorfman e a
reticulohistiocitose multicéntrica (WEITZMAN E JAFFE, 2005). No grupo das
histiocitoses LCH, espectros clinicos diversos também mostram 0 mesmo
imunofendtipo.

Nas ndo-LCH da familia JXG, as células ndo preenchem o critério diagndstico de
células de Langerhans, isto &, positividade para CD1la, S-100 e CD207 (Langerin) e

deteccgdo por microscopia eletronica dos granulos de Birbeck. As células lesionais da
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maior parte das ndo-LCH possuem um imunofendétipo idéntico, sendo marcadores
como CD68, CD163, CD14 e Fator Xllla positivos; e CD1a, S-100 e CD207 negativos.
Isso aponta que essas células derivam da mesma célula precursora (WEITZMAN E
JAFFE, 2005).

E sugerido que os histiécitos derivam de uma célula tronco CD34 positiva, a qual
se diferencia em células CD14 positiva ou negativa. As células CD14 negativas
formam as células de Langerhans, enquanto que as células CD14 positivas déo
origem a dendrécitos dérmicos/intersticiais ou mondcitos/macrofagos, a depender do
contexto de citocinas liberadas. Em sintese, os histiocitos nas histiocitoses tém como
origem: células dendriticas, como € o caso das células de Langerhans; dendrdcitos
dérmicos/intersticias, exemplo da familia JXG; e aquelas que derivam da linhagem
macrofagica (WEITZMAN E JAFFE, 2005).

A classificacdo das histiocitoses, sejam elas do tipo LCH ou ndo-LCH, é complexa
e envolvem muitos subtipos. Segundo a OMS, a LCH é uma proliferacdo neoplasica
clonal de células dendriticas mieloides que expressam um fendtipo de célula de
Langerhans. A LCH pode ser unifocal ou multifocal dentro de um Unico sistema
(geralmente 6sseo) ou pode afetar multiplos sistemas (WHO classification of tumours
series, 2020). Emile et al. (2016) revisaram e atualizaram a classificagao original de
histiocitose proposta pelo Writing Group of the Histiocyte Society (HS) em 1987
(EMILE et al., 2016; Nenhum autor listado, LANCET, 1987). Na classificacao atual,
essas lesdes sdo divididas em cinco grupos, com base nos achados clinicos,
radiogréaficos, patoldgicos, fenotipico, genéticos e/ou moleculares. Os JXG estdo
incluidos no “grupo C”,caracterizado por manifestacbes cutdneas e/ou mucosas,
podendo haver envolvimento sistémico, e representa a forma mais comum de néo-
LCH (EMILE et al., 2016).

O JXG é definido como uma desordem benigna da infancia, de ocorréncia
predominatemente solitaria cutdnea nos primeiros anos de vida e que usualmente se
resolve espontaneamente. Manifestacbes congénitas sao vistas em 1/3 dos casos;
metade dos casos surgem no primeiro ano de vida e 1/5 entre 6 e 20 anos de idade
(LUDER et al., 2018) . Ha uma forte predile¢cdo por homens e brancos (LUDER et al.,
2018; WEITZMAN E JAFFE, 2005). A lesbes cutaneas mostram duas variacdes na
apresentacao clinica, as formas papular e nodular, com lesées medindo até 2 cm de
diametro (LUDER et al., 2018; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). A maioria se

apresenta principalmente como uma lesao cutanea Unica, seguida por um nédulo



15

subcutaneo ou em profundidade nos tecidos moles, com predisposi¢ao para a regido
de cabeca, pescoco e tronco (LUDER et al., 2018; WEITZMAN E JAFF, 2005).
Quando em criangcas com menos de 6 meses de idade, as lesGes tendem a serem
multiplas (WEITZMAN E JAFFE, 2005). O envolvimento extracutdneo, como em
mucosa, € raro, ocorrendo em aproximadamente 4% das criancas e de 5% a 10% nos
adultos (WEITZMAN E JAFFE, 2005). O JXG em adultos € também incomum e
normalmente de manifestacdo solitaria e persistente (EMILE et al.,, 2016). Das
manifestacBes extracutaneas, os olhos sdo o sitio mais frequente (LUDER et al.,
2018), podendo afetar também visceras e raramente a cavidade oral (SANCHEZ-
ROMERO et al., 2018).

Microscopicamente, JXGs cutdneos e extracutdneos s&o noédulos bem
circunscritos compostos por um denso infiltrado de histiécitos com graus lipidicos
variaveis e células gigantes multinucleadas (tipo Touton) com citoplasma espumoso.
As células tipo Touton sdo achados caracteristicos, mas nao exclusivos do JXG, uma
vez que outras ndo-LCH também podem exibi-las (LUDER et al., 2018). Segundo
Chang (1999), as variantes clinicas e histoldgicas incomuns do JXG sé&o: néo lipidica,
intramuscular, subcutaneo, gigante, em forma de placa, liquendide, agrupado,
intraocular e sistémico.

Os achados imuno-histoquimicos do JXG, como previamente mencionado, mostra
que as ceélulas da lesdo ndo preechem os critérios de células do tipo Langerhans,
justificando ser esta uma desordem ndo-LCH.

De natureza benigna, a patogénese do JXG é desconhecida, e essa desordem
vem sendo considerada de natureza reativa, podendo o fator desencadeante ser um
estimulo traumatico ou infeccioso (LUDER et al., 2018; WEITZMAN E JAFFE, 2005).
Pode estar associado a outras doencas como a Neurofibromatose tipo |, leucemia
mielomonocitica juvenil (WEITZMAND E JAFFE, 2005), dentre outras condi¢cfes
(FLAITZ et al., 2002).

Devido a natureza auto-limitante do JXG nédo disseminado, nenhum tratamento
pode ser necessario (LUDER et al., 2018). Na maior parte dos casos as lesdes tendem
a se estabilizarem com o tempo e a regredirem espontaneamente em um periodo de
3 a 6 anos (SANCHEZ-ROMERO et al., 2014). Lesbes cutaneas podem involuir
mantendo uma atrofia residual ou uma cicatriz hiperpigmentada, e quando em adulto,
0 JXG tende a nao involuir espontaneamente (WEITZMAN E JAFFE, 2005).
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O JXG de ocorréncia intraoral é extremamente raro, com menos de 40 casos
relatados (SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). Em contraste com o JXG cutaneo, no
gual a maior parte das lesbes sao diagnosticadas no primeiro ano de vida, menos de
15% dos casos intraorais ocorrem nessa fase (FLAITZ et al., 2002) Assim, o JXG oral
tende a ocorrer em pacientes um pouco mais velhos, com média de idade de 9 anos
(FLAITZ et al.,, 2002). Assim como no JXG cutaneo, a predilecdo por homens se
mantem nos casos orais (FLAITZ et al., 2002).

A ocorréncia concomitante do JXG cuténeo e oral é rara (ISRAEL CARLOS AND
PIRES, 2017), com apenas trés casos relatados (COLLINS et al., 2014; OSSOFF et
al., 1980; SANGUEZA et al., 1995), todos sem envolvimento visceral. Embora o JXG
cutéaneo possa estar associado a outras doencas (CONSOLARO et al., 2009; FLAITZ
et al., 2002; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017; LUDER et al., 2018; WEITZMAN E
JAFFE, 2005), nenhum dos casos envolvendo a cavidade oral foram associados a
gualquer condicdo. Apenas casos isolados mostraram associagdo com O
citomegalovirus (VASCONCELOS et al., 2001).

O JXG oral compartilha semelhancas clinicas com vérias condi¢cdes benignas
comuns (CONSOLARO et al., 2009; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017).

Clinicamente, mostra-se como um noédulo indolor presente em diferentes
localizagbes da mucosa oral (SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). Aproximadamente
90% de todos os casos de JXG oral sdo pequenos nodulos solitarios ndo percebidos
(COLLIE, HARPER E FILLMAN, 2021). Embora as lesbes orais sejam geralmente
pequenas (CONSOLARO et al., 2009; KJIAERHEIM E STOKKE, 1974; OSSOFF et al.,
1980), foram relatados casos superiores a 4 cm na lingua, mucosa jugal e palato (BAIK
et al., 2014; COSTA et al., 2008; DISSANAYAKA et al., 2010). A superficie pode ser
brilhante, transllicida, amarela, avermelhada ou acastanhada e pode apresentar
telangiectasias superficiais (CONSOLARO et al., 2008; FLAITZ et al., 2002).

Microscopicamente, a maioria dos casos de JXG oral apresenta a forma classica
de apresentacdo, com os mesmos achados descritos para as lesfes cutaneas.
Variacdes histologicas como a presenca de histiécitos com aparéncia plasmocitoide,
auséncia ou ocasionais células Touton, bem como a deposi¢do estromal de material
eosinofilico amorfo de aparéncia amiloide ja foram reportadas nas lesdes intraorais
(FLAITZ et al.,, 2002). A presenca de uma populacdo monomoérfica de pequenas
células com abundante citoplasma granular ou vacuolado foi também descrita
(FABRIZI E MASSI, 2001). Batista et al. (2012), reportou a ocorréncia no labio inferior
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da variante “nao lipidica”, com um infiltrado histiocitico mostrando relativa auséncia de
células inflamatorias, de histiécitos espumosos, de células Touton e presenca de alto
indice mitético. O diagnodstico diferencial morfolégico da variante classica inclui
fenbmenos de extravasamento de muco com macréfagos vacuolados abundantes,
reacoes de corpo estranho, xantoma verruciforme (ISRAEL, CARLOS E PIRES,
2017) e LCH (ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018).
A historia clinica e a andlise histoldgica cuidadosa séo suficientes para excluir a maior
parte desses diagndsticos diferenciais. No entanto, a exclusdo da LCH pode exigir a
analise imuno-histoquimica, conforme descrito anteriormente para as lesées de JXG
cutdneas. Ao contrario do JXG cutaneo, as lesdes orais ndo regridem
espontaneamente (CONSOLARO et al., 2009; ISRAEL CARLOS E PIRES, 2017;
LUDER et al., 2018; WEITZMAN et al., 2005). Portanto, € necessaria a remoc¢ao
cirdrgica das lesbGes orais, mesmo daquelas que apresentem um comportamento
clinico indolente. (CONSOLARO et al., 2009; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017). A
taxa de recorréncia das lesdes orais mostra-se relacionada a excisdo cirdrgica

incompleta.

2.2 Mutacao BRAF V600E

Avancos na tecnologia do sequenciamento do DNA permitiram tracar o perfil
molecular de células CD1la positivas extraidas de lesdes de histiocitoses LCH e
descobriu-se que mutagbes BRAF V600E estavam presentes na maioria das lesdes
(VAISELBUH et al., 2014). O termo BRAF V600E refere-se a uma transverséao de
timina para adenina no nucleotideo 1799, levando a uma substituicdo de valina por
acido glutamico no cdédon 600 (V600E) uma mutacdo que leva a uma ativacao
constitutiva do tipo dowstream na via de sinalizacdo MAPK (mitogen activated protein
kinase). A via MAPK é um sistema de sinalizacao intracelular que controla processos
celulares fundamentais como proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose
(KOLCH, 2000).

Como mutagdes pontuais BRAF V600E estéo presentes na maioria das lesbes de
LCH, com uma frequéncia variando de 38% a 57% (BADALIAN-VERY et al., 2010;
HAROCHE et al., 2012; KANSAL et al., 2013; SAHM et al., 2012; SATOH et al, 2012),
estudos subsequentes investigaram se esta mutacdo estava também presente em
outros subtipos de histiocitoses (CHAKRABORTY et al., 2014; CHAKRABORTY et al.,
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2017; HAROCHE et al.,, 2012; HOYT et al, 2019; PICARSIC et al.,, 2019;
TECHAVICHIT et al., 2017).

MutagOes ativadoras da via MAPK, incluindo a mutacdo BRAF V600E, foram
encontradas em alta frequéncia (54%) em uma histiocitose do tipo ndo-LCH, a doenca
de Erdheim—Chester (HAROCHE et al., 2012). Em estudos mais recentes,
dependendo da técnica usada, a frequéncia da mutacao variou entre 57% e 75% na
doenca de Erdheim—Chester (HAROCHE E ABLA, 2015). Alguns trabalhos chamam
a atencdo para a similaridade histiolégica e fenétipo imuno-histoquimico do JXG a
doenca de Erdheim—Chester (HAROCHE E ABLA, 2015). Entretanto, por meio do
sequenciamento do exoma de 4 amostras cutaneas de JXG, nenhuma mutacdo no
BRAF foi identificada em JXG, embora muta¢cdes somaticas em outros genes tenham
sido encontradas no JXG (CHAKRABORTY et al., 2014). Chakraborty et al. (2017),
também por sequenciamento do exoma, reportou a ocorréncia de mutacdo em outro
gene da via MAPK, o MAPK1 em uma forma disseminada e agressiva do JXG
(CHAKRABORTY et al., 2017). Picarsic et al., (2019) também né&o reportou a mutacao
BRAF V600E em casos cutaneos, porém descreveu mutacdes em outros genes da
via MAPK (PICARSIC et al., 2019a). Por outro lado, dois pacientes com lesdes
histiociticas multifocais com caracteristicas mistas de LCH e JXG mostraram a
presenca da mutacdo BRAF V600E (CHAKRABORTY et al., 2014). Além disso, o
estudo de Techavichit et al. (2017) reportou a ocorréncia da mutacdo BRAF V600E
em 3/3 pacientes pediatricos com JXG extracutaneo, localizados no sistema nervoso
central (TECHAVICHIT et al., 2017). Posteriormente, um estudo também encontrou a
mutacdo em casos familiais de JXG do sistema nervoso central (PICARSIC et al.,
2019b). Considerando o JXG de pele, essa mutacdo ndo havia sido reportada em
casos cutaneos, entretanto, Bellinato et al. (2019) descreveu em um paciente do sexo
masculino de 13 anos a ocorréncia de BRAF V600E, embora seja importante
considerar que esse paciente tinha o historico de ter tratado 10 anos antes de uma
LCH BRAF V600E-positiva (BELLINATO et al., 2019).

Os resultados dos estudos acima, embora conflitantes, apontam para uma
possivel participacdo de genes da via MAPK na patogénese do JXG e demonstram a
auséncia de estudos moleculares envolvendo o JXG oral, possivemente pela sua
raridade. A patogénese molecular do JXG permanece pouco compreendida e ndo se
sabe até o0 momento se ha a ocorréncia da mutacdo BRAF V600E, ou de outras

mutacdes, em genes da via MAPK ou em outras vias, em casos de JXG orais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar um estudo clinicopatolégico, imuno-histoquimico e molecular do JXG oral.

3.2 Objetivos especificos

a) Descrever achados clinicopatolégicos, imuno-histoquimicos e molecular de 5
casos de JXG oral;

b) Comparar os aspectos clinicopatolégicos e imuno-histoquimicos dos 5 casos
de JXG oral com os casos publicados na literatura;

c) Investigar a ocorréncia da mutacdo BRAF V600E nos 5 casos de JXG oral.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG) identificado pelo CAAE 44358821.4.0000.5149
e aprovado sob o parecer 4.743.239, conforme documento apresentado no Anexo A.

4.2 Amostra

Foi feita uma buscade casos de arquivo com o diagnéstico de JXG oral fixadas
em formol e incluidas em parafina, armazenados em Laboratérios de Patologia Bucal
de duas Instituicdes: da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas
Gerais e da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As amostras de JXG oral que
dispunham de bloco e laminas foram entéo incluidas nos estudos clinicopatolégico,

imuno-histoquimico e molecular descritos abaixo.

4.3 Estudo clinicopatoldgico e imuno-histoquimico

Todos os casos de JXG oral encontrados nos arquivos que possuiam blocos
de parafina e laminas disponiveis foram incluidos. Todos esses casos tiveram o0
diagndstico revisado por patologista bucal, por meio de andlises das laminas coradas
em hematoxilina-eosina, bem como das laminas imuno-histoquimicas arquivadas.
Sexo, idade, raca, tamanho, localizacdo, apresentacdo clinica, descricdo
macroscopica, presenca de recidiva foram extraidos das fichas clinicas de bidpsia
armazenadas. Foram excluidos os casos que ndo tiveram lamina e/ou bloco
encontrados, bem como os casos cujo bloco de parafina nédo tinha tecido suficiente
para a extracdo do DNA.

Em um segundo momento, foi feita uma reviséo literaria de artigos em lingua
inglesa, que relatassem casos de JXG oral. Os dados obtidos foram compilados e
analisados de forma descritiva.

As reacdes de imuno-histoquimica das laminas arquivadas foram realizadas

pela técnica do complexo estreptavidina-biotina peroxidase em tecido fixado em
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formalina e embebido em parafina, usando protocolos-padrdo para 0s seguintes
anticorpos: CD68 (clone PG-M1, diluicdo 1: 500), CD163 (clone PG-M, diluicdo 1:
500), fator Xllla (clone E980.1, diluicdo 1: 300), CD10 (clone 56C6, diluicao 1: 500),
proteina S-100 (policlonal, diluicdo 1: 10000) e Ki-67 (clone MIB1 , diluicdo 1: 100).
Todos os anticorpos foram obtidos da Dako (Glostrup, Dinamarca). Controles positivos

internos e controles negativos foram considerados em todas as reacoes.

4.4 Estudo molecular da mutagédo BRAF V600E

4.4.1 Extracdo do DNA

Os blocos de parafina foram utilizados para obtencéo de 8 cortes de 8 um de
espessura em microtomo e os cortes foram armazenados em tubo eppendorf, 0 DNA
gendmico (gDNA) foi extraido das amostras utilizando o QIAamp DNA FFPE Tissue
kit (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As
amostras foram desparafinizadas utilizando xilol e digeridas com proteinase K
(QIAGEN, Hilden, Germany) a 56°C. O gDNA foi isolado conforme recomendacgdes do

fabricante do kit.

4.4.2 Analise de pureza e concentracdo do DNA

O gDNA foi quantificado e a pureza foi analisada por meio do espectrofotémetro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Para a andlise da
pureza foram consideradas a razao de absorbancia 260/280 de aproximadamente 1,8
e a razao 260/230 entre 1,8 e 2,2.

4.4.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) quantitativo alelo especifico

Apés a extracdo e quantificacdo do DNA, as amostras foram submetidas a
reacdo de PCR quantitativo alelo especifico para investigacdo da mutacdo BRAF
V600E com as sondas Tagman BRAF_476 _mu e BRAF_rf (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) para detectar a transversdo T > A na posi¢do ¢.1799, como

detectado previamente (Pereira et al., 2016). Os dados contendo os valores de ciclo
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threshold (CT) foram importados para o software Tagman Mutation Detector (Life

Technologies).
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados do estudo clinicopatolégico e imuno-histoquimico

No presente estudo, cinco casos de JXG oral foram recuperados dos arquivos
dos Laboratorios de Patologia Bucal pesquisados, sendo 01 caso da UFMG e 04 da
UFRJ. Os achados clinicos da presente série e de casos publicados anteriormente na
literatura inglesa estdo resumidos na TABELA 1. As FIGURAS 1 E 2 ilustram os
principais achados clinicopatolégicos na presente série oral de JXG.

A série atual foi composta por trés mulheres (60,0%) e dois homens (40,0%),
com média de idade de 38,8 + 22,9 anos (variacdo: 13—68 anos) e proporcdo de
mulheres para homens de 1,5:1. A maioria dos pacientes era caucasiana (n = 3,
50,0%). A mucosa jugal foi o local mais acometido (n = 3 casos; 60,0%), seguido da
lingua (n = 1, 20,0%) e labio (n = 1, 20,0%).

Todos o0s casos apresentavam-se clinicamente como ndédulos sésseis
solitarios, bem circunscritos, com superficie lisa de duracéo variando de 1 a 12 meses
(média: 5,5 + 5,4 meses), medindo de 1,0 a 2,5 cm (média de 1,7 cm, DP 0,6). A cor
variou entre normocromica (n = 2, 50,0%), avermelhada (n = 1, 25,0%) e amarela (n
=1, 25,0%) (FIGURAS 1A E 2A). Trés pacientes eram assintomaticos (60,0%) e a dor
foi referida por dois pacientes (40,0%). Lesdes cutaneas estavam ausentes em todos
os pacientes. O diagndstico clinico incluiu lipoma, adenoma pleomoérfico e fibroma
traumatico. Todas as lesdes foram tratadas por meio de excisdo cirdrgica
conservadora.

O exame macroscopico de JXG oral incluiu fragmentos de tecido mole bem
definidos de coloragdo amarelada a acastanhada, de consisténcia firme, com
superficies lisas de corte cinza-amarelado (FIGURAS 1B, 1C, 2B, 2C).
Morfologicamente, 80% (4/5) apresentavam-se como a forma classica de JXG e eram
caracterizados por uma proliferacéo linfo-histiocitaria difusa ndo encapsulada em um
tecido conjuntivo denso (FIGURA 1D). O componente mononuclear exibia células
fusiformes alongadas com bordas citoplasméticas indistintas e nucleos redondos a
ovoides, contendo cromatina densa e nucléolos pequenos. Células multinucleadas
com nucleos dispostos ao redor de um citoplasma eosinofilico central e citoplasma

espumoso palido na periferia (células gigantes do tipo Touton) também foram



24

observadas (FIGURA 1E). Pequenos linfdcitos, células plasmaticas e eosinéfilos
ocasionais estavam espalhados por toda a lesdo. A necrose esteve ausente em todos
0s casos. Um caso (caso 2) (FIGURA 2) classificado como variante nado lipidica de
JXG apresentava proliferacdo compacta de células mononucleares fusiformes e
epiteliéides em estroma fibroso. As células mononucleares estavam dispostas em um
padrao estoriforme e exibiam citoplasma eosinofilico, nucleo irregular ou redondo com
cromatina vesicular, nucléolos geralmente imperceptiveis ou pequenos e atividade
mitética elevada (FIGURA 2D-E). Além de haver poucas células gigantes
multinucleadas do tipo Touton. Além disso, as areas focais mostraram um fundo com
pequenos linfécitos dispersos, plasmécitos e grupos de histidcitos espumosos e
epitelioides (FIGURA 2F).

Em todos os casos (5/5), as células mononucleares e multinucleadas
expressaram forte e difusa expresséo citoplasmatica para CD68 (FIGURAS 1F e 2G).
Células histiociticas e gigantes tipo Touton (FIGURA 1G) também foram positivas para
CD163 (3/3), enquanto a positividade para CD10 foi restrita ao componente
mononuclear (1/1). A maioria dos casos (4/5) apresentou positividade focal para Fator
Xllla (FIGURA 1H). No entanto, a forma néo lipidica apresentou positividade forte e
difusa para o fator Xllla (FIGURA 2H). Todos os casos foram negativos para proteina
S-100. Na maioria dos casos (4/5), o indice de marcacdo Ki-67 foi baixo (<5%)
(FIGURA 1I); entretanto, o caso 2 (FIGURA 2I) teve uma taxa relativamente maior de
cerca de 25% e 10% nas regifes superficiais e profundas, respectivamente.
Considerando a busca literaria um total de 29 publicagfes relatando 37 casos de JXG
oral foram selecionadas por meio de busca eletronica (ATOW et al., 1995; BAIK et al.,
2014; BATISTA et al.,, 2012; CHEN et al., 2015; CHRISTENSEN, HERTZ E
CHERRICK, 1978; COHEN et al., 1981; COLLINS et al., 2014; CONSOLARO et al.,
2009; COSTA et al., 2008; FABRIZI E MASSI, 2001; FLAITZ et al., 2002; ISRAEL
CARLOS AND PIRES, 2017; KAWASHIRI et al., 1997; KIM et al., 2019; KJAERHEIM
E STOKKE, 1974; KWAN et al., 1996; OSSOFF et al., 1980; PALACIOS et al., 1987;
PATEL, MEECHAN E SOAMES, 1993; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018;
SANGUEZA et al., 1995; SHAPIRO et al., 1999; SHIMOYAMA, HORI E IDE, 2000;
TAGAWA, INUI E MURATA, 1996; TAKEDA et al., 1986; TANYERI, WEISENBERG
E FRIEDMAN, 2000; VASCONCELOS et al., 2001). Os estudos consistiram

principalmente de relatos de caso Unico ou pequenas séries de casos (TABELA 1).
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A TABELA 2 fornece uma viséo geral dos dados relatados na literatura (1974-
2021) e os compara com 0s cinco novos casos relatados no presente estudo. No geral,
de 37 JXG oral, 25 (67,6%) casos ocorreram em homens e 12 (32,4%) em mulheres
(proporcdo homem-mulher: 2,2: 1). A idade média dos individuos afetados foi de 15,2
+ 17,8 anos (variando de 0 meses a 64 anos). Os individuos da primeira e segunda
décadas de vida foram os mais afetados (n = 20, 54,1%; e n = 9, 20,3%,
respectivamente). A maioria dos casos ocorreu ha gengiva (n = 11, 29,8%), seguida
da lingua (n = 10, 27,0%) e palato (n = 8, 21,6%). Outros locais anatémicos incluiram
labios, mucosa jugal, crista alveolar e vestibulo mandibular anterior. A maioria dos
casos se apresentou como nédulos marrom-amarelados (n = 14, 53,9%), muitas vezes
assintoméaticos (n = 22, 88,0%). Apesar disso, a dor foi mencionada em trés casos
(12%). Trés casos (8,1%) apresentaram lesdes cutaneas concomitantes (COLLINS et
al., 2014; OSSOFF et al., 1980; SANGUEZA et al., 1995), e nenhum relatou
envolvimento visceral. O tamanho das lesdes variou de 0,3 a 5,0 cm (maior diametro),
com média de 1,5 cm (DP % 1,3). O tempo de duracao das les@es variou de 3 dias a
24 meses (6,0 £ 5,5). Além disso, um caso congénito foi relatado (Palacios et al.,
1987).

A excisao simples (n = 31) foi o tratamento em todos 0s casos, entretanto, cinco
casos (16,12%) careciam dessa informacao (OSSOFF et al., 1980; COHEN et al.,
1984; SANGUEZA et al., 1995). O tempo de seguimento foi de 21 casos (56,8%), com
média de 25,5 * 22,9 meses (variagdo: 1-84 meses). Quatro casos exibiram
recorréncia (14,8%) (CHRISTENSEN, HERTZ E CHERRICK, 1978; COHEN et al.,
1981; FLAITZ et al., 2002; KAWASHIRI et al., 1997).

Macroscopicamente, seis casos publicados descreveram coloracdo como
branca e amarelada ou marrom-avermelhada (COLLINS et al., 2014; CONSOLARO
et al. , 2009; COSTA et al.,, 2008; KAWASHIRI et al., 1997; TAGAWA, INUI E
MURATA., 1996; TAKEDA et al, 1986). Microscopicamente, a maioria dos JXG orais
(n = 32, 86,5%) apresentou a apresentacao classica. No entanto, 5 casos (13,5%)
relataram variac6es nos achados microscépicos, como auséncia de células gigantes
de Touton, células inflamatdrias e histiocitos espumosos; presenca de uma populacao
monomorfica de células, histiécitos com aparéncia plasmocitoide e areas de atipia
citolégica, niumero elevado de mitose ou com material semelhante a amildide no
estroma (BATISTA et al., 2012; DISSANAYAKA et al. , 2011; FABRIZI E MASSI, 2001;
FLAITZ et al., 2002; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018).
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A maioria dos casos (n = 25, 67,6%) foi submetida a analise imuno-histoquimica com
diferentes anticorpos (por exemplo, pan-citoqueratina, vimentina, proteina S - 100, a
- SMA, LCA, CD1a, FXIlla, CD68, CD68 KP1, CD63, CD163 , CD10, CD34,
antitripsina, anti-quimiotripsina, Ki-67, etc.), usados para confirmar a natureza
histiocitica, diferenciar JXG de seus principais mimetizadores e ilustrar as principais
caracteristicas celulares (BATISTA et al., 2012; CHEN et al., 2015;COLLINS et al.,
2014; CONSOLARO et al., 2009; COSTA et al., 2008; DISSANAYAKA et al., 2010;
FABRIZI E MASSI, 2001; FLAITZ et al., 2002; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017;
KAWASHIRI et al., 1997; PALACIOS et al., 1987; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018;
SANGUEZA et al., 1995; SATOW et al., 1995; SHAPIRO et al., 1999; SHIMOYAMA,
HORI E IDE, 2000; TAGAWA, INUI E MURATA., 1996; TANYERI, WEISENBERG E
FRIEDMAN., 2000; VASCONCELOS et al., 2001).

5.2 Resultado do estudo molecular da mutacdo BRAF V600E

A andlise mutacional dos 5 casos de JXG oral do presente estudo ndo mostraram a
mutacdo BRAF V600E. A Figura 3 ilustra apenas o alelo selvagem identificado na

curva de amplificagdo em um dos casos (caso 2)
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Tabela 1. Achados clinicos e demograficos de casos de xantogranuloma juvenil oral na presente série e casos relatados na literatura
de lingua inglesa (1974-2021)

- Follow-
Idade Tam Leso :
Envol R
Cas o Se anho ~ . o es nvoivi Tratamento Recorré up
Referéncia Local Duracao Sintomas Coloracéo ~ mento .
o) (anos  xo cuta ) ncia
visceral (meses
) (cm) neas )
1 18 12 F  Gengva NI NI NI Amarelado Ndo  Nao Excisao N&o 48
cirargica
2 19 3 F  Gengva NI NI Assintomat Marrom- N&o  Néo Excisao sim 7t
co amarelado cirdrgica
3 20 3 M Gengiva 0.6 NI NI Amarelo-marrom  Sim? N&o NI NI NI
. Mai 12 ~ ~ ~
4 13 M Lingua 07 ais de NI Amarelo Ndo  N&o NI N&o NI
meses
o ) Mais de 12 « « <
5 24 6 M Lingua 15 ais de NI Branco Ndo  N&o NI N&o NI
meses
6 11 M Lingua 0,3 NI NI Marrom Nao Nao Excisé@o Sim 5
7 4 M Lingua 1,0 NI NI NI Nao Nao NI NI NI
. Assintomati Coloracao ~ . Excisdo ~
8 21 3 M  Gengva 1,5 10 meses > ! ¢ Ndo  N&o -XCISE N&o NI
co normal cirirgica
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9 .
9 38+ mese Palato 20  Congenital NI NI N&o N&o Excisao NI NI
S cirdrgica
10 25 3 Lingua 0,7 8 meses Assintomatl NI Nao Nao B|993|a Nao Mais de
co excisional 12
0,5 Amarelo a
11 26 3 Lingua to NI NI marrom- SimP Néo NI NI NI
3,0%* vermelho**
. Assintomati N N Biopsi
12 27 35 Lingua 15  24meses oomomat NI N&o N&o lopsia NI NI
co excisional
Vestibulo . . "
13 32 14 mandibular 1,0 Mais de 12 Assintomat Amarelado Nao Nao Exciséo Nao 60
. meses co
anterior
14 33 1 Palato 08  3meses NI Marrom amarelo- ., Na&o Biopsia NI NI
avermelhado excisional
Assintomati ~ N Biopsia .
15 35 9 Palato 1,4 2 meses Vermelho escuro  Nao Nao . Sim 84
co excisional
16 28 6 Lingua 2.0 NI NI NI Ndo  N&o Excisao N&o 9
cirlrgica
17 34 7 Labio inferior 0,4 6 meses Assintomat Amarelo Nao Nao EXC |s§o Nao NI
co cirlrgica
. Assintomati Coloracéo o N Bidpsia ~
18 29 64 Lingua 1,5 4 meses sst ! ¢ Nao Nao I. PSI Nao 1
co normal excisional
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Rebordo Assintomati
19 7 60 M alveolar NI 2 meses co Amarelo N&o N&o Excisdo NI NI
mandibular
. Assintomati N - Biopsia ~
20 22 9 F Gengiva NI 7 meses Avermelhado Nao N&o . N&ao 36
co excisional
5 Mucosa Assintomati Marrom- Excisdo
21 mese M . NI NI N&o N&o L N&o NI
S jugal co vermelho cirdrgica
22 2 M Lingua NI NI Assintomatl NI Ndo  N&o Excisdo N&o NI
co cirdrgica
- 8
. Assi ati ~ N Excisé .
23 9 M  Gengva NI NI ssintomat NI Ndo  N&o -XCIS0 Sim 3
co cirdrgica
24 9 M  Gengva NI NI Assintomatl NI Ndo  N&o Excisao N&o NI
co cirdrgica
25 10 F  Gengva NI NI Assintomatl NI Ndo  Nao Excisdo N&o NI
co cirdrgica
Bochecha .
. - - Biopsia -
26 16 34 M (intramuscul 4,5 4 meses Dor NI N&o N&o - N&o 36
excisional
ar)
27 4 56 M  Gengiva 06  6meses oSnomat Rosadolamarela . 5, Biopsia N30 12
co do excisional
28 37 15 M Palato 5,0 3 meses NI Avermelhado Nao Nao EXC |s§o Nao 1
cirlrgica
29 30 49 F Lingua NI mais de 3 Sintomatico Avermelhado Nao N& Involu?ao N& Mais de
meses espontanea 48
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30 5 6 Mgcqsa d_e 3,0 3 meses Assintomat Avermelhado Nao Nao EXC |s_ao Nao 36
labio inferior co cirargica
. Coloracéo ~ ~ Excisdo ~
31 31 13 Lingua 4.4 NI Dor Nao Nao . Nao 6
normal cirargica
32 36 3 Palato duro 0,5 NI Assintomat Roxo Sim Nao B|995|a NI Perdido
co excisional
33 17 32 M_ucosa 2,0 2 semanas Assintomat Rosado Nao Nao B|995|a Nao 12
jugal co excisional
34 14 Labio inferior 0,5 2 meses Assintomat Amarelado Nao Nao EXC |s_ao Nao 49
co cirdrgica
6
35 1 Palato mole 0,7 NI NI Amarelado Nao Nao EXC |s_ao Nao 36
cirdrgica
. Assintomati N N Biopsia ~
36 3 5 Gengiva 0,8 3 meses ! ! Amarelado N&o N&o |_p_ ! N&o 24
co excisional
. . Assintomati N N Biopsia N
37 23 3 Gengiva 15 3 dias ! ! Avermelhado N&o N&o |_p : N&o 2
co excisional
Cas 20 M_ucosa 2,0 1 meses Assintomat Normocromatico Nao NI Exciséo Nao NI
el jugal co
Cazs 13 Labio inferior 1,5 8 meses Assintomat Amarelo Nao NI Excisdo Nao NI
e Presentes co
Casos
Cas 39 M.ucosa 1,5 1 meses Dor Avermelhado Nao NI Excisao Nao NI
e3 jugal
Cas 68 Lingua 1,0 NI Dor Rosa N&o NI Excis&o N&o NI
ed (ponta)
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Cas 54 M Mucosa 25  12meses SSintomat NI NET NI Excis3o NETs

e5 jugal co

NI

Legenda: M, masculino; F, feminino; NI, ndo informado

* Caso congénito

** Os autores ndo especificam o tamanho e a cor das lesdes intraorais

a LesBes multiplas no abddmen, pénis e pescoco posterior.

b Multiplas (> 100) papulas e nédulos distribuidos difusamente no corpo, incluindo sola dos pés e lingua.

T Apds 7 meses de seguimento, a leséo recidivou, foi removida e o tempo de seguimento posterior nao foi mencionado.

# Duas recorréncias locais, com uma primeira em 4 semanas e a segunda em 12 semanas. O tempo de acompanhamento subsequente néo foi mencionado.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Figura 1. Aspectos clinicopatolégicos do xantogranuloma juvenil classico (caso 4).

: i AL )
lllﬂ"“llmllﬂ”]‘"””
2 3

A. Aspecto clinico da lesdo mostrando nddulo pedunculado rosado em ponta de
lingua. B, C. Aspecto macroscopico da peca cirtrgica exibindo coloracdo acinzentada
e superficies de corte amarelas homogéneas. D. Fotomicrografia de baixa poténcia
mostrando uma proliferacdo densa de células mononucleares histiociticas (coloracéo
com hematoxilina-eosina, ampliagédo original x 100). E. Célula gigante multinucleada
caracterizada por um arco de nucleos em direcdo a membrana externa (coloracao
com hematoxilina-eosina, aumento original 400 x). F. Células mononucleares e
gigantes mostrando positividade citoplasmatica forte e difusa para CD63 (IHC,
ampliacao original 200 x; insercéo 400 x) e G. CD163 (IHC, ampliacado original 200 x;
insercao 400 x) H. Positividade focal para Fator Xllla ( IHC, ampliag&o original 400 x)
I. O indice de marcacao Ki-67 (MIB-1) foi de aproximadamente 5% (IHC, ampliacédo
original 200 x; insercao 400 x).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Figura 2. Aspectos clinicopatologicos do xantogranuloma juvenil ndo lipidico (caso 2).

A. Aspecto clinico da lesdo mostrando um nddulo séssil amarelado na mucosa labial
inferior. Mucosa subjacente intacta. B, C. Aspecto macroscoépico da peca cirdrgica
exibindo coloragdo marrom-amarelada tipica e superficies de corte amarelo-
acinzentadas homogéneas. D. Fotomicrografia de baixa poténcia mostrando um
nédulo bem circunscrito composto predominantemente por células fusiformes em um
padrdao multilobular (coloracdo com hematoxilina-eosina, aumento original 100 x). E.
Observe a proliferacdo solida de células fusiformes dispostas em padrdo de
crescimento fascicular, estoriforme e algumas mitoses (coloracdo de hematoxilina-
eosina, ampliacao original x 200; insercao x 400). F. Detalhe de histidcitos epitelioides
mostrando vacuolizacao citoplasmatica marcada (coloracdo de hematoxilina-eosina,
ampliacdo original x 400) e G. Observe a positividade citoplasmética forte e difusa
para CD63 (IHC, ampliacéo original 200 x; insercdo 400 x) e H. Fator Xllla ( IHC,
ampliacdo original 400 x) I. Numerosas células tumorais positivas para Ki-67 (IHC,
ampliacéo original 200 x; insercéo 400 x).

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.



34

Tabela 2. Comparacao dos achados clinicos e demograficos da revisao da literatura

com a presente série de xantogranuloma juvenil oral.

Variavel n (%)

Revisédo de

literatura

Presente série

Total

Sexo
Masculino
Feminino
Taxa M:F

Idade (Anos)
0-9
10-19
20-29
30-39
40-49
50-59
60-69
Média
Alcance
Localizagédo anatdbmica
Gengiva
Lingua
Palato
Lingua
Mucosa jugal
Mucosa de rebordo alveolar
Vestibulo anterior de
mandibula
Simtomatologia
Assimtomaticos
Dor
NI
Tamanho (cm)

Média
Alcance
NI

Cor
Marrom-amarelado
Rosa-avermelhado
Coloracéo normal
Roxo

25 (67,6%)
12 (32,4%)
2,2:1

20 (54,1%)
9 (24,3%)
4 (10,8%)
1 (2,7%)
1 (2,7%)
2 (5,4%)
15,2 +17,8
0-64

11 (29,8%)
10 (27%)
8 (21,6%)
3 (8,1%)
3 (8,1%)
1 (2,7%)

1(2,7%)

22 (88%)
3 (12%)
12 (32,43%)

15+1,3
0.3-5,0
11 (29,72%)

14 (53,9%)
6 (23,1%)
4 (15,4%)
1 (3,8%)

2 (40.0%)
3 (60.0%)
1:15

1 (20.0%)
1 (20.0%)
1 (20.0%)
1 (20.0%)
1 (20.0%)
38.8+22.9
13-68

1 (20.0%)
1 (20.0%)
3 (60.0%)

3 (60.0%)
2 (40.0%)

1.7+£0.6
1.0-2.5

1 (20%)
1 (20%)
3 (60.0%)

27 (64.,3%)
15 (35,7%)
1.8:1

20 (47,6%)
10 (23,8%)
1 (2,4%)
5 (11,9%)
1 (2,4%)
2 (4,8%)
3 (7,1%)
18 +19.,7
0-68

11 (26,2%)
11 (26,2%)
8 (19%)
4 (9,5%)
6 (14,3%)
1 (2,4%)

1 (2,4%)

25 (83,3%)
5 (16,7%)
12 (28,57%)

15+1,2
0,3-5,0
11 (26,19%)

15 (48,4%)
7 (22,6%)
7 (22.6%)
1 (3.2%)



Branco
NI
Lesdes de pele
Sim
N&o
Desconhecido
Envolvimento visceral
N&o
Tratmento
Exciséo cirtrgica conservadora
Regresséo espontanea apos
bidépsia incisioal
NI
Recorréncia
Sim
N&o
Desconhecido

1 (3,8%)
11 (29,72%)

3 (8,1%)
34 (91,9%)

37 (100%)

31 (96,9%)
1(3,1%)
5 (13,51%)
4 (13,8%)

23 (86,2%)
8 (21,62%)

5 (100%)

NI

5 (100%)

5 (100%)

1 (3.2%)
11 (26,19%)

3 (7.1%)
39 (92.9%)

37 (100%)

36 (97,3%)
1(2,7%)
5 (11,90%)
4 (11,8%)

30 (88,2%)
8 (19,04%)

Legend: NI, N&o informado

Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Figura 3. Curva de amplificacdo da reacdo de PCR quantitativo alelo-especifico da
analise da mutacdo BRAF V600E em amostra de xantogranuloma juvenil oral. A curva

amarela correponde a amplificacdo do gene referéncia no caso 2.

Amplification Plot

ARN

2 & 8 & W 1 18 B 1@ AW 2 2 M M W R M M OB A L &

P,
WA e Cc Mo ME HF

Fonte: dados da pesquisa, 2021.
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6 DISCUSSAO

Desde a primeira descricdo de JXG (ADAMSON, 1905), apenas 42 casos
(incluindo a série atual) na cavidade oral foram identificados e relatados na literatura.
Semelhante ao JXG cutaneo (LUDER et al.,, 2018; WEITZMAN E JAFFE, 2005),
embora a maioria dos casos orais afete criancas na primeira década de vida, em nossa
série de cinco casos, pacientes adultos e idosos foram afetados, sem nenhum caso
em pacientes com menos de um ano de idade, corroborando com a prevaléncia na
literatura de que menos de 15% dos casos orais sao encontrados nessa faixa (FLAITZ
et al., 2002). O termo xantogranuloma "do tipo adulto” foi proposto por Gartmann e
Tritsch (1963) como nomenclatura mais adequada para lesdes na idade adulta. No
entanto, o termo JXG ainda é o mais conhecido e utilizado.

Embora uma ligeira predilecdo pelo sexo feminino tenha sido observada na
presente série, uma analise geral do JXG oral revelou uma predominancia de duas
vezes para 0 sexo masculino, assim como em casos de manifestacdo cutanea
(LUDER et al., 2018; WEITZMAN E JAFFE, 2005). Em relacao a localizacao, embora
a ocorréncia na mucosa jugal seja extremamente rara (CHEN et al., 2015; COSTA et
al., 2008; FLAITZ et al., 2002), este local foi 0 mais afetado na presente série. No
entanto, a gengiva (CHRISTENSEN, HERTZ E CHERRICK., 1978; CONSOLARO et
al., 2009; FLAITZ et al., 2002; KIM et al., 2019; KJAERHEIM E STOKKE, 1974;
OSSOFF et al., 1980; SANCHEZ -ROMERO et al., 2018; TAKEDA et al., 1986;
VASCONCELOS et al., 2001) e lingua (BAIK et al., 2014; COHEN et al., 1981; FLAITZ
etal., 2002; PATEL, MEECHAN E SOAMES., 1993; SANGUEZA et al., 1995; SATOW
et al., 1995; SHAPIRO et al., 1999; TANYERI, WEISENBERG E FRIEDMAN., 2000;
VILLA, MARIANI E VILLA, 2011) s&o os principais locais relatados na literatura.

Considerando a apresentacao clinica, JXG oral comumente se manifesta como
um nodulo submucoso indolor de cor marrom-amarelada (CHRISTENSEN, HERTZ E
CHERRICK., 1978; COHEN et al., 1981; CONSOLARO et al.,, 2009; FABRIZI E
MASSI, 2001; FLAITZ et al., 2002; ISRAEL CARLOS E PIRES, 2017; KJAERHEIM E
STOKKE, 1974; KWAN et al., 1996; OSSOFF et al., 1980; SANCHEZ-ROMERO et
al., 2018; SANGUEZA et al., 1995; SHIMOYAMA, HORI E IDE., 2000; TAGAWA, INUI
E MURATA., 1996). Curiosamente, nos presentes casos com mucosa de cobertura
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normocrémica ou avermelhada, o aspecto macroscopico das lesfes apos a excisao
apresentava aspecto amarelado. Considerando o0s oito casos publicados que
descrevem a cor macroscoépica das amostras (COLLINS et al, 2014; COLLINS et al.,
2009; CONSOLARO et al., 2009; COSTA et al., 2008; KAWASHIRI et al., 1997;
TAGAWA, INUI E MURATA, 1996; TAKEDA et al., 1986), cinco relataram o mesmo
achado amarelado (CONSOLARO et al., 2009; COSTA et al., 2008; TAGAWA, INUI E
MURATA, 1996; TAKEDA et al.,, 1986). Isso sugere que essa cor seja uma
caracteristica comum nas lesdes orais de JXG. Embora as lesdes orais fossem
geralmente pequenas (CONSOLARO et al., 2009; KJAERHEIM E STOKKE, 1974;
OSSOFF et al., 1980), foram relatados casos superiores a 4 cm na lingua, bochecha
e palato (BAIK et al., 2014; COSTA et al., 2008; DISSANAYAKA et al., 2010).

O JXG oral compartilha semelhancgas clinicas com vérias condigdes benignas
comuns (CONSOLARO et al.,, 2009; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017), com
diferentes etiologias, incluindo outros xantomas (por exemplo, xantoma verruciforme),
neoplasias verdadeiras (lipomas ou tumor de células granulares), lesdes de
desenvolvimento (granulos de Fordyce, agregado linféide, cistos derméides e
epidermoides), condi¢cbes reativas / inflamatorias (abscessos, hiperplasia fibrosa), e
manifestacdes de doenca sistémica (BATISTA et al., 2012; CONSOLARO et al., 2009;
FABRIZI E MASSI, 2001; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017; KIM et al., 2019; KWAN
et al.,, 1996; SATOW et al., 1995; VILLA, MARIANI E VILLA, 2011). Disturbios das
glandulas salivares, como mucocele, adenoma pleomorfico ou carcinoma
mucoepidermoide, foram relatados como diagndéstico diferencial em casos localizados
no palato (DISSANAYAKA et al., 2010; PALACIOS et al., 1987).

Morfologicamente, a marca registrada classica de JXG é a presenca de
numerosas células espumosas acompanhadas ou ndo por células gigantes do tipo
Touton (COHEN et al., 1981; FABRIZI E MASSI, 2001; FLAITZ et al., 2002; ISRAEL,
CARLOS E PIRES, 2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018; SANGUEZA et al., 1995;
SATOW et al., 1995; VILLA, MARIANI E VILLA, 2011), conforme evidenciado em
nossa série. O diagnoéstico diferencial morfolégico da apresentagdo classica inclui
fenbmenos de extravasamento de muco com macréfagos vacuolados abundantes,
reacoes de corpo estranho, xantoma verruciforme (ISRAEL, CARLOS E PIRES,
2017) e lesdes de histiocitose de células de Langerhans (ISRAEL, CARLOS E PIRES,
2017; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). A historia clinica e a analise histologica
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cuidadosa sao suficientes para excluir os trés primeiros. No entanto, a exclusdo de
LCH pode exigir analise imuno-histoquimica. Histiocitos em JXG séo positivos para
CD68, antitripsina, anti-quimiotripsina e negativos para CDla, proteina S-100 e
CD207 (langerina), ao contrario das células de Langerhans que sdo positivas para
ambos os marcadores (CONSOLARO et al., 2009; FLAITZ et al., 2002; ISRAEL,
CARLOS E PIRES, 2017; SANGUEZA et al., 1995; TAGAWA, INUI E MURATA,
1996). Além disso, os eosindfilos sdo achados comuns em histiocitose de células de
Langerhans, enquanto as células gigantes de Touton sdo caracteristicas de JXG.
Além disso, a auséncia de granulos de Birbeck na avaliacdo ultraestrutural por
microscopia eletrénica do JXG ajuda a descartar LCH (FLAITZ et al., 2002,
KAWASHIRI et al., 1997; KWAN et al., 1996; SHIMOYAMA, HORI E IDE, 2000).

Por outro lado, o diagnéstico diferencial morfoldgico de casos com variacdes
na apresentacao histoldgica, que carecem de células gigantes, espumosas e
vacuolizadas e compostos por uma populacéo de histiocitos de morfologia Unica, em
estagios mais iniciais de maturacao, que podem ser arranjar num padrdo estoriforme
e um estroma que pode apresentar areas de producao tipo amiloide é desafiador,
devido a sobreposicao significativa de achados morfoldégicos com varios tumores
benignos e malignos de tecidos moles (BATISTA et al., 2012; FABRIZI E MASSI,
2001; FLAITZ et al., 2002). Um destes tumores € o fibrohistiocitoma benigno, cuja
principal populacdo celular consiste em uma proliferagdo compacta de células tipo
histiocitos com citoplasma claro e nudcleo com nucléolo proeminente (PRISSE et al.,
2015). A diferenciacdo com o JXG de apresentacdo nédo classica como a forma nao
lipidica é, portanto, dificil e deve se levar em consideracgéo principalmente o padréo
morfolégico mais heterogéneo no fibrohistiocitoma, cujas células mostram também
diferenciacdo fibroblastica. O uso de marcadores imuno-histoquimicos pode nem
sempre ajudar na distingéo fibrohistiocitoma e JXG oral, uma vez que as células no
primeiro também podem ser positivas para Fator Xllla, CD-68, CDla, além de
negativas para S-100 (PRISSE et al.,, 2015). Assim, uma avaliacdo clinica e
morfolégica cuidadosa é essencial e, por vezes, pode ser reforcada por exames
imuno-histoquimicos para evitar diagnosticos incorretos.

Nesta série de cinco casos, a maioria das células foi positiva para marcadores
histiociticos, como CD68 e CD163, e negativa para proteina S-100, descartando

LCHs. A positividade para o Fator Xllla variou de focal em células fusiformes na forma
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classica, a difusa e forte na apresentacdo né&o lipidica, conforme descrito
anteriormente por outros autores (FLAITZ et al.,, 2002; BATISTA et al.,, 2012;
SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). No entanto, formas classicas de JXG mostrando
positividade difusa e forte para fator Xllla também ja foram previamente relatadas
(CONSOLARO et al., 2009; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). A positividade para
Fator Xllla parece refletir a célula precursora da maioria das ndo-LCH, incluindo o
JXG, a célula dendritica dérmica, que podem ser encontrada tanto em sitios cutaneos
como extracutaneos (WEITZMAN E JAFFE, 2005).

O indice Ki-67 geralmente é baixo na maioria das lesdes. No entanto,
semelhante aos nossos resultados, areas superficiais podem ter um indice de
proliferacéo intermediario (10%) (SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). Além disso,
foram relatados casos de JXG com alta atividade mitotica (> 30%) (BATISTA et al.,
2012), como o presente caso 2, sugerindo a possibilidade de malignidade (BATISTA
et al., 2012; SANCHEZ-ROMERO et al., 2018). No entanto, os dados devem ser
interpretados com cautela em conjunto com as caracteristicas clinicas para evitar
diagndsticos incorretos.

Ao contrario do JXG cutaneo, as lesdes orais ndo regridem espontaneamente
(CONSOLARO et al., 2009; ISRAEL, CARLOS E PIRES, 2017; LE BOIT et al., 2006).
Portanto, € necessdria sua remocdo cirargica, mesmo em casos onde o0
comportamento clinico seja indolente. (CONSOLARO et al., 2009; ISRAEL CARLOS
AND PIRES, 2017). A taxa de recorréncia das lesdes orais se mostrou relativamente
baixa (12,5%), estando relacionada a ocorréncia de excisao cirlrgica incompleta.

Mutacdes pontuais BRAF V600E estdo presentes em uma alta frequéncia na
maioria das lesdes de histiocitose de células de Langerhans (VAISELBUH et al.,
2014), bem como em subtipo de n&o-LCHs, como a doenca de Erdhein-Chester
(HAROCHE et al., 2012). A ocorréncia de muta¢des em outros genes relacionados a
via de sinalizagdo MAPK, nas desordens como Erdhein-Chester e no JXG
(CHAKHARBORTY et al.,, 2017) suportam que essa via esteja relacionada a
patogénese das ndao-LCH. Com base nestes achados, bem como no de casos de JXG
em sitios extracutaneos, como o sistema nervoso central (PICARSIC et al., 2019b;
TECHAVITCHIT et al., 2017) que mostraram a ocorréncia de BRAF V600E, nosso
estudo hipotetizou se esta mutacéo estaria presente nas lesdes de JXG oral. Devido
a raridade do JXG intraoral, apenas 5 casos foram investigados para o status

mutacional de BRAF. A auséncia da mutacdo BRAF V600E nos JXG orais
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investigados corrobora com os achados em JXG cutaneos que ndo mostraram
também essa mutacdo (CHAKRABORTY et al., 2014; CHAKRABORTY et al., 2017;
HOYT et al., 2019). Entretanto, nossa amostra é pequena se comparada a amostra
de casos cutaneos (HOYT et al., 2019) e nossos resultados ndo permitem excluir se
genes da via MAPK podem estar alterados no JXG oral. Embora a analise molecular
do JXG oral aqui realizada seja inédita, outras investigacdes que se aprofundem em
um maior numero de amostras e com métodos de sequenciamento amplos, podem
elucidar melhor os achados do JXG oral e se estes se aproximam dos encontrados no

JXG cutaneo.



42

7 CONCLUSAO

Em sintese, descrevemos neste estudo as caracteristicas clinicopatolégicas e
imuno-histoquimicas de cinco novos casos de JXG oral no Brasil e comparamos esses
achados com a literatura existente. A investigacdo de mutacdo em BRAF no JXG oral
€ inédita, e os resultados ndo suportam a alteracdo BRAF V600E no JXG oral.
Entretanto, € importante salientar que a amostra investigada € pequena. Embora o
JXG seja uma lesdo rara na cavidade oral, afetando principalmente a gengiva e a
lingua de criancgas e adolescentes, esta lesédo pode afetar pacientes em qualquer faixa
etaria. A analise morfolégica cuidadosa dessas lesGes, especialmente de
apresentacdes histologicas incomuns, apoiada pela imuno-histoquimica, é
recomendada para evitar diagnosticos equivocados.
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Abstract

Background: Juvenile xanthogranuloma (JXG) is the most common form of non-Langerhans
cell histiocytosis and oral mucosal involvement is exceedingly rare. Histiocytic disorders
harbor activating mutations in MAPK pathway, including the report of BRAF V600E in JXG
of extracutaneous site. However, no information is available for oral JXG. Herein, the
clinicopathological and immunohistochemical features of five new oral JXG were evaluated in
conjunction with literature review. Also, we assessed the BRAF V600E in oral samples.
Methods: Five oral JXG were retrieved from pathology archives. Morphological and
immunohistochemical analyses were performed. The BRAF V600E status was determined with
TagMan allele-specific gPCR. Results: The series comprised of three female and two male
patients, most of them adults, with a median age of 39 years (range: 13-68 years). Clinically,
the lesions appeared as asymptomatic solitary nodules, measuring unti 2.5 cm, with more
incident to the buccal mucosa. Morphologically, most of the cases presented classical
histological features of JXG, with histiocytic cells consistent with the non-Langerhans cell
immunophenotype. BRAF V600E was not detected in the cases tested. Conclusion: This is the
first and largest published series of oral JXG affecting adults and a Brazilian population. The
molecular pathogenesis of oral JXG remains unknown. Clinicians and pathologists must

recognize JXG to avoid misdiagnoses with oral benign or malignant lesions.

Keywords: Juvenile xanthogranuloma; non-Langerhans cell histiocytosis; histiocytic

disorders; oral cavity; BRAF V600E; mutation
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Introduction

Non-Langerhans cell histiocytosis (non-LCH) constitute a group of disorders infiltrated
by histiocytes that do not meet the immunophenotype of Langerhans cells, i.e., expression of
CDl1a, S-100 and detection of Birbeck granules [1,2]. Juvenile xanthogranuloma (JXG) is the
most common form of non-LCH of childhood that mainly occurs in the cutaneous sites of

normolipemic infants and children, rarely affecting adults [1,2].

JXG rarely affects the oral cavity, with less than 40 cases reported in the English-
language literature [3]. From these, the oral "adult-type™ xanthogranulomas are still more rare
[3]. Morphologically, JXG are characterized by the presence of numerous foamy histiocytes
exhibiting varying degrees of cytoplasmic vacuolization and Touton-type multinucleated giant
cells, a feature of JXG [3-6]. Microscopic variants have been described [5,7,8], and may

represent a challenging diagnosis, even for experienced pathologists [3,5].

The etiology of oral JXG is uncertain, although it is suggested that this entity has a
reactive nature and self-limiting behavior [4,5]. The molecular pathogenesis of JXG is also little
understood [9]. Some studies have investigated the genetic basis of cutaneous and
extracutaneous JXG [9-14], however, no data is available for oral lesions. Histiocytic disorders
have been associated with activating mutations in MAPK pathway genes [9-14], including the
report of BRAF V600E in JXG of extracutaneous site [9,14]. However, the presence or not of

BRAF V600E mutation in oral lesions is unknown.

In this study, we report the clinicopathological and immunohistochemical features of
five new cases of oral JXG, in conjunction with a literature review. We also investigated the

BRAF V600E status in the current cases.
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Materials and Methods

Samples

Five oral JXG cases were recovered from two Brazilian oral pathology services: Federal
University of Rio de Janeiro (n = 4), and Federal University of Minas Gerais (n = 1). Clinical
and sociodemographic data were collected from the medical records. Hematoxylin and eosin-
stained sections were obtained from each case. The morphological features of the five included

cases were re-evaluated by the oral pathologists included in the study.

Immunohistochemistry analysis

Immunohistochemistry analyses were performed by the streptavidin-biotin peroxidase
complex technique on formalin-fixed paraffin-embedded tissue, using standard protocols for
the following antibodies: CD68 (clone PG-M1, dilution 1:500), CD163 (clone PG-M, dilution
1:500), factor Xllla (clone E980.1, dilution 1:300), CD10 (clone 56C6, dilution 1:500), S-100
protein (polyclonal, dilution 1:10000), and Ki-67 (clone MIB1, dilution 1:100). All antibodies
were obtained from Dako (Glostrup, Denmark). Internal positive controls and negative controls

were considered in all reactions.

BRAF V600E analysis

BRAF V600E mutation detection was performed in all five cases. Genomic DNA was
isolated from paraffin blocks using a kit (Qiamp DNA FFPE Tissue Kit; Qiagen, Hilden,
Germany) and DNA quantification was performed by spectrophotometry (NanoDrop 2000;
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). The BRAF V600E mutation was assessed by
allele-specific gqPCR wusing TagMan probes BRAF 476 mu and BRAF_rf (Applied

Biosystems, Foster City, USA). Reactions were run on the StepOne Real-Time PCR System
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(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA), and the mutation status was determined

by the Mutation Detector Software (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA).

Literature review

All papers included in the literature review were case reports, case series, or
retrospective studies of patients with JXG in the oral cavity published in the English language
with sufficient clinical and histopathological data for a definitive diagnosis. The following
information was collected when available: year of publication, number of reported cases,
sociodemographic data of patients, clinical characteristics of the lesion, time of evolution,
treatment performed, recurrence, and follow-up period. Histopathological and

immunohistochemical data were also extracted.

Descriptive and quantitative analyses were performed using the Statistical Package for
the Social Sciences for Windows 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Continuous variables
were expressed by median and range (minimum and maximum value). Categorical variables

were expressed as the absolute number of cases and percentage values.

Results

Current cases

Five cases of oral JXG were retrieved. Figures 1 and 2 illustrate the main
clinicopathological findings in cases 2 and 4. The series comprised of three females (60.0%)
and two males (40.0%), with a median age of 39 years (range: 13-68 years) and a 1.5:1 female-
to-male ratio. The majority of patients were Caucasian (n = 3, 50.0%). The buccal mucosa was
the most affected site (n = 3 cases; 60.0%) followed by the tongue (n = 1, 20.0%) and the lip (n
=1, 20.0%). All cases presented clinically as solitary, well-circumscribed sessile nodules with

smooth surfaces of durations varying from one to 12 months (median: 4.5 months) and
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measuring from 1.0-2.5 cm (median: 1.5 cm). The color varied between normochromic (n = 3,
60.0%), reddish (n = 1, 20.0%), and yellow (n = 1, 20.0%) (Figures 1A and 2A). Three patients
were asymptomatic (60.0%), and pain was related by two (40.0%). Cutaneous lesions were not
detected. The clinical differential diagnoses included lipoma, pleomorphic adenoma, and
traumatic fibroma. All lesions were treated through simple excision, with no data available for

follow-up.

Gross examination of oral JXG included well-defined soft tissue fragments of yellowish
to brownish coloration, firm in consistency, with smooth yellowish-gray cut surfaces (Figures
1B, 1C, 2B, 2C). Morphologically, 80% (4/5) presented as the classical form of JXG and were
characterized by a diffuse, nonencapsulated, lymphohistiocytic proliferation in a dense
connective tissue (Figure 1D). The mononuclear component exhibited spindle to elongated
cells with indistinct cytoplasmic borders and round to ovoid nuclei, containing dense chromatin
and small nucleoli. Multinucleated cells with nuclei arranged around a central eosinophilic
cytoplasm and pale, foamy cytoplasm on the periphery (Touton-type giant cells) were also
observed (Figure 1E). Small lymphocytes, plasma cells, and occasional eosinophils were
scattered throughout the lesion. Necrosis was absent in all cases. One case (case 2) (Figure 2)
lacked the presence of xanthomatous cells and was classified as a non-lipidized variant of JXG,
which displayed a compact proliferation of spindle and epithelioid mononuclear cells in a
fibrous stroma. Mononuclear cells were arranged in a storiform pattern and exhibited
eosinophilic cytoplasm, irregular or round nucleus with vesicular chromatin, nucleoli generally
inconspicuous or small, and brisk mitotic activity (Figure 2D-E). There were few Touton-type
multinucleated giant cells. Also, focal areas showed a background with scattered small

lymphocytes, plasma cells, and clusters of foamy and epithelioid histiocytes (Figure 2F).

All current cases were submitted for immunohistochemical analysis and positivity to

CD68 was verified in all. Other immunomarkers investigated were CD163 (3/5), factor Xllla
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(5/5), S-100 (5/5), CD10 (1/5) and Ki-67 (5/5). In all five cases, the mononuclear and
multinucleated cells expressed strong and diffuse cytoplasmic expression for CD68 (Figures
1F and 2G). Histiocytic and Touton giant cells (Figure 1G) were also positive for CD163 (3/3),
while CD10 positivity (1/1) was restricted to the mononuclear component. Most cases (4/5)
presented focal positivity for factor Xllla (Figure 1H). However, the non-lipidized variant
showed strong and diffuse positivity for factor Xllla (Figure 2H). All cases were negative for
protein S-100. In most cases (4/5), the Ki-67 labeling index was low (< 5%) (Figure 11);
however, case 2 (Figure 21) had a relatively higher rate of about 25% and 10% in the superficial

and deep regions, respectively.

Considering the BRAF status, in all five cases investigated, the BRAF V600E mutation

was absent.

Literature review

A total of 29 publications in the English language reporting 37 documented cases of oral

JXG were selected through electronic search.

Table 1 provides an overview of the data reported in the literature (1974-2021) and
compares them with the five new cases reported in the present study. Overall, of the 37
published oral JXG cases, 25 (67.6%) cases occurred in males and 12 (32.4%) in females (male-
to-female ratio, 2.1:1). The affected individuals' median age was 9 years (ranging from 0
months to 64 years). Individuals in the first and second decades of life were most affected (n =
20, 54.1%, and n = 9, 20.3%, respectively). Most cases occurred in the gingiva (n =11, 29.8%),
followed by the tongue (n = 10, 27.0%), and the palate (n = 8, 21.6%). Other anatomical sites
included the lips, buccal mucosa, alveolar ridge, and anterior mandibular vestibule. Most of
cases presented as yellowish-brown nodules (n = 14, 53.9%), often asymptomatic (n = 22,

88.0%). Nevertheless, pain was mentioned in three cases (12%). Three cases (8.1%) presented
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concomitant skin lesions, and none reported visceral involvement. The size of the lesions
ranged from 0.3-5.0 cm (largest diameter), with a median of 1.4 cm. The duration time of the
lesions varied from three days to 24 months (median: 4 months). In addition, one congenital

case was reported.

Simple excision was the treatment in 31 cases (83.8%); however, five cases (16.12%)
lacked this information and one regressed spontaneously after incisional biopsy. The follow-up
time was available for 21 cases (56.8%), with a median of 12 months (range, 1-84 months).
Four (14.8%) cases exhibited recurrence. Macroscopically, six published cases described the

color of the specimens as white and yellowish or reddish-brown.

Microscopically, most of the oral JXG (n = 32, 86.5%) showed the classic presentation
of histiocytes with cytoplasm that was eosinophilic, vacuolated or xanthomatous, and often
accompanied by Touton-type giant cells. However, five cases (13.5%) reported variations in
microscopic findings, such as lack of lipidization and Touton giant cells, the presence of a
monomorphous population of cells, histiocytes with plasmacytoid appearance, and areas of

cytological atypia, elevated mitosis or material resembling amyloid in the stroma.

Of 29 published studies, 20 (68.9%) submitted cases for immunohistochemical analysis.
CD-68 (17/20) and S-100 (16/20) were the antibodies most used, followed by Vimentin (8/20),
CDla (8/20) and alpha-1-antitrypsin (6/20). The positivity to CD68 and negativity to CDla
was seen in all the cases tested. The S-100 marker showed focal to diffuse positivity in only
three studies. Other markers used to stain the cells of histiocytic/macrophage nature were,
lysozyme (5/20,) HAM-56 (3/20) and CD163 (1/20). Another immunomarker also used in the
published studies was factor Xllla and a weak positivity in a focal to diffuse pattern was

mentioned.
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Discussion

Since JXG was first described [15], only 42 cases (including the current series) were
published as arising from the oral cavity [3-8,16-38]. Similar to the cutaneous JXG [1,2], most
oral cases affect children in the first decade of life. Interestingly, in our five-case series, in
contrast to the incidence of this condition in pediatric age range, only one patient was in
childhood. This is the first and largest series published affecting adults and a Brazilian
population. The term xanthogranuloma appears to be the nomenclature most appropriate for

lesions in adulthood [3,5]; however, the term JXG is still the most recognized.

Although a slight predilection for females in the present series was observed, an overall
analysis of oral JXG revealed a two times predominance for males, which was the same gender
predilection in cutaneous cases [1,2]. Regarding location, although occurrence in the buccal
mucosa is exceedingly rare [8,16,17], this site was the most affected in the present series. The

gingiva [3,4,18-23] and tongue [8,24-31], however, are the main sites reported in the literature.

Considering the clinical presentation, oral JXG commonly manifests as a painless
submucosal nodule of a yellowish-brown color [3,4,7,8,18-20,24,26,32-34]. Interestingly, in
our cases with a normochromic or reddish covering mucosa, the macroscopic appearance of the
lesions after excision showed a yellowish appearance. Of the six published cases describing the
macroscopic color of the specimens [4,16,21,33,35,36], four reported the same yellowish
finding [4,16,21,33]. This finding suggests that this color seems to be a common feature of JXG
in the oral cavity. Although oral lesions were usually small [4,18,20], cases exceeding 4 cm in

the tongue, cheek and palate were reported [16,31,37].

Unlike cutaneous JXG [1,2], oral lesions usually do not regress spontaneously [4,6].
Therefore, surgical removal is mentioned as necessary, since even these lesions show indolent

clinical behavior. Interestingly, only one oral case underwent spontaneous healing after
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incisional biopsy [30]. The recurrence rate of oral lesions showed to be relatively low and

related to incomplete surgical excision.

Oral JXG shares clinical similarity with several benign conditions [4,6,23,37] of
different etiologies, including other xanthomas (verruciform xanthoma), true neoplasms
(lipoma or granular cell tumor, odontogenic fibroma), developmental lesions (Fordyce
granules, lymphoid aggregate, dermoid and epidermoid cysts), reactive/inflammatory
conditions (abscess, fibrous hyperplasia, pyogenic granuloma or ossifying fibroma), and
manifestations of systemic disease [4-7,23,27,30,32]. Salivary gland disorders, such as
mucocele, pleomorphic adenoma or mucoepidermoid carcinoma, were reported as a differential
diagnosis in cases localized in the palate [37,38]. Therefore, accurate diagnosis requires careful

morphological evaluation.

Morphologically, the classic hallmark of JXG is the presence of numerous foam cells
accompanied or not by Touton-type giant cells [3,6-8,24,26,27,30], as evidenced in our series.
Morphological differential diagnosis from the classical pattern includes mucous extravasation
phenomena with abundant vacuolated macrophages, foreign body reactions, verruciform
xanthoma [6], and Langerhans cell histiocytosis (LCH) [3,6]. Clinical history and careful
histological analysis are sufficient to exclude the first three differential diagnoses; however, the
exclusion of LCH could require immunohistochemistry analysis. Histiocytes in JXG are
positive for CD68, CD163, antitrypsin, anti-chymotrypsin, and negative for CD1la, S-100
protein, and langerin/CD207, unlike Langerhans cells that are positive for both markers
[4,6,8,26,33]. In addition, eosinophils are common findings in LCH, whereas giant Touton cells
are characteristic of JXG, although not exclusive. Moreover, the absence of Birbeck granules

in the ultrastructural evaluation helps rule out LCH [8,32,34,35].



60

On the other hand, the morphologic differential diagnosis of the unusual variants of JXG
classified as mononuclear [7], non-lipidized [5], and early JXG [8] is challenging due to the
significant overlap of morphological findings with several benign and malignant soft tissue
tumors [5], and should be supported by immunohistochemistry to avoid misdiagnosis. The
mononuclear variant is characterized by numerous foamy cells exhibiting cytoplasmic
vacuolization and the absence of or few multinucleated giant cells. For this reason, it can be
misdiagnosed as melanoma, balloon cell nevus, or LCH [3,5,7]. In turn, the non-lipidized
variant consists of a prominent spindle cell component arranged in a storiform pattern with a
relative absence of inflammatory cells, foamy histiocytes, foreign body giant cells, and
multinucleated Touton cells, and usually show a high mitotic index [5], similar to case 2. On
the other hand, early lesions of JXG are composed of predominantly bland histiocytes
exhibiting little or no cytoplasmic vacuolization, and no giant Touton cells. In addition, the
stroma can exhibit an eosinophilic and hyalinized appearance similar to amyloid, however,
negative for Congo red [8]. Thus, careful clinical and morphological evaluation is essential to

ensure a correct diagnosis.

CD-68 [3-8,14,17,22,23,26-29,33,34,36] and S-100 [5-7,17,23,26,27,29,34,35,38] are
the main markers that applied in the JXG cases in the literature. All current cases were
investigated and showed positivity to CD68 and negativity to S-100, ruling out LCH. Another
histiocytic marker applied in the current cases was CD163, although, in the literature, other
markers, such as alpha-1-antitrypsin [4,6,8,33,34,38], lysozyme [5,26,33,34,35] and HAM-56
[5,26,35], are more often used to display the histiocytic/macrophagic nature of the cells. It is
suggested that factor XIlla immunostaining is associated with the precursor cell of many of the
non-LCH, which are more positive in histiocytes in the early stages of maturation. Thus, the
pattern of immunopositivity for factor Xllla in the literature [3,4,5,8,26] is variable from focal

to diffuse. In this investigation, it varied from a focal positivity in spindle cells in the classic
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morphology, to diffuse and strong in the non-lipidized variant, as previously described by other
authors [3,5,8]. The stain to Ki-67 [3,5,6,26] is not usually applied once most lesions show low
index; however, some examples [3,5], such our case 2, could show higher mitotic index,
suggesting the possibility of malignancy. Thus, it should be interpreted with caution in

conjunction with clinical features to avoid misdiagnosis.

The molecular pathogenesis of oral JXG is unknown; however, histiocytic disorders
have been associated with activating MAPK pathway mutations [10-14]. On the basis that
BRAF V600E was reported in another type of non-LCH [10] and in 3/3 JXG of extracutaneous
site [9], we hypothesized if oral JXG also share the same mutation. The absence of BRAF
V600E in the present series does not rule out that BRAF or other genes associated with the
MAPK pathway could be involved in the pathogenesis of oral JXG. Also, the small number of
samples evaluated reflect the rarity of the disease in the oral location. Additional studies could

elucidate the genetic basis of these oral lesions.

In summary, this is the first and largest published series of oral JXG affecting adults and
a Brazilian population. A BRAF series of oral JXG was investigated for the first time and the
molecular pathogenesis of oral JXG remains unknown. Clinicians and pathologists must

recognize JXG to avoid misdiagnoses with oral benign or malignant lesions.
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Figure legends:

Figure 1. Clinicopathologic aspects of classic juvenile xanthogranuloma (case 4). A. Clinical
aspect of the lesion showing a pedunculated, pink nodule in the tip of the tongue. B, C.
Macroscopic aspect of surgical specimen displaying grayish color and homogenous yellow cut
surfaces. D. Low power photomicrograph showing a dense proliferation of histiocytic
mononuclear cells (hematoxylin-eosin stain, original magnification x100). E. Note the
multinucleated giant cell characterized by an arc of nuclei toward the outer membrane
(hematoxylin-eosin stain, original magnification x400). F. Mononuclear and giant cells
showing strong and diffuse cytoplasmic positivity for CD63 (IHC, original magnification 200x;
inset 400x) and G. CD163 (IHC, original magnification 200x%; inset 400x) H. Focal positivity
for Factor Xllla (IHC, original magnification 400%) I. Ki-67 (MIB-1) labeling index was

approximately 5% (IHC, original magnification 200x; inset 400x).

Figure 2. Clinicopathologic aspects of non-lipidized juvenile xanthogranuloma (case 2). A.

Clinical aspect of the lesion showing a sessile, yellowish nodule in the lower labial mucosa.
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The underlying mucosa was intact. B, C. Macroscopic aspect of surgical specimen displaying
typical yellowish-brown color and homogenous grayish-yellow cut surfaces. D. Low power
photomicrograph showing a well-circumscribed nodule composed predominantly of spindle
cells in a multilobular pattern (hematoxylin-eosin stain, original magnification x100). E. Note
the solid proliferation of spindle cells arranged in fascicular and storiform growth pattern and
a few mitosis (hematoxylin-eosin stain, original magnification x200; inset x400). F. Detail of
epithelioid histiocytes showing marked cytoplasmic vacuolization (hematoxylin-eosin stain,
original magnification x400) and G. Note strong and diffuse cytoplasmic positivity for CD63
(IHC, original magnification 200x%; inset 400x) and H. Factor Xllla (IHC, original
magnification 400x) I. Numerous tumor cells positive for Ki-67 (IHC, original magnification

200x; inset 400x).
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Table 1. Comparison of clinical and demographic findings of the literature review with the

current series of oral juvenile xanthogranuloma.

Variable Literature Cases  References Current cases Total
Sex
[3-8,16,17,20,21,23,24,
Male 25 (67.6%) 26,27,29.32.34.35,37,38] 2 (40%) 27 (64.3%)
Female 12 (32.4%) g%%éf’19’22’25'28'3°'31' 3 (60%) 15 (35.7%)
M:F ratio 2.1:1 1:15 1.8:1
Age group (Years)
0-9 20 (54.1%) [3.6,8,19,20,22,26,28,30,33- 20 (47.6%)
36,38]
10-19 9 (24.3%) [6,8,18,24,31,32,37] 1 (20%) 10 (23.8%)
20-29 - - 1 (20%) 1 (2.4%)
30-39 4 (10.8%) [16,17,21,27] 1 (20%) 5 (11.9%)
40-49 1(2.7%) [30] - 1 (2.4%)
50-59 1(2.7%) [4] 1 (20%) 2 (4.8%)
60-69 2 (5.4%) [7,29] 1 (20%) 3 (7.1%)
Median 9 39 10.5
Range 0-64 13-68 0-68
Anatomic location
Gingiva 11 (29.8%) [4,8,18-22,36,37] - 11 (26.2%)
Tongue 10 (27%) [2,8,25-31] 1 (20%) 11 (26.2%)
Palate 8 (21.6%) [28,33,35-38] - 8 (19%)
Lip 3 (8.1%) [5,6,34] 1 (20%) 4 (9.5%)
Buccal mucosa 3(8.1%) [8,16,17] 3 (60%) 6 (14.3%)
Alveolar ridge mucosa 1 (2.7%) [7] - 1 (2.4%)
Anterior mandibular vestibule 1 (2.7%) [32] - 1 (2.4%)
Symptomatology
. [3-8,17,19,21,22,23,25,27,
Asymptomatic 22 (88%) 29,32,34.35.36] 3 (60%) 25 (83.3%)
Pain 3 (12%) [26,29,31] 2 (40%) 5 (16.7%)
NI 12 (32.43%) [6,18,20,24,26,28,33,37,38] - 12 (28.57%)
Size (cm)
Median 1.4 [3-6,16,17,20, 15 1.5

21,23-29,31-38]
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Range 0.3-5 1.0-2.5 0.3-5.0
NI 10 (27.0%) [7,8,18,19,22,30] - 11(26.19%)
Color

. [3,4,6,7,8,18,19,20,24,

- 0, 0, 0,
Yellowish-brown 14 (53.9%) 26,32.33,34] 1 (20%) 15 (48.4%)
Reddish-pink 6 (23.1%) [5,17,22,23,30,37] 1 (20%) 7 (22.6%)
Normal color 4 (15.4%) [17,21,29,31] 3 (60%) 7 (22.6%)
Purple 1 (3.8%) [36] - 1 (3.2%)
White 1 (3.8%) [24] - 1(3.2%)
NI 11 (29.72%) [8,16,24,25,27,28,38] - 11 (26.19%)
Skin lesions
Yes 3 (8.1%) [20,26,36] - 3(7.1%)

[3-8,16-19, 21-25,27-30,

0, 0, 0,

No 34 (91.9%) 32-35,37,38] 5 (100%) 39 (92.9%)
Visceral involvement
No 37 (100%) [3-8,16-38] NI 37 (100%)
Treatment
Conservative surgical 0 [3-8,16-19,21-23,25, 0 0
excision 31 (96.9%) 27-29,31-38] 5 (100%) 36 (97.3%)
_Spqn_taneou_s regression after 1(3.1%) [30] - 1 (2.7%)
incisional biopsy
NI 5 (13.51%) [20,24,26] - 5 (11,90%)
Recurrence
Yes 4 (13.8%) [8,19,24,35] - 4 (11.8%)

[3-6,16-18,21-23,25,28-32
No 25 (86.2%) 34,36-38] 5 (100%) 30 (88.2%)
NI 8 (21.62%) [7,20,24,26,27,33,36] - 8 (19.04%)

NI: not informed
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Rigcos:

Este estudo néo acarretard riscos adicionais aos paricipantes visto que as amostras que serdo utilizadas
consistem em tecklos arquivados no Labaratdnio de Patologia da Faculdade de Odontalogia da UFMG que
foram obflidos através do procedimento cirdrgico necessario para o diagndstico e tratamento do
xantogranuloma juvenil, Os dados dinicos & a identidade do paciente serfo incondicionalmenta

presarsados.

Endarego:  Av. Presidente Antdnio Carlos 8627 2° Ad 3 2005

Balrrg; Uridade Administraliva ll CEP: 31.270-801
UF; MG Municipio: BELD HOREONTE
Talefona: |31 Ba09-45402 E-mall; comiipmaquimgbr
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Beneflcios:

No moamento atual ndo hd previsho de beneficios para os pacientes incluldos no estudo, No entanta, o
astudo contribui para um conhecimanio da bidlogia da lesfo, pois sard invastigado pela primaira waz,
malecularmente, o JXG oral, Por se tratar de uma les do frequentemente associada 4 infincia, com alguns
casos descritos em adulios, pemmilira compreander sa as lesbas em criangas a adullos se assamealham a sa
comparfilham das mesmas alteragbes maleculares no gene BRAF que oufras tipos de histiocitoses,

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
Projeto de baixo risco com aprovacio de relevancia pala FO/UF MG, Projeto conta com recursos do CNPCG e

poassuil astrulura para sua axecucia.

O TCLE e TALES estao em linguagem clara @ mencionam a voluntariedade da participagio, Debiam claro
qua o consentimanta pode ser retirado, os riscos possiveis (quebra de confidencialidade & constrangimanta)
€ o3 beneflcios (melhor conhecimento sobre & doenga), garantia de ressarcimenta e indenizagio, Ma
declaracio de consantimento, os paricipantas ddo ciéncia de que aslardo racebando uma via anginal do
documenta,

Consideragtes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria;
Foram apresentados:

Projeto completo — Adequadao

Folha de rosto — Adequada

Parecer consubstanciado favordvel da Faculdade de Odontologia da UFMG
TCUD - Adequado

TALE para menares da 8-14 anos — Adagquado

TALE para 15-18 anos - Adequada

TCLE para makras — Adaquada

TCLE responsdveis — Adequadao

CV do investigador

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Samaos favoraveais 4 aprovagio do projeto.

Endarego: Ay Presidente Amtdnio Carlos 8627 2° Ad 8 2005

Balrrg: Uridade Adminisvaiva Il CEP: 31270901
UF: MG Municipio: BELD HORIZONTE
Telafona: (3134004552 E-mall: comp@pmquimgbr
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Consideragos Finais a critério do CEP;

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resclugde CHS 468712), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadones : comunicar 1oda & qualquer alleracio do projeto & do lermo de consentimento via emenda na
Fiataforma Brasd, ndonmar imediatamente qualquer evenlo adverso acomido duranie o desenvolyimentio da
pissquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na fomma de noicagio relaldnos pandais do
andamenis do mesma a cada 08 (seks) meses e ao 14rmng da pesquisa encamnhar a este Comid um
sumano dos resulados do projets (relatdno final).

ot s geo: d o Parsoar 4743 2349

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento | ATQUING Sluagic
B PH-_II'-FEWMI;EE_EIME_UJ_P Aoeiio
ROJETO 1708307,
Ao
Acaiio
efnos pdl ACErD
Asseniimenio |
Justificativa de
A Sncia
Fodha de Rosio ﬁmmmﬂ 102021 |SILVIA FERREIRA ACEis
i |
Projedo Detalhado | | PropoXanogranulomalCOEP, pdf 1FO32021 |SIL"..I'IA. FERREIRA pre
Brochus 08:00:57 |DE SOUSA
| rvvees g | — _ _
TCLE /Termos de | TCLER esponsay ads. pdf 0032021 |Carclina Peres Mota | Aceiic
Agsentmeanio | 134541
Justibcaliva de
| s fncia | _ _
TCLE /Termos de | TCLEMadkores 1 8Anos pdf 002021 |Carclina Peres Mota |  Aceiis
Az sentimeanio /| 15:43:50
Justifcativa de
Ay dnga . _ _ _ E— _ :
TCLE [Termos de | TALEQuing eaDez esselednos, pdl 003021 |Carclina Peres Mota | Aceilo
Assentimenio [/ 154323
Justibcativa de
A fincia _ — _ :
Cuilros Audonzacand, padl 003021 |Carcling Peres Mot | Aceilo
153430
Curos Autonzacaci . pdf 0032021 |Carclina Peres Mota | Aceiio
15:34.27

Endemgo: A Presidents Srbdees Carlos BEET 27 Ad 51 2005

Badnro:  Lineckace S sirafva B CBEP: MZFnes

UF: G Municipio:  BELQ HORZOMTE

Telfone (314004502 Emnpll, compafprpsg Ut br
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Situsgho do Parecer
Aprovado

Mecassita Apreciagio da CONEP,
L]

BELD HORIZONTE, 28 de Maiko de 2021

=

Agsinado por

Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))

Endesmspn: Ay Presicends Srbdnie Carlcs BE2T 2° A4 5 2005
Badnrg:  Uinidade Admirisratea B CE: 3rnsa
U : G uricipba:  BELO HORIZONTE

Teldfone |31 3004550 E-snadl;  cospiipepsg uirreg br
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