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Resumo

A angiogénese tumoral tem sido associada com a agressividade das neoplasias, inclusive nos carcinomas da cavidade
oral. O objetivo deste trabalho foi avaliar a correlagdo existente entre o indice angiogénico e o grau histolégico de
malignidade em 8 casos de carcinomas de células escamosas de 1dbio inferior e 10 de lingua, analisados segundo o
sistema recomendado por Bryne (1998) e classificados como de alto e baixo escore conforme Anneroth et al. (1986). A
vasculariza¢@o foi mensurada através da contagem das células endoteliais imunocoradas pelos anticorpos FvW e CD31
em cinco campos de maior densidade vascular na profundidade tumoral. Os resultados constataram que a marcagdo com
o anticorpo FvW foi mais homogénea e eficiente (100% dos casos positivos), que o CD31 (55,5% de positividade). Nao
foi evidenciada correlag@o significativa entre a contagem microvascular (MVC) e a gradacio histoldgica das lesdes em
ambas localizagdes. Estes resultados sugerem que a avaliagdo da angiogénese tumoral ndo representa um bom marcador
para avaliagdo do comportamento bioldgico de carcinomas de células escamosas de 14bio inferior e lingua.
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INTRODUCAO

A angiogénese representa um processo fun-
damental para o desenvolvimento tumoral em
virtude de fornecer aporte nutricional as células
neoplasicas proliferantes e estabelecer condicdes
favoraveis a disseminac@o metastatica. Quando os
tumores sélidos atingem um volume de 1 a 2 mm?,
seu crescimento passa a ser diretamente dependente
da angiogénese. O processo de progressdo de uma
célula normal para a malignidade envolve, dentre
muitos mecanismos, a capacidade de estimular a
angiogénese, através do aumento da secrecdo de
fatores vaso-indutores e diminui¢do dos inibidores.
Sendo a hipéxia um importante sinalizador para o
desencadeamento da liberacdo de citocinas angio-
génicas, assim, influenciando na progressao tumoral
e metdstase. Logo, a carcinogénese encontra-se
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diretamente relacionada com a neovascularizagio,
a qual decorre do desequilibrio entre os fatores
angiogénicos e anti-angiogénicos, secretados pelas
células neoplésicas, onde a inibi¢do da angiogénese
limita o crecimento da neoplasia '* 17,

Tem sido caracterizada uma ampla variedade de
fatores de crescimento e citocinas como estimuladores
deste processo, como os fatores de crescimento fibro-
blastico (FGF), de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e de crescimento celular endotelial derivado
de plaquetas (PD-ECGF), os quais sdo liberados pelas
células tumorais e tidos como estimuladores da pro-
liferagdo, invasdo e atividade quimiotatica endotelial
em carcinomas de células escamosas, inclusive da
cavidade oral. Os estudos s@o claros em demonstrar
que a neutralizacao destes fatores inibe o crescimento
tumoral, sendo possivel sua utilizacdo como indicador
progndstico de metastase °.
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A neovascularizagdo, tanto € estimulada por
fatores liberados pelas células tumorais, como pelas
células imunes do hospedeiro como macréfagos e
mastécitos. Os macréfagos ativados podem secretar
substincias estimuladoras como fator de crescimento
transformante alfa (TGFa), angiotropina, fator de
necrose tumoral alfa (TNFo) e fator de crescimento
fibroblastico (FGFb). Os mastdcitos sdo ricos em
heparina, substincia capaz de mobilizar o FGFb da
matriz extracelular, protegendo-a da degradagio e po-
tencializando a angiogé€nese. Finalmente, os linf6citos
tém a capacidade de secretar fatores angiogé€nicos,
citocinas e fatores quimiotéticos para as células, dentre
elas os macrofagos e mastdcitos .

A neoformacéo vascular e as substancias envol-
vidas na tumorigénese t€m papel importante como
método de determinagdo prognostica ! representando,
assim, mais um mecanismo para acompanhamento
da evolucdo e confirmagfo da eficiéncia das técnicas
terapéuticas aplicadas aos pacientes oncoldgicos. A
avaliagdo do progndstico tumoral tem importancia
impar, pois mesmo os tumores de igual estadiamento
clinico apresentam, em alguns casos, comportamentos
diferentes. Sendo fundamental, portanto, a aplicacio
de métodos complementares de diagndstico e classifi-
cacdo, como a gradacdo histoldgica, por exemplo, para
adeterminacio da tendéncia quanto ao curso evolutivo
dalesdao?'. Estudos relacionando a gradagao histoldgi-
ca com o comportamento clinico dos carcinomas orais
tém sido realizados, com a finalidade de obter critérios
de avaliag@o e planejamento terapéutico, permitindo
um progndstico mais seguro '°. Destacando-se na lite-
ratura o trabalho de Anneroth et al. (1986) 2, os quais
desenvolveram um sistema baseado nas caracteristicas
celulares tumorais e na relacao tumor-hospedeiro.

Com relagdo ao progndstico das lesdes, vém sen-
do verificada a existéncia de correlacio significativa
com o indice angiogénico, especialmente no cancer.
Apesar dos vérios trabalhos encontrados na literatura a
cerca da importancia desta relagao '* !? existem, ainda,
muitas controvérsias a respeito do tema, com algumas
pesquisas demonstrando resultados contrarios **°.

Nos mais variados tumores humanos a angiogéne-
se pode ser mensurada por microscopia 6tica, através
da quantificacio dos vasos sangiiineos presentes nas
dreas de maior densidade destes nos tecidos. Sua
evidenciacio € feita aplicando-se anticorpos com afi-
nidade por epitopos especificos da célula endotelial,
como o fator von Willebrand ou fator VIII, o CD31
entre outros '. Porém os autores sdo conflitantes na
indica¢do do marcador imuno-histoquimico que ofe-
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rece melhor resultado, porém de acordo com Gleich
et al. (1997) 8; Marinho et al. (1997) '* e Tomoda et
al. (1999) * o fator VIII € o anticorpo de elei¢do na
avaliacdo da angiogénese. Contrariamente Petruzzelli
(1996) '3 recomenda o anticorpo CD31 como melhor
marcador.

Portanto, o objetivo deste experimento consistiu
na avaliagdo da associagdo entre o indice angiogénico
e o grau de malignidade histol6égica em carcinoma
de células escamosas localizados em l4bio inferior e
lingua, a fim de investigar possiveis correlagdes que
possam contribuir para um melhor entendimento do
comportamento bioldgico destes tumores.

MaTeriAL E METODO

Foram utilizados para este estudo 10 (dez) casos
de carcinoma de células escamosas de lingua e 08
(oito) de l4bio inferior pertencentes aos arquivos do
Servigo de Anatomia Patoldgica da Disciplina de Pa-
tologia Oral da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte.

Para a determinacdo do grau de malignidade de
cada lesdo o material foi analisado através da micros-
copia de luz em cortes histoldgicos de S5um de espes-
sura corados pelo método da hematoxilina-eosina.
Segundo recomendacdo proposta por Bryne (1998)°
foram avaliadas nas 4reas mais infiltrativas de cada
espécime tecidual (Figuras 1 e 2) os pardmetros grau
de ceratinizag¢do, pleomorfismo nuclear, padrao de
invasdo e infiltrado de células inflamatdrias, mensura-
dos em escores de 1 a 4. Calculou-se, entdo, o escore
médio referente a cada caso, classificando-os como de
baixo escore de malignidade (1,0 a 2,5) ou de alto es-
core (2,6 a4,0) de acordo com Anneroth et al. (1986)>.
Esta andlise foi realizada simultaneamente por dois
observadores previamente calibrados, utilizando-se
um microscépio de multipla observacao.

Para o estudo imuno-histoquimico foram obtidos
cortes de 3um de espessura a partir de espécimes
teciduais fixados em formol a 10% e incluidos em
parafina, que foram estendidos em laminas de vidro,
previamente limpas e desengorduradas, preparadas
com adesivo a base de organosilano (3-aminopropil-
trietoxi-silano, Sigma Chemical C.O., USA). Os cortes
obtidos foram corados pelo método da Estreptoavi-
dina-Biotina (SABC, do inglés Streptavidin-Biotin
Complex), utilizando-se os anticorpos monoclonais
CD31 (JC70A, Dako) e o Fator von Willebrand (FvW)
(F8/86, Dako) para a identificagdo das células endo-
teliais e estruturas vasculares, nas dilui¢des de 1:20
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e 1:25, respectivamente, apds recuperacio antigénica
com a tripsina 0,4% e incubacdo por 18h a 4’ C para
ambos anticorpos.

O indice angiogénico foi determinado através da
técnica de contagem microvascular (MVC) segundo
Maeda et al. (1995) 2, sendo analisadas as dreas com
maior nimero de vasos na profundidade da lesao,
ou seja, a interface da lesdo/hopedeiro. As dreas de
maior vascularizagdo foram identificadas utilizando-
se um aumento de 40x. Qualquer célula ou grupo
celular endotelial, corado positivamente separado
dos microvasos adjacentes, das células tumorais e de
outros elementos do tecido conjuntivo, foi considera-
do como um vaso unitdrio, assim como, também, os
vasos contendo limen. Estruturas ramificadas foram
contadas como vasos, mesmo com descontinuidade
na sua estrutura. A contagem dos vasos procedeu-se
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FIGURA 1 — Carcinoma de células escamosas de ldbio inferior, area de
interface tumor/estroma exibindo padrdo de invasdo em estruturas cor-
donais e em ninhos celulares, com presenga de ceratiniza¢@o e intenso
infiltrado inflamatério (HE 40x). Natal/RN -2001.

REsuLTADOS

em cinco campos, selecionados previamente como
de elevada densidade vascular, com o microscépio
regulado para um aumento de 200x, sendo utilizado
um microscépio de luz, ao qual foi adaptado um
reticulo para estereologia WEIBEL NGW?2, objeti-
vando evitar a recontagem de estruturas. A contagem
microvascular (MVC) foi determinada duas vezes por
um tnico investigador, em dois momentos diferentes,
sendo expresso como o nimero médio de vasos em
cada caso estudado.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise
estatistica descritiva e inferencial, sendo aplicados o
teste t de Student e o Coeficiente de Correlagdo de
Pearson, adotando-se nivel de significdncia de 5% em
todos os testes. Foram utilizados os dados provenientes
do anticorpo que obteve positividade em mais de 90%
da amostra, ou seja, o FvW.

3%
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FIGURA 2 — Carcinoma de células escamosas de lingua, interface tu-
mor/estroma, onde se observa pleomorfismo nuclear moderado, focos de
vascularizagdo, intenso infiltrado inflamatdrio e feixes musculares (HE
100x). Natal/RN -2001.

Tabela 1 — Escores de malignidade dos carcinomas de células escamosas de labio inferior e lingua. Natal/RN — 2001

CASO / LOCALIZAGAO ANATOMICA

ESCORE DE
MALIGNIDADE

1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10
LABIO INFERIOR
1750 | 200 | 150 | 150 [ 1750 ] 250 [ 1750 |15l | - | -
LINGUA
201 30T | 2250 | 2250 | 2250 | 2250 | 2757 | 3257 | 27571 | 2251
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Tabela 2 - indice angiogénico (MVC) dos carcinomas de células escamosas orais de labio inferior e lingua,
utilizando-se os anticorpos fator von Willebrand (FvW) e CD31. Natal/RN - 2001

. . CASO / LOCALIZACAO ANATOMICA
Indice angiogénico
1 | 2 | 3 | 4 | 5 | & | 7 | 8 | 9 | 10
LABIO INFERIOR
MVC (FVW) 755 | 52,9 | 479 | 96,9 | 387 19,3 49 28,5 - -
MVC (CD31) 36,1 - 84,3 - - 18,2 - 13,4 - -
LiINGUA
MVC (FVW) 51,4 | 29,7 | 29,2 | 383 | 607 | 652 14,5 5,2 37,7 | 287
MVC (CD31) 33 26,6 - 399 | 37,8 - - 4,6 93 -

Tabela 3 — Estatisticas descritivas do MVC, segundo a localizagao anatémica. Natal/RN — 2001

MVC
Localizagao anatoémica N Média Mediana DP Minimo Méaximo
Labio inferior 8 51,1 48,41 25,01 19,3 96,9
Lingua 10 36,1 33,71 19,01 5,2 65,2
Total 18 42,71 38,51 22,6 5,2 96,9

DiscussaAo

Dos 18 casos de carcinomas de células escamosas
incluidos neste estudo, 11 acometeram pacientes do
género masculino (61,1%) e 7, feminino (38,9%). A
maior parte dos casos ocorreu em individuos entre
51 e 70 anos de idade em ambas localiza¢des. Apds
a andlise morfolégica da cada lesdo, verificou-se que
100% dos casos de ldbio inferior foram classificados
como de baixo escore de malignidade e 40% dos
casos localizados em lingua, como de alto escore de
malignidade (Tabela 1).

Na busca de se estabelecer progndsticos mais
precisos para os casos de carcinomas escamosos orais,
numerosos estudiosos vém investigando a confiabili-
dade de parametros clinicos, morfolégicos e mole-
culares. Lesdes com um baixo grau de diferenciacio
histoldgico tendem a ser mais agressivas e infiltrativas,
sugerindo, portanto, um pior comportamento, sendo
a lingua uma das localiza¢des onde normalmente
observa-se esta tendéncia!® 2!, Tais informagdes sdo
condizentes com os resultados deste experimento,
uma vez que os carcinomas de lingua exibiram um
alto escore de malignidade em 40% dos casos geran-
do, assim, uma expectativa de um progndstico mais
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sombrio. Contrariamente, as lesdes de 1abio inferior
apresentaram em 100% dos casos, baixo escore de
malignidade, exibindo, portanto, uma previsdo de
comportamento menos agressivo.

Um importante processo envolvido na carcinogé-
nese desde o seu estagio inicial até aqueles mais avan-
cados de disseminagdo tumoral, € o da angiogénese.
Muitos autores observam que a sua quantificacio re-
presenta um indicador progndstico sensivel, muito mais
que os pardmetros clinicos convencionais™ 671116,

Observa-se na Tabela 2, que o anticorpo FvW rea-
giu positivamente em 100% dos casos de carcinomas
de células escamosas de labio inferior e lingua. Por
sua vez, o CD31 reagiu em apenas 50% dos casos
de labio inferior e 60% de lingua, correspondendo a
um total de 55,5% de imunorreatividade em toda a
amostra utilizada.

A efetiva reatividade ao anticorpo FvW em 100%
dos casos aqui analisados, demonstra uma melhor efi-
ciéncia deste na identificag@o de estruturas vasculares,
observagio esta corroborada pelos achados de Gleich
etal. (1997)8; Marinho et al. (1997)"* e Tomoda et al.
(1999) %, especialmente, em decorréncia da facilidade
de sua interpretacdo quando comparado com o CD31.
Os resultados deste trabalho ndo demonstram boa
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efetividade do CD-31 para a quantificacio da vascula-
rizacdo, dados estes que se confrontam com os obtidos
por Petruzzelli (1996)'%, que recomendam a mensu-
ragdo da angiogénese, estabelecida pelo anticorpo
anti-CD31, como indicador progndstico para pacientes
com carcinomas de laringe e cavidade oral.

A reatividade celular observada foi restrita ao ci-
toplasma das células endoteliais, sendo representada
por coloragdo acastanhada independente da intensi-
dade da coloracio (Figura 3), isto €, o suficiente para
a diferenciacdo entre as células positivas e negativas.
Verificou-se, ainda, uma distribuicdo heterogénea da
vascularizagdo, porém as regides de limite tumor-

hospedeiro foram as que exibiram maior densidade
vascular, em ambas localizacdes (Figuras 3 e 4),
assemelhando-se aos dados encontrados por Maeda
(1995)".

Conforme os dados obtidos neste estudo ndo foi
observada através do teste “ t ““ de Student (p=0,167)
correlacdo significativa entre o indice angiogénico
(MVC), e a localizagdo anatdmica (Tabela 3). Estas
informagdes, a semelhanga de outros trabalhos re-
gistrados na literatura, corroboram a inexisténcia de
associacdes significativas entre a mensuragdo da an-
giogénese e determinadas informacdes clinicas como
a idade, género e localizagdo anatomica’°.

FIGURA 3 - Carcinoma de células escamosas de ldbio inferior, marca-
¢80 imuno-histoquimica para o anticorpo FvW em vasos sangiiineos e
em ocasionais células endoteliais na regido de interface tumor/estroma
(200x). Natal/RN -2001.

Nos dois sitios analisados a relagdo entre angiogé-
nese (MVC) e escore de malignidade exibiu no ldbio
inferior r=-0,60, p=0,012 (Figura 5) e linguar=0,71,
p=0,025 (Figura 6), teste de correlacdo de Pearson
com r<1 e uma associagdo inversamente proporcio-
nal, apesar de um grau de significincia “p” menor
que 0,05. Segundo estes resultados estatisticos, os
dados deste estudo demonstram uma correla¢ao pouco
segura entre as varidveis supracitadas, pois a partir
desta andlise ndo € possivel predizer com precisio e
seguranca a existéncia de uma relacdo que permita
o seu estabelecimento com grau de confiabilidade
seguro, existindo, portanto, possibilidades de erro
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FIGURA 4 — Carcinoma de células escamosas de lingua, marcagio imu-
no-histoquimica para o anticorpo FvW, predominantemente, nas células
endoteliais e alguns vasos sangiiineos na regifio de interface tumor/estroma
(200x). Natal/RN -2001.

numa previsdo progndstica desta natureza, portanto,
ndo recomendando a sua utilizacdo como indicador
de agressividade tumoral nestas lesdes.

Hagedorn et al. (1998)* e Artese et al. (2001)3,
relatam que a determinagdo do indice angiogénico ndo
se configura como um bom indicador de prognéstico
em carcinomas de cavidade oral, fato concordante com
os achados deste experimento. Entretanto, Tipoe et al.
(1996)", Shiptzer et al. (1996)'® e Poon, Fan, Wong
(2001)'®salientam a existéncia de uma forte associagdo
entre o grau de vascularizagdo com o estidgio avancado
da doenca, metdstase e profundidade de invasdao em
tumores, inclusive de mucosa jugal e lingua.

Cienc Odontol Bras 2007 jan./mar.; 10 (1): 12-18
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Figura 5 — Correlacao entre MVC e escore de malignidade em labio inferior. Natal/RN -2001.
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Figura 6 — Correlacédo entre MVC e escore de malignidade em lingua. Natal/RN -2001.

CoNcLuUsAO

A importancia da angiogénese no desenvolvimen-
to das neoplasias malignas € inquestionével. Os resul-
tados conflitantes observados na literatura e corrobo-
rados por este trabalho apontam para a necessidade
da padronizacao de metodologias de mensuracdo da
angiogénese nos carcinomas de modo geral, as quais
permitam esclarecer de forma segura a influéncia
deste processo na evolugao e na determinacao do seu

Cienc Odontol Bras 2007 jan./mar.; 10 (1): 12-18

progndstico, inclusive na cavidade oral e, em especial,
nos carcinomas de células escamosas de l4bio inferior
e lingua. Permitindo, com isto, a sua reprodutibilidade
nos mais variados centros de pesquisa, com o objetivo
de que este possa ser mais um parametro seguro passi-
vel de ser utilizado como ferramenta na identificagao
do potencial biolégico tumoral e como adjuvante das
técnicas terapéuticas disponiveis.
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ABSTRACT

The tumoral angiogenesis has been controversially associated with the agressivity of neoplasias, included the carci-
nomas of the oral cavity. The purpose of this research was to evaluate the correlation among angiogenic index and
the hystological malignancy grading in 8 cases of lower lip squamous cell carcinomas (SCC) and 10 (SCC) of tongue,
using the grading system recommended by Bryne (1998) and classificate as high and low in accordance with Anneroth
et al. (1986) parameters. The vascularization was measured through the count of immunostained endothelial cells by
the FvW and CD 31 antibodies in five areas with high vascular density in tumoral depth. The results find out that the
FvW positivity was more evident and uniform (in 100% of cases) in both areas, than CD31 that showed only 55,5% of
positivity of total lesions. No significant correlations were found between the microvessel counts (MVC) and histological
malignancy grading of lesions. Our results suggest that the angiogenesis index no represent important correlation with

biological behavior of the squamous cell carcinoma of lower lip and tongue .

UNITERMS

Squamous cell carcinoma; Angiogenesis; VIII factor; antigens, CD31.
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