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Resumo

Introducéo/Objetivo: Os tumores malignos orais representam 5% de todos os canceres
humanos e o carcinoma escamocelular oral (CECO) corresponde a 90% destes casos. Sabe-se que as
pessoas acometidas por displasia epitelial oral (DEO) apresentam um maior risco de desenvolver
CECO. A angiogénese esta associada a iniciacdo e progressdo neoplasica, sendo o inicio da
neovascularizacdo em DEOs um pré-requisito para a formagdo do tumor. Na angiogénese, destacam-
se 0s mastocitos, responsaveis por estimular e manter a formagéo da rede vascular em determinadas
doengas, inclusive displasias e neoplasias. Estas células liberam fatores que estimulam a angiogénese,
como o VEGF. Assim, este estudo se prop6s a avaliar o papel dos mastdcitos na angiogénese de DEO
e CECO, considerando parametros clinicos e morfolégicos, comparando-os entre si. Metodologia:
Quatorze DEOs e 56 CECOs, dispostos em laminas convencionais e de tissue microarray (TMA),
respectivamente, provenientes do Hospital AC Camargo, foram imunomarcardas para os anticorpos
anti-CD34, anti-VEGF-A e anti-Mast cell tryptase, os trés primeiros através do sistema EnVision
Advance™ (Dako Corporation, Carpinteria, USA) e o Gltimo através do sistema Histofine (Nichirei
Biosciences Inc., Tokyo, Japan). A microdensidade vascular (MDV - vasos/mm?) foi estabelecida
através da determinacdo do nimero de vasos marcados para CD34 em cinco areas de hot spot; a
expressdo de VEGF-A foi determinada pelo escore imuno-histoquimico (El) estabelecido por
Sinicrope et al. (1995); finalmente, a densidade da mastécitos (DM — células/ mm?) foi determinada
através do nimero de células contadas em cinco areas de hot spot. Resultados/Conclusdes: A DM
nao apresentou relacdo com parametros clinicos e morfolégicos em DEOs e CECOs, ndo existindo
diferenca na atividade exercida por Ms granulados e degranulados (p=0,18 e p= 0,1439,
respectivamente; Teste de Mann-Whitney). A DM foi significativamente maior entre os casos de
DEO quando comparadas aos carcinomas (p=0,01; Teste de Mann-Whitney), o que parece envolver a
acdo das celulas neoplésicas infiltrantes na regulacdo negativa do nimero de Ms nestes tumores. A
MDYV, nos casos de DEO e CECOs, ndo esteve associada aos parametros clinicos e morfoldgicos das
mesmas, possivelmente sugerindo que a densidade de vasos ndo contribui de maneira independente
para a progressao e comportamento bioldgico destas lesGes. Os casos de DEO apresentaram MDYV
significativamente maior em relacdo aos CECOs (p= 0,0003, Teste de Mann-Whitney), sugerindo-se
como possivel causa uma subanalise dos vasos nas laminas de TMA. A expressdo de VEGF, no
epitélio e lamina prépria, ndo esteve relacionada aos parametros clinicos e histoldgicos em DEOs e
CECOs, tampouco a progressdo de DEO para CECO, uma vez que os maiores El foram encontrados
em CECO bem diferenciado, seguido de DEO moderada, CECO moderadamente diferenciado e DEO
discreta. A DM (granulados e degranulados) ndo estava correlacionada a MDV, o gque provavelmente
aponta para a atuacao destas células, de maneira mais expressiva, em outros canceres. Também ndo
existiu correlacdo significante entre a DM, granulado e degranulado, e expressdo de VEGF nestas
duas lesdes, o que provavelmente demonstra que ndo ha participagdo expressiva dos Ms na producéo
desta citocina. Por fim, existiu associacdo entre a expressao de VEGF por células tumorais e MDV
(r=0,39, p= 0,0299, Teste de Spearman), o que parece demonstrar uma maior propensao das células
tumorais infiltrantes para exercerem atividade sobre o desenvolvimento da MDYV em CECOs.



Abstract

Introduction/Objective: Malignant tumors located in oral cavity represent 5% of all human cancers
and oral squamous cell carcinomas (OSCC) correspond to 90% of these cases. One knows that people
suffering from oral epithelial dysplasia (OED) have an increased risk to develop OSCC. Angiogenesis
is associated with neoplastic initiation and progression, and neovascularization in dysplasic lesions is
a pre-requisite to tumor formation. The mast cells (Ms) are well know for stimulating and maintaining
the vascular network formation in certain diseases, including dysplasias and neoplasms. These cells
release factors that stimulate angiogenesis such as VEGF. Thus, this study objective was to evaluate
the role of mast cell in OED and OSCC angiogenesis, taking into account clinical and morphological
parameters, and compared with each other. Methods: After approval by the REC (229/10), 14 OED
and 56 OSCC, from the AC Carmargo Hospital, were immunostaining for anti-CD34, anti-VEGF-A
and anti-mast cell tryptase, the first three using ENVISION ADVANCE™ SYSTEM (Dako
Corporation, Carpinteria, USA) and last one through thae Histofine system (Nichirei Biosciences Inc.,
Tokyo, Japan). The vascular microdensity (VMD — vessel/mm?) was established by determining the
number of vessels stained for anti-CD34 score in five hot spots areas; the expression of anti-VEGF-A
was found according to the established by Sinicrope et al. (1995), immunohistochemical score (IS);
and finally the mast cells density (MD — cell/mm?) was determined by counting the number of cells in
five hot spot areas. Results/Conclusions: The MD was not associated with clinical and
morphological parameters in OED e OSCC, with no difference in the activity carried on by
granulated and degranulated Ms (p= 0.18 and p= 0.1439, respectively, Mann-Whitney test). The MD
was significantly higher among cases of OED (p= 0.01, Mann-whitney test), which seems to involve
the action of the infiltrating neoplastic cells in regulating the number of Ms in these tumors.VMD was
not associated with clinical and morphological parameters of OED and OSCC, showing that blood
vessels density does not contribute independently to the progression and biological behavior of this
lesions. The cases of OED had VMD higher compared to the OSCC (p= 0.0003, Mann-Whitney test),
which may be associated with a subanalysis of vessels in the TMA slides. The expression of VEGF,
in the epithelium and lamina propria, was not related to clinical and histological parameters in OED e
OSCC, nor the progress of OED to OSCC, since the highest immunohistochemical score (IE) were
found in well-differentiated OSCC, followed by moderate OED, moderately differentiated OSCC and
discrete OED. The MD (granulated and degranulated) was not correlated with DMV, which shows
the presence of these cells being more important in other cancers. Also, there was no significant
correlation between MD, granulated and degranulated, and VEGF expression in these two lesions,
which probably shows that there is no significant participation of Ms in the production this cytokine.
Finally, there were association between expression of VEGF by tumoral cells and VMD in OSCC (r=
0.39, p=0.0299, Spearman test), which seems to show a greater propensity of infiltrative tumor
cells to exert its activity on the development of MDV in OSCC.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias malignas configuram-se como um problema de sadde publica no
mundo (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE - INCA, 2003), representando a segunda causa
de morte na populacdo brasileira (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE - INCA, 2009). As
neoplasias malignas que acometem os tecidos bucais representam 5% de todos os canceres
humanos (JOHNSON et al., 2005), sendo que o carcinoma escamocelular oral (CECO)
corresponde a mais de 90% dos casos diagnosticados em boca (JEMAL et al., 2011) e
representa 0 sexto tumor mais freqiente na populacdo mundial (KASHIWAZAKI et al.,
2008). Particularmente no Brasil, o cancer de boca apresenta uma das maiores taxas mundiais
de incidéncia. Para 2012, foram estimados 14.170 novos casos de cancer de boca, sendo
9.990 para 0 sexo masculino e 4.180 para o sexo feminino (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE - INCA, 2011).

Apesar dos avangos no diagnostico e tratamento destas doencgas, 0S impactos na
sobrevida e qualidade de vida dos pacientes ainda ndo sdo satisfatorios e muitas vezes sao
descritos perda da fala, disturbios na mastigacdo e degluticdo, dores, deformidades fisicas e
problemas psicolégicos (MENDEZ, 2002; CHEN et al., 2008). Estima-se que o CECO esta
associado a 405.000 novos casos e 211.000 mortes anualmente em todo o mundo (CHEN et
al., 2008). Segundo os ultimos dados do INCA, este tumor é o quarto mais freqiiente em
homens e o oitavo entre as mulheres da regido nordeste (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE - INCA, 2011).

O desenvolvimento do CECO pode estar associado a presenca de lesbes pré-malignas
clinicamente denominadas leucoplasias e eritroplasias (NEVILLE; DAY, 2002; GALE et al.,
2005; SPEIGHT, 2007; WANG et al., 2009). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(GALE et al, 2005) define leucoplasias e eritroplasias orais, respectivamente, como placas
brancas e vermelhas que ndo podem ser caracterizadas como qualquer outra doenca que
acomete os tecidos bucais. Estas lesbes sd@o geralmente caracterizadas histologicamente por
displasia, principalmente de alto grau de malignidade. Para alguns autores, o risco de
desenvolver CECO é de oito a dez vezes maior em pessoas que apresentam displasia epitelial
oral (DEO) (LEE et al., 2000). Entretanto, existem poucos estudos que demonstrem as
alteracdes moleculares envolvidas na progressao de lesbes pré-malignas para neoplasias
malignas (WANG et al., 2009).
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As DEOs, de acordo com a OMS, sdo caracterizadas histologicamente por alteragfes
citolégicas e arquiteturais, que podem acometer o terco inferior, médio ou todas as camadas
do epitélio, e que, por sua vez, irdo determinar a gradacéo histoldgica da lesdo em discreta,
moderada e intensa (GALE et al., 2005).

A angiogénese tem sido relacionada a transformacdo, iniciacdo neoplasicas
(HLATKY; HAHNFELDT; FOLKMAN, 2002; MENAKURU et al., 2008; HANAHAN;
WEINBERG; 2011) e progresséo tumoral (SWELAM et al. 2005; RAICA; CIMPEAN;
RIBATTI, 2009; BUTLER; KOBAYASHI; RAFII, 2010; LI et al., 2012), sendo descrita
antes mesmo da identificacdo macroscopica de tumores malignos em modelos experimentais,
sugerindo que 0s eventos angiogénicos sdo essenciais para a expansao clonal de neoplasias
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). A formagédo e estabilizagdo da rede vascular tumoral vém
sendo relacionada com a liberacao de fatores de crescimento por células mastocitarias (Ms) e
determinadas citocinas, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(BENJAMIN; KESHET, 1997; VALKOVI'C et al., 2002; DUSE et al., 2011; HANAHAN;
WEINBERG; 2011).

Alguns estudos tem tentado elucidar os fatores que possam estar envolvidos na
patogénese das DEO e CECO, especialmente aqueles que possam estar relacionados a
transformagdo maligna de uma lesdo displasica para tumor “in situ” e invasivo e, desta
forma, permitir identificar novos marcadores para o diagnostico, prognostico, envolvidos em
angiogénese e que possam servir de alvos terapéuticos (WANG et al. 2009).

Os mastocitos tem se destacado como células importantes relacionadas a angiogénese
em neoplasias malignas em diferentes regides do corpo (CHAN et al. 2005) e possivelmente
contribuindo para a progressao neoplasica e metastase (MALTBY: KHAZAIE; MCNAGNY,
2009). Neste contexto, o objetivo deste trabalho é avaliar a densidade de mastocitos e
angiogénese em DEO e CECO, comparando com parametros clinicos, morfolégicos e imuno-

histoquimicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Displasia epitelial oral (DEO)

As displasias caracterizam-se por alteracbes na citodiferenciagdo, assim como um
desarranjo arquitetural tecidual (GALE et al., 2005; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005),
sendo encontradas em lesBes descritas clinicamente como pré-malignas, como a eritroplasia,
leucoplasia (REIBEL, 2003; GALE et al., 2005; BOUQUOT; SPEIGHT; FARTHING, 2006)
e sua variante leucoplasia verrucosa proliferativa (EL NAGGAR; REICHART, 2005;
BOUQUOT; SPEIGHT; FARTHING, 2006), bem como adjacentes aos carcinomas invasivos
(WEIJERS et al., 2002; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Outras doencas também podem predispor um individuo a desenvolver CECO, como
liqguen plano oral, fibrose submucosa oral, xeroderma pigmentoso e lipus eritematoso (EL
NAGGAR; REICHART, 2005). Em mais de 75% dos casos, as DEOs tém origem a partir de
alteracdes geneticas promovidas pelo tabaco e alcool (JOHNSON et al., 2005; GALE et al.,
2005; KAWAKITA et al., 2011), estando algumas associadas a mutagdes no gene p53
(BOYLE et al., 1993; HELAL et al., 2011). Ao mesmo tempo, estudos ja demonstram a
presenca do HPV (Virus do papiloma humano) em lesdes orais pre-malignas (MILLER,;
JOHNSTONE, 2001), levantando a suspeita da possivel participacdo deste virus no
desenvolvimento destas doencas.

Histologicamente, o epitélio de lesdes pré-malignas € em geral espesso, poréem,
clinicamente, a lesdo pode apresentar-se atrofica. Quando ha displasia, sdo observadas
alteracdes arquiteturais que sao caracterizadas por estratificacdo epitelial irregular, aumento
do numero de células no ciclo celular e mitoses atipicas, além de alteracdes na diferenciacéao
celular, como variagdo do tamanho nuclear e celular, pleomorfismo celular, presenca
nucleolar exacerbada, cromatina grosseira e aumento da relacdo nucleo-citoplasma. De
acordo com a distribuicdo destas alteracfes no epitélio, as displasias podem ser classificadas
em discreta, moderada e intensa. Quando as alteracGes arquiteturais e citoldgicas encontram-
se no terco inferior, tem-se a displasia discreta. A displasia moderada se caracteriza por
apresentar alteracGes arquiteturais e de diferenciacdo celular se estendendo ao terco médio do
epitélio. Por fim, a displasia intensa ocorre quando alteracdes histologicas e arquiteturais

estdo presentes em mais de dois tercos do epitélio (GALE et al., 2005), ja sendo encontradas
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alteracbes moleculares relacionadas a mutagfes no gene p53 (BOYLE et al., 1993),
responsavel pelo reparo do DNA lesado ou inducdo da apoptose celular (SHAH et al., 2000).

Lesbes clinicas denominadas leucoplasias e eritroplasias sdo as mais fortemente
associadas com o desenvolvimento de lesGes malignas orais (GALE et al., 2005) e metade
dos casos de leucoplasias séo caracterizados histologicamente pela presenga de displasia
epitelial (SPEIGHT, 2007, WANG et al., 2009), aumentando significativamente o risco de
transformacdo maligna nestes casos (WEIJERS et al., 2002). As lesdes pré-malignas
frequentemente ndo estdo associadas a qualquer sintomatologia (NEVILLE; DAY, 2002),
sendo o potencial de malignizacdo da leucoplasia oral evidenciado através da identificacdo
histologica de metaplasia, DEO e, finalmente, carcinoma in situ e invasivo (SARANATH,
2000). Os locais preferencialmente acometidos pela leucoplasia sdo mucosa jugal, lingua,
gengiva inferior, palato mole, palato duro, assoalho de boca e gengiva superior (LEE et al.,
2006).

Apesar de ser a leucoplasia a lesdo pré-maligna que mais acomete os tecidos bucais
(SILVEIRA et al., 2009), as eritroplasias podem estar associadas a leucoplasia (NEVILLE;
DAY, 2002; BOUQUOT; SPEIGHT; FARTHING, 2006), determinando uma lesdo
clinicamente denominada eritroleucoplasia. Esta possui alteragdes da mucosa de cor branca
e vermelha, merecendo esta Ultima mais atencdo que as regides brancas, uma vez que a
porcdo vermelha apresenta, mais frequentemente, alteracfes displasicas quando comparada
as porcbes brancas (NEVILLE; DAY, 2002), estando associado a um maior risco de
progressdao para neoplasia maligna (TSANTOULIS et al., 2007; VILLA; VILLA; ABATI,
2011; AMAGASA; YAMASHIRO; UZAWA, 2011). A localizacdo preferencial para os
casos de eritroplasia sdo mucosa lateral e ventral da lingua, assoalho de boca, palato mole
(BOUQUOT; SPEIGHT; FARTHING, 2006) e regido retromolar (NEVILLE; DAY, 2002).
Oitenta por cento das lesbes presentes no assoalho de boca de pacientes fumantes e etilistas
podem conter areas focais de carcinoma invasivo no momento da primeira biopsia
(BOUQUOT; SPEIGHT; FARTHING, 2006).

Apesar de se discutir a probabilidade de uma lesdo displasica se transformar em
maligna, a depender dos seus subtipos (discreta, moderada e intensa), acredita-se que as
displasias intensas devem ter inicio como discretas e uma parcela das displasias moderadas
provavelmente progridam para um estagio mais grave (BOUQUOT; SPEIGHT; FARTHING,
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2006). Verifica-se que ha transformacao maligna em 5% das displasias epiteliais associadas a
fibrose submucosa em um periodo de trés anos, diminuindo o tempo para dois anos quando a
displasia esta associada a hiperqueratose ou hiperplasia epitelial (HSUE et al., 2007). Ao
mesmo tempo, acredita-se que a localizacdo de uma lesdo displéasica possui significante
correlagdo com a sua evolucdo para neoplasias malignas (NEVILLE; DAY, 2002; LEE et al.,
2006), sendo aquelas localizadas em assoalho de boca e borda ventrolateral da lingua as de
maior risco para o desenvolvimento de CECO (ZHANG et al., 2001; REIBEL et al., 2003), ja
que estes locais sdo tidos como os mais permeaveis aos carcindgenos (LESCH et al., 1989;
REIBEL et al., 2003). Sabe-se também que tumores cujas margens apresentam displasia
discreta ou moderada possuem 50% de chances de recidivar apds cinco anos da ressec¢do
cirtrgica (WEIJERS et al., 2002).

Vale ressaltar, entretanto, que nem todas as lesbes displasicas irdo evoluir para um
carcinoma, podendo algumas delas regredir com a remocéo do fator etiolégico (WEIJERS et
al., 2002; REIBEL, 2003).

2.2 Carcinoma escamocelular oral (CECO)

O CECO é uma neoplasia epitelial invasiva com diferentes graus de diferenciacédo
escamosa e propensdo para metastases em linfonodos, ocorrendo mais frequentemente em
individuos etilistas e fumantes (JOHNSON et al., 2005;
http://www.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=324) entre a quinta e sexta décadas de vida
(COWAN et al., 2001; JOHNSON et al., 2005; LEE et al., 2006). Entretanto, vem crescendo

a quantidade de estudos que apontam uma forte associacdo entre infeccdo pelos subtipos de

alto risco dos papilomas virais humanos, principalmente os tipos 16 e 18, e o
desenvolvimento de CECO (MILLER; JOHNSTONE, 2001; RAGIN; MODUGNO;
GOLLIN, 2007). Apenas alguns subtipos de HPV possuem a capacidade de infectar células
epiteliais orais e aqueles considerados de baixo risco sdo capazes de causar somente lesdes
benignas (RAGIN; MODUGNO; GOLLIN, 2007). Estimativas indicam que o HPV é 2 a 3
vezes mais detectado em mucosa oral com lesGes pré-malignas e 4,7 vezes mais detectado
em CECO quando comparados a mucosa normal (MILLER; JOHNSTONE, 2001). Mesmo
assim, a presenca do virus ndo determina, de maneira obrigatoria, o desenvolvimento de
lesbes malignas, sendo a maioria das infec¢bes por HPV mais transitoria que persistente
(RAGIN; MODUGNO; GOLLIN, 2007). Vale ressaltar que existe efeito sinérgico entre
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HPV de alto risco e consumo de alcool, porém este ndo é potencializado pelo uso
concomitante com o tabaco (PANNONE et al., 2011).

Devido ao fato do CECO poder ser precedido por alteragdes pré-malignas da mucosa
oral (NEVILLE; DAY, 2002), acredita-se que estes tumores sdo precedidos por um estéagio
de alterac@es epitelais displasicas (LEE et al., 2006). Clinicamente, no estagio inicial do seu
desenvolvimento, pode apresentar-se apenas como uma Ulcera, entretanto sua progressao
podera ocasionar sangramento, perda dentéria e até disfagia. (NEVILLE; DAY, 2002). As
principais localizagBes de acometimento na cavidade bucal sdo lingua, mucosa jugal e
assoalho de boca (COWAN et al., 2001; WEIJERS et al., 2002; LEE et al., 2006), podendo
acometer também outros sitios, como, gengiva e palato duro (JOHNSON et al., 2005).

Histologicamente, o CECO é uma neoplasia maligna epitelial com diferenciacéo
escamosa, frequentemente associada a uma queratinizacdo com variavel formacao de pérola
cérnea e/ou tonofilamentos, e crescimento invasivo. A invasdo ocorre por ruptura da
membrana basal e extensdo da leséo ao tecido subjacente, sendo a infiltracdo angiolinfatica e
perineural sinais adicionais de malignidade. De acordo com as suas caracteristicas
histoldgicas, os tumores sdo classificados como bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados. Os primeiros apresentam menor numero de células
atipicas e frequente formacdo de pérola cdrnea e/ou tonofilamento. As neoplasias
moderadamente diferenciadas possuem atipias celulares, pleomorfismo nuclear e atividade
mitotica mais intensa que os CECOs bem diferenciados, incluindo mitoses anormais, bem
como menor queratinizacdo. Por outro lado, os CECOs pouco diferenciados apresentam
predominio de células imaturas e atipicas, numerosas mitoses, tipicas e atipicas, e minima
queratinizacdo (JOHNSON et al., 2005).

Entre as alteracGes moleculares que podem ser encontradas em CECOs, pode-se citar
as mutacdes no gene p53 e a perda de heterozigosidade, fortemente associadas ao uso do
tabaco, de maneira isolada ou associado ao alcool (BOYLE et al., 1993; NAWROZ et al.,
1994; BRENNAN et al., 1995), facilitando o acumulo de eventos genéticos neste tipo de
carcinoma (NAWROZ et al., 1994). Apesar das mutacGes no gene p53 estarem presentes
também em tumores ndo associados ao uso de tabaco (HELAL et al., 2011), o habito de
fumar aumenta trés vezes mais o risco de mutac6es neste gene naqueles pacientes fumantes e

etilistas quando comparados aqueles que ndo possuem estes habitos (BRENNAN et al.,
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1995). Em relacdo as alteracbes cromossOmicas presente nestes tumores, estudos
demonstraram perda de heterozigosidade em um ou mais loci dos cromossomos 3p, 9p, 11q,
13q e 17p, principalmente (ISHWAD et al., 1996; NAWROZ et al., 1994), estando estas
anomalias relacionadas a tumorigénese dos CECOs (ISHWAD et al., 1996).

Apesar de inumeros estudos envolvendo CECO, o tratamento para esta doenca ainda
traz diminuicéo da qualidade de vida dos pacientes pelo surgimento de problemas associados
a dificuldade de alimentacéo, xerostomia, mucosite, disfagia e alteracdo da voz (NEVILLE;
DAY, 2002), sendo os CECOs néo associados a0 HPV menos responsivos a drogas anti-
neoplasicas. Entretanto, pacientes portadores de CECO associados ao HPV possuem uma
maior sobrevida e menores taxas de recorréncia, sendo o tratamento de escolha a remocao
cirlrgica associada a radio-quimioterapia ou apenas radio-quimioterapia (PANNONE et al.,
2011).

2.3 Angiogénese: fisioldgica e patoldgica

Os vasos sanguineos formam-se através de dois processos: vasculogénese, a qual se
da pelo estabelecimento de uma rede vascular primitiva durante o desenvolvimento
embrionario a partir de células precursoras endoteliais, denominadas angioblastos; e
angiogénese ou neovascularizacdo, em que vasos sanguineos preexistentes emitem botdes
capilares, produzindo novos vasos (SHIMA et al. 1995; COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2002). Desta forma, o desenvolvimento de vasos sanguineos € um fendmeno complexo
resultante de uma sequéncia de eventos envolvendo a dissolucdo da membrana basal,
migracdo de celulas endoteliais, proliferacdo, formacdo luminal e anastomoses com outros
vasos (SHIMA et al. 1995).

Geralmente, os vasos sdo quiescentes em tecidos adultos e, dessa forma, a
angiogénese é relativamente rara, ocorrendo predominantemente em processos cicatriciais,
durante o ciclo menstrual feminino e na gravidez (BERGERS; BENJAMIN, 2003;
BERGERS; SONG, 2005). Entretanto, a angiogénese patoldgica pode ocorrer e esta
relacionada a condicGes de crescimento tumoral, retinopatia diabética (BERGERS; SONG,
2005), artrite reumatdide, doencas inflamatorias intestinais, endometriose, entre outras
(GERHARDT; BETSHOLTZ, 2003).
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A diferenca entre angiogénese fisiologica e patoldgica reside na regulacéo de fatores
pré-angiogénicos e anti-angiogénicos (VALKOVI'C et al., 2002; BERGERS; SONG, 2005)
que podem sofrer influéncias de determinados oncogenes (BERGERS; BENJAMIN, 2003).
Na angiogénese fisiologica, os vasos neoformados rapidamente se tornam maduros, estaveis
e cessam a proliferacdo; ja em condicGes patoldgicas, o balanco entre reguladores positivos e
negativos é perdido. Assim, os vasos formados em condi¢fes patoldgicas encontram-se em
constante reconstrucdo (BERGERS; SONG, 2005), gerando um sistema vascular aberrante
(Figura 1) (ABRAMSSON et al. 2002; BERGERS; BENJAMIN, 2003; BERGERS; SONG,
2005). Caracteristicas importantes encontradas nestes vasos sdo ainda: fluxo sanguineo
alterado, aumento da permeabilidade e atraso na maturagdo. Enquanto a densidade dos vasos
normais é dada pelas necessidades metabdlicas de nutrientes e oxigénio, a anormalidade
funcional e estrutural dos vasos tumorais é dada pela natureza patologica da sua inducéo
(BERGERS; BENJAMIN, 2003), sendo que a expansdo tumoral pode estar associada a uma
continua formagéo e remodelamento de novos vasos (BENJAMIN; KESHET, 1997).
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b. Destaque de células perivasculares €. Formacao dos brotos
dilatacéo vascular anglogenicos

a. Laténcia

Formagéo de novos vasos e maturagéo:
recrutamento de células perivasculares e. Rede vascular tumoral

@ Célula normal == Vasos sanguineos e células perivasculares
(@~ Célulatumoral ﬁ célul stica/ 6t
@) Mitose celular élula necrotica/ apoptética

Figura 1. Angiogénese tumoral. Alguns tumores desenvolvem-se como nédulos avasculares (latentes) (a) até atingirem um estado de
equilibrio entre proliferacdo e morte celular. A angiogénese tumoral comeca com o destaque das células perivasculares e dilatagdo vascular
(b), seguida da formagao de brotos vasculares (c), formagdo de novos vasos e maturagio, e o recrutamento de células perivasculares (d). A
formagéo dos vasos sanguineos ira ocorrer com o crescimento do tumor, principalmente em resposta a hipdxia e areas necréticas tumorais
no intuito de oferecer nutrientes e oxigénio (e). Fonte: BERGERS; BENJAMIN (2003).

Através da rede vascular, o oxigénio e nutrientes sdo disponibilizados para as células
neoplasicas (VAUPEL; KALLINOWSKI; OKUNIEFF, 1989; DENCKAM, 1993;
SHARMA; SHARMA; SARKAR, 2005), sendo assim, a formacao de vasos sanguineos é um
processo fundamental na manutencdo, progressao e metastase tumoral (DENCKAM, 1993;
SHARMA; SHARMA; SARKAR, 2005; MURDOCH et al., 2008), sendo iniciada em
estagios precoces do processo de malignizagdo (GANDOLFO et al, 2011). Acredita-se,
portanto, que o inicio da vascularizacdo em les6es displasicas seja um fator essencial para a
formacéo do tumor (BERGERS; BENJAMIN, 2003).
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Diversas etapas sdo necessarias para o desenvolvimento de um novo vaso capilar
durante a angiogénese, bem como sua estabilizagdo e maturacdo, sendo todas as etapas
envolvidas neste processo controladas por fatores de crescimento, citocinas e determinadas
células, como as mastocitarias (Ms) (VAUPEL; KALLINOWSKI; OKUNIEFF, 1989;
DENCKAMP, 1993; GERHARDT; BETSHOLTZ 2003; SHARMA; SHARMA; SARKAR,
2005; BERGERS; SONG, 2005; DUSE et al., 2011).

Os Ms originam-se de precursores celulares pluripotentes da medula 6ssea, os quais
atingem seu maior grau de maturacdo nos tecidos periféricos (KOBAYASHI; ISHIZUKA,;
OKAYAMA, 2000; JANEWAY JUNIOR et al. 2005) e, quando ativadas, estas células
liberam grénulos contendo substancias que afetam a permeabilidade vascular (JANEWAY
JUNIOR et al. 2005), bem como estimulam a angiogénese (ELPEK et al. 2001; IAMAROON
et al., 2003; MOHTASHAM et al., 2010, DUSE et al., 2011). Presentes em quase todos os tecidos
humanos, estas células tém sido implicadas na patogénese de véarias doencas inflamatorias
crénicas (FUKUSHIMA et al. 2006), alergias (JANSSES et al. 2005; HENZ et al. 2007) e
também tumores (BENITEZ-BRIBIESCA et al. 2001; MOHTASHAM et al., 2010;
PITTONI et al., 2011).

Os mastocitos sdo células amplamente distribuidas nos tecidos. S&o encontradas
principalmente proximas aos vasos sanguineos e nervos e em areas subepiteliais. O
citoplasma destas células contém granulos ligados a membrana que possuem varios
mediadores biologicamente ativos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; JANEWAY
JUNIOR al. 2005). As células mastocitarias humanas sdo divididas em 2 subtipos: Ms da
pele (derme), que possuem triptase e quimase (MTQ) em seu interior e mastdcitos da
mucosa, que apresentam como conteldo apenas a triptase (MT) (THEOHARIDES; CONTI,
2004). Estas células apresentam diferencas quanto ao nimero e tipo de granulos secretorios,
bem como ao tipo de estimulo. MTQs possuem mais heparina e produzem IL-4, enquanto 0s
MTs contém mais sulfato de condroitina e produzem IL-5 e IL-6, sendo apenas as MTQs
estimuladas por neuropeptideos (BRADDING et al., 1995; THEOHARIDES; CONTI, 2004).

Alguns estudos apontam a presenca de Ms no infiltrado inflamatorio peritumoral, uma
vez que estas células migram para areas hipdxicas, comuns em tumores (TOMITA et al.
2001). Segundo Michalidou; Markopoulos; Antoniades (2008), estas células podem

favorecer a progressdo do tumor. Além de armazenar potentes mediadores quimicos da
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inflamacgdo, como a histamina, heparina, serotonina e fatores quimiotéxicos dos neutréfilos
(RODINI; BATISTA; LARA, 2004; BATISTA; RODINI; LARA, 2005; METZ; MAURER,
2007); os Ms também sintetizam as triptases (BLAIR et al. 1997) e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (GRUTZKAU, et al., 1998; DUSE et al., 2011), importantes na
remodelacdo e angiogénese tecidual (BLAIR et al. 1997; BENJAMIN; KESHET, 1997), e
esta Ultima tem sido associada com a progressdao neoplasica e metastases (MALTBY:
KHAZAIE; MCNAGNY, 2009), estando relacionadas a angiogénese em neoplasias
malignas, como carcinoma gastrico (YANO et al. 1999), do esdfago (ELPEK et al., 2001) e
ovario (CHAN et al. 2005).

Entretanto, ha relatos na literatura que, além do papel benéfico ao tumor, os
mastdcitos possuem caracteristicas nocivas para o crescimento tumoral, através da mediacao
da citotoxidade, ou indiretamente pela inibicdo da angiogénese e remodelacdo tecidual, além
do favorecimento do recrutamento de células imunes (MALTBY: KHAZAIE; MCNAGNY,
2009). Pelo fato de possuirem extensa plasticidade, as células mastocitarias podem modular a
funcéo linfocitaria durante a resposta imune, através da liberacdo de citocinas, como TNF-a,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, participando do recrutamento de leucdécitos, contribuindo
para 0 desenvolvimento da resposta imune adquirida (KOBAYASHI; ISHIZUKA,
OKAYAMA, 2000; GALLI: NAKAE: TSAI, 2005) e, consequentemente, rejeicdo ao tumor.
Ao mesmo tempo, 0s Ms ainda possuem a capacidade de atuar diretamente na morte celular
tumoral e, a partir de determinados estimulos, diminuir a angiogénese e, consequentemente, o
crescimento neoplasico através da apoptose de células tumorais (MALTBY: KHAZAIE;
MCNAGNY, 2009). Acredita-se, ainda, que as células mastocitarias podem ser Gteis ao
crescimento tumoral apenas se conseguirem liberar, de maneira seletiva, moléculas benéficas
ao tumor sem a degranulacdo (THEOHARIDES; CONTI, 2004) (Figura 2). Este mecanismo
é possivel, uma vez que ja foi demonstrada liberacdo diferencial de serotonina sem histamina
in vitro (THEOHARIDES et al., 1982).
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Figura 2. O possivel papel do aumento do nimero de Ms no estroma de determinados tumores. (a) Ms podem ser recrutados por
quimioatraentes derivados do tumor, como MCP-1, RANTES e SCF, para secretar seletivamente moléculas benéficas a neoplasia, incluindo
fatores de crescimento, histamina (mitégeno para H1 e Imunossupressor para H2), fatores angiogénicos, como VEGF e IL-8, hem como
proteases que poderiam permitir a formagao e novos vasos e metstase. A degranulagio parece ser blogueada por inibidores derivados do
tumor. (b) Ms podem acumular em reagéo ao tumor. Eles podem degranular e secretar moléculas como IL-4 e TNF-a, que sdo indutores de
apoptose; IL-1 e IL-6, os quais possuem propriedades pro-inflamatérios; e sulfato de condroitina, o qual pode bloquear metastases. Ms,
mastécitos; IFN-y, interferon gama; MCP-1, proteina quimioatraente de mondcito 1; SCF: fator de células-tronco; IL-8, interleucina 8;
NGF, fator de crescimento neural; NO, éxido nitrico; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; TGF-B, fator de crescimento

transformante B; TNF-a, fator de necrose tumoral o; VEGF, fator de crescimento endothelial vascular. Fonte: THEOHARIDES; CONTI
(2004).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi descrito pela primeira vez por
Erhlich em 1978 (ERHLICH, 1978 citado por METCALF, 2008). Esta citocina possui como
receptores o Flt-1 (c-fms-like tyrosine kinase) e Flk-1 (Fetal liver kinase-1) (PLATE et al.,
1992; QUINN et al., 1993; SOINI et al., 2003), sendo todas as suas isoformas, VEGF121, 165
189, 206, produzidas e liberadas pelas células mastocitarias, onde ficam armazenadas em
granulos especificos. Acredita-se que o principal mecanismo de liberacdo das isoformas
VEGFis9, 206 N0OS tecidos ou dentro de outras células pelos Ms seja secrecdo via degranulacdo
(GRUTZKAU, et al., 1998), existindo fortes indicios que o VEGF seja um mediador
paracrino da angiogénese (PLATE et al., 1992). Apesar disso, tem sido descrito que o VEGF
recém-sintetizado pode ser liberado seletivamente através da indu¢do do horménio liberador

de corticotropina, sem liberacdo de triptase, histamina ou citocinas, como IL-6 e TNF-a. Esta

27



liberacdo seletiva uma suposta explicacdo da participacdo das Ms em processos inflamatdrios
na auséncia de degranulagdo (CAO et al., 2005).

O VEGF tem sua regulacdo controlada por condicGes de hipdxia (PLATE et al., 1992;
BENJAMIN; KESHET, 1997; SYVARANTA et al., 2010), quando sua concentragdo ira
aumentar, e hiperdxia, quando ser4 encontrado em menores concentragdes, sendo
responsavel pelo controle da expansdo e regressdo vascular (BENJAMIN; KESHET, 1997).
Sua participacdo ocorre em processos fisiologicos e patolégicos, como cicatrizacéao,
inflamacéo e crescimento tumoral, nos quais promove 0 aumento da permeabilidade vascular
e proliferacdo de células endoteliais. E uma importante ferramenta na regulagdo da
permeabilidade microvascular e manutencdo da densidade de células endoteliais em tecidos
adultos normais (BERSE et al., 1992), bem como crescimento, manutencdo e remodelagéo
de vasos sanguineos durante o desenvolvimento neoplasico (BENJAMIN; KESHET, 1997,
BERSE et al., 1992), sendo também secretado por celulas tumorais (BERSE et al., 1992).

A angiogénese associada ao VEGF ¢é considerada uma das vias de formag&o vascular
mais importantes em alguns tipos de neoplasias, como carcinomas ductais invasivos da
mama (SALVEN et al., 2002; VALKOVI'C et al., 2002). Ainda neste tipo de cancer, o
VEGEF esta associado a um aumento da microdensidade vascular, metastases em linfonodos
regionais, aumento da progressdo tumoral e, consequentemente, pior prognostico
(VALKOVI'C et al., 2002).

Segundo Gandolfo e colaboradores (2011), esta citocina encontra-se
significativamente aumentada em lesbes leucoplasicas orais displasicas quando comparadas
aquelas que ndo apresentam displasia; bem como em tumores quando comparados a mucosa
oral normal. Ao mesmo tempo, estes autores demonstraram haver uma forte correlacéo entre
a presenca de VEGF e aumento da vascularizacdo da mucosa normal, leucoplasia associada e
ndo associada a displasia e tecidos referentes as bordas tumorais. Paralelamente, ja foi
demonstrado que o acimulo de Ms esta relacionado com o aumento da vascularizacao,
aumento da presenca de VEGF e, consequentemente, a uma maior agressividade de tumores
e pior prognostico (THEOHARIDES; CONTI, 2004).

O estudo da angiogénese em tumores pode ser realizado através da analise da
microdensidade vascular, a qual é determinada pela quantidade de vasos presentes em areas

de maior acumulo (Hot Spots) dos mesmos nas neoplasias (KALRA et al., 2011). Para este
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proposito, é amplamente descrita na literatura a utilizagdo do marcador imuno-histoquimico
CD 34 (GANDOLFO et al., 2011; KALRA et al., 2011; DUSE et al., 2011), uma vez que
esta proteina demonstra robustez e especificidade para vasos sanguineos imaturos
(VERMEULEN et al., 2002), presentes em maior nimero nos tumores malignos (BERGERS;
BENJAMIN, 2003).
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3. OBJETIVOS E METAS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a densidade de mastocitos e marcadores de angiogénese (VEGF e CD34) em
displasias epiteliais orais e carcinomas escamocelulares orais.
3.2 Objetivos especificos/ Metas
o Avaliar e comparar a densidade e status (Granulado e Degranulado) dos
mastdcitos em DEOs e CECOs, considerando a graduacdo histolégica e parametros clinicos;

o Avaliar e comparar a microdensidade vascular e expressdo de VEGF em
DEOs e CECOs, considerando a graduacdo histologica e parametros clinicos;

. Associar a densidade de mastocitos e a microdensidade vascular em DEOs e

CECOs, considerando a graduacéo histoldgica e parametros clinicos;
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4. CASUISTICA, MATERIAS E METODOS
4.1 Consideragdes éticas

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi elaborado considerando-se as resolugdes
196/96 e 347/05 que tratam sobre 0s aspectos éticos gerais da pesquisa com seres humanos e
utilizacdo de material biolégico em pesquisas, respectivamente. O mesmo foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPgGM, FIOCRUZ, Bahia), obtendo parecer nimero 229/2010.

4.2 Casuistica

Este estudo é do tipo retrospectivo, de corte transversal e foi composto por 14 casos
de DEOs e 56 casos de CECOs, obtidos do Banco de Tumores do Hospital AC Camargo
(Séo Paulo, Brasil) entre os anos de 1985 a 2002, através de uma parceria cientifica do nosso
grupo de pesquisas, com o grupo coordenado pelo Dr. Fernando Soares. As amostras
disponibilizadas fazem parte da Rede Nacional de Biorepositorios. Inicialmente, estavam
disponiveis 45 DEOs e 76 CECOs, entretanto, 31 amostras de DEOs e 20 de CECOs foram
excluidas por ndo se enquadrarem nos critérios de inclusdo abaixo descritos.

Os dados clinicos e histologicos referentes aos casos estudados também foram obtidos
do banco de dados disponiveis no Banco de Tumores desta instituicdo, a qual representa um
hospital terciario, privado, voltado para o tratamento, ensino e pesquisa sobre o cancer.

Os critérios para inclusdo das lesdes no trabalho foram os descritos a seguir: tecido
preservado e passivel de analise microscépica, dados clinicos e histologicos disponiveis, bem
como diagnéstico de DEO ou CECO localizada na cavidade oral, a qual é representada pela
lingua (dois tercos anteriores), assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, regido retromolar e
gengiva (SLOOTWEG; EVESON, 2005). Ao mesmo tempo, 0s critérios para exclusao
foram: auséncia de preservacao do tecido e menos de 3 areas passiveis de analise (hot spots).

4.3 Reviséo dos casos

Para a revisao dos casos de DEOs, sec¢des de 4um dos blocos parafinizados de cada
tecido foram cortados e dispostos em laminas de vidro para a realizacdo da analise
histolégica com coloracdo de rotina (Hematoxilina e Eosina), conforme rotina histotécnica da

Plataforma de Histotecnologia do CPqGM.
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A andlise, revisdo e classificacdo dos casos de DEQs foi realizada por um patologista
experiente e treinado, a partir de um microscépio de luz (Modelo BX51, Olympus
Corporation, Tokyo, Japan), com aumento final de 400x, sob um foco fixo e clareza de
campo, de acordo com os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (GALE
et al., 2005) (Tabela 1). Os casos foram avaliados também quanto a associa¢do com o tipo e
grau do processo inflamatorio presente na lamina propria, podendo ser classificado em
mononuclear, misto ou polimorfonuclear e quanto ao grau de inflamagdo em ausente,

discreto, moderado e intenso.

Tabela 1. Critérios utilizados para a classificagdo de DEOs. Salvador, Bahia, 2012.

Arquiteturais Citoldgicos

Estratificacdo epitelial irregular Variacdo do tamanho nuclear

Perda de polaridade das células basais Pleomorfismo nuclear

Projecdes em gota Variagdo do tamanho celular

Aumento do nimero de mitoses Pleomorfismo celular

Mitoses anormais Aumento da relacdo nicleo-citoplasma
Disqueratoses Aumento do tamanho nuclear

Figuras de mitose atipicas
Nucléolos proeminentes
Hipercromatismo

Displasia discreta: quando as alteragBes arquiteturais, acompanhada de atipia citoldgica,
envolve o ter¢o inferior do epitélio.

Displasia moderada: quando as alteracbes arquiteturais, acompanhada de atipia citoldgica,
estende-se ao terco médio do epitélio.

Displasia grave: quando as alteracbes arquiteturais, acompanhada de atipia citoldgica,
estende-se ao terco superior do epitélio.

Fonte: Gale et al. (2005).

A graduacdo histoldgica dos CECOs, também considerando-se os critérios da OMS
(2005), foi realizada no Hospital AC Camargo e revisada por um patologista deste hospital.
Para os CECOs, levou-se em consideracdo a classificacdo TNM para agrupar 0s tumores nos
diferentes estadios clinicos, a qual € adotada pela OMS. Através deste sistema, desenvolvido
por Pierre Denoix, € possivel descrever a extensdo anatdmica da lesdo com base em 3
componentes: T, a extensdo do tumor primario; N, a auséncia ou a presenca e a extensao de

metastase em linfonodos regionais; e M, a auséncia ou a presenca de metastase a distancia.
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De acordo com o TNM, os tumores sdo classificados em estadios clinicos, que variam do
estadio | ao IV. Nos estadios | e Il as lesbes ndo apresentam metastase em linfonodos
regionais (NO), nem a distancia (MO), sdo tumores T1 (até 2cm) e T2 (2 a 4cm),
respectivamente. Os tumores T3 (mais de 4cm) ou aqueles com um linfonodo regional
invadido (N1) sdo considerados estadio I11. A partir de lesBes classificadas como T4 (invasao
de tecidos adjacentes), ou aquelas que apresentam 2 linfonodos regionais invadidos (N2) e
todos 0s tumores que apresentam metéastase a distancia (M1), considera-se estadio 1V
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE - INCA, 2004).

4.3.1 Estudo imuno-histoquimico

Para avaliar a expressdo de VEGF-A (especifico para as isoformas VEGFi,1,
165, 189), @ densidade de células mastocitarias, bem como vasos sanguineos nos casos de DEO,
foram utilizados cortes de 4um de espessura obtidos dos espécimes fixados em formol e
emblocados em parafina. Para os casos de CECO, foi realizada a mesma técnica em laminas
de tissue microarray (TMA), confeccionadas como descrito a seguir.

A presenca do tumor era avaliada em sec¢des coradas com Hematoxilina e Eosina e,
entdo, as areas usadas para a constru¢cdo do TMA eram marcadas na lamina e no bloco
doador, sendo os tecidos correspondentes as areas selecionadas removidos usando um
instrumento manual (Manual Tissue Arrayer 1; Beecher Instruments, Sun Prairie, Wisconsin,
USA). As amostras consistiam de dois nucleos de diferentes areas do tumor, colocadas
coordenadamente no arranjo. Depois de finalizar o arranjo, os blocos de TMA eram cortados
e dispostos em uma Unica lamina TMA, com 2mm de didametro e 4 um de profundidade.
Uma seccdo era corada com Hematoxilina e Eosina, para checar a presenca de estruturas
neoplasicas, e duas outras sec¢fes, 40 um distante das outras, eram usadas para marcagao
imuno-histoquimica dos anticorpos estudados neste trabalho.

Para a realizacdo da técnica imuno-histoquimica, o sistema utilizado para a
imunomarcacdo dos anticorpos VEGF e CD34 foi o Envision Advance™ (Dako
Corporation, Carpinteria, USA) e para o anticorpo anti-mast cell tryptase, o sistema
Histofine (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan).

Apenas para o0s casos de CECO, a primeira etapa da técnica imuno-histoquimica

consistiu em colocar as laminas de TMA por 2 horas em estufa a 60°C. Sendo assim,
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procedeu-se a desparafinizacdo dos casos de DEO e CECO com dois banhos de xilol e
hidratacdo com &lcool, a recuperacdo antigénica foi realizada conforme descrito na tabela 2,
de acordo com o anticorpo em quest&o. Seguida desta etapa, as sec¢Oes foram submetidas ao
bloqueio da peroxidase endogena (solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% em &gua
destilada) por 15min e protegido da luz. Em seguida, os anticorpos priméarios VEGF e CD34
foram incubados overnight, a temperatura de 4°C; e mast cell tryptase por 1 hora, em
temperatura ambiente (Tabela 2).

Tabela 2. Especificidade, clone, diluicdo, forma de recuperacéo antigénica, marca comercial
dos anticorpos primarios e controle das reagdes imuno-histoquimicas. Salvador, Bahia, 2012.

Anticorpo Clone Recuperado  Tempo e forma de Diluicdo  Marca Controle
r antigénico  recuperar antigeno
Mast cell AA1l Tripsina 1%  Estufa, 30 minutos 1:50 Novocastra Mastocitose
Tryptase cutanea
VEGF-A VG1 TrissEDTA Banho-maria, 30 minutos ~ 1:100 Dako Cytomation, Glandula
(VEGF) pH 9,0 Glostrup, salivar
Dinamarca
CD34class1l  QBEnd 10 Citrato pH Banho-maria, 30 minutos  1:50 Dako Cytomation, Placenta
6,0 Glostrup,
Dinamarca

Apos lavagens com tampdo PBS/BSA 1%, foi aplicado um pool de anticorpos
secundarios (reagente HRP LINK; EnVision Advance ™, Dako Corporation, Carpinteria,
USA), por 20 minutos, e reagente HRP, também por 20 minutos (Sistema EnVision
Advance™, Dako Corporation, Carpinteria, USA) para as sec¢fes imunomarcadas para 0s
anticorpos VEGF e CD34. Esta etapa, para as seccdes imunomarcadas para mast cell
tryptase, foi constituida da aplicacdo do reagente do sistema Histofine (Nichirei Biosciences
Inc., Téquio, Japao).

Apos lavagem com PBS/BSA 1%, as reacOes foram reveladas com a substancia 3,3
diaminobenzidina diluida em uma solucdo tampdo de Imidazole-HCL, pH 7.5, contendo
peréxido de hidrogénio (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e contracoradas com
hematoxilina de Harris.

A analise imuno-histoquimica foi realizada por um observador previamente treinado, a
partir de imagens capturadas no aumento de 20X pelo sistema microscépico digital virtual
VS110 (Olympus Corporation, Toquio, Japdo). As imagens eram exibidas em um monitor

LCD e as 5 areas com maior imunomarcacdo (hot spots) foram escolhidas através do
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programa Olyvia™ 2.3 Software (Olympus Corporation, Téquio, Japdo), analisadas com
auxilio do programa Image J 1.44 (National Institutes of Health, USA) e medidas, em mm?,
pelo programa Image-pro Plus, versdo 5 (Media Cybernetics, Inc.), apos calibracdo. A
analise feita para cada anticorpo € especificada a seguir.

e Densidade de mastocitos (DM) - Mast cel tryptase

Contagem dos mastécitos

A contagem das células mastocitarias foi realizada nas areas de hot spot previamente
selecionadas no programa Olyvia™ 2.3 Software (Olympus Corporation, T6quio, Japdo). As
imagens eram abertas no programa Image J 1.44 (National Institutes of Health, USA) e,
entdo, as células eram observados por um avaliador e marcadas e contadas pelo programa.
Posteriormente, a area da mesma imagem era obtida utilizando-se o programa Image-pro
Plus, versdo 5 (Media Cybernetics, Inc.). Dessa forma, calculava-se o namero total de
mastocitos e, posteriormente, dividia-se 0 nimero de células pela area encontrada, obtendo-
se a densidade de mastdcitos por mm? (densidade de mastécitos- DM).

Analise morfométrica dos mastécitos

Para a avaliacdo da morfologia dos mastocitos, as mesmas imagens utilizadas para a
contagem destas células foram utilizadas, com o auxilio do programa Image J 1.44 (National
Institutes of Health, USA). Nos casos de DEO e CECO, os mastdcitos eram considerados
degranulados (sem granulos em seu citoplasma) ou granulados (com granulos
citoplasmaticos) levando-se em consideracdo a presenca dos granulos no interior da célula ou
no meio extracelular, prevalecendo a morfologia presente na maioria das células.

e Microdensidade vascular (MDV) - CD34

Para a obtencdo do nUmero total de vasos por area (microdensidade vascular),
realizou-se a captura de 5 areas de hot spot, com o auxilio do programa Olyvia™ 2.3
Software (Olympus Corporation, Toquio, Japdo), e posterior contagem dos vasos
imunomarcados nestas areas a partir do programa Image J 1.44 (National Institutes of
Health, USA), onde os vasos eram observados por um avaliador e marcados e contados pelo
programa. Estas mesmas &reas selecionadas eram, entdo, medidas, em mm?, através do
programa Image-pro Plus, versdo 5 (Media Cybernetics, Inc.), obtendo-se 0 nimero de vasos

por mm?.
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o VEGF

Para a analise desta citocina, foi utilizado o programa Olyvia™ 2.3 Software
(Olympus Corporation, Toquio, Japdo), levando-se em consideracdo, de maneira
independente, o epitélio displasico e lamina prdpria nos casos DEO, bem como o parénquima
e estroma nos casos de CECO. Foi utilizado o Escore imuno-histoquimico (EI), descrito por
Sinicrope et al. (1995), onde se considera o percentual de células positivas, bem como a
intensidade da sua marcacdo. Assim, foram estabelecidas 5 categorias para o percentual de
células marcadas, 0, <5%; 1, 5-25%; 2, 25-50%; 3, 50-75% e 4, > 75%; e 3 categorias para
a intensidade da imunomarcacédo, 1+, fraca; 2+, moderada e 3+, intensa. Para a obtencéo do
El o escore do percentual de células marcadas era multiplicado pelo escore da intensidade da
marcacdo, como descrito na formula a seguir:

El=Epcm x Eim,

Onde EI é o escore imuno-histoquimico, Epcm é o escore do percentual de células
marcadas e Eim é o escore da intensidade da marcagéo.

Também foi avaliada a localizacdo do anticorpo, membranar, citoplasmatica ou
ambas, de maneira independente para epitélio e lamina prépria nos casos de DEO, bem como
para parénguima e estroma nos casos de CECO.

4.4 Anélise dos dados

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 5.04
(GraphPad Software, Inc.).

A analise foi realizada segundo a distribuicdo na curva normal de Gauss e, a partir da
andlise estatistica descritiva destes (Média, Mediana, Desvio Padrdo, Curtose e Variancia)
foram aplicados testes paramétricos e ndo-paramétricos, quando os dados distribuiam-se de
forma simétrica ou assimétrica, respectivamente.

As amostras foram comparadas utilizando os seguintes testes estatisticos:

- Mann-Whitney e Teste t ndo-pareado: para comparar e testar diferencas estatisticas
entre duas amostras independentes.

- Kruskall-Wallis para comparar e testar diferencas estatisticas entre mais de duas

amostras independentes.
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- Teste de Correlagdo de Pearson e Spearman para testar a independéncia dos niveis de
MDYV, DM e expressédo de VEGF avaliados.

O nivel de significancia e poder dos testes foram estabelecidos, respectivamente, em
5% e 80%.

37



5. RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos e morfoldgicos

Quatorze casos de DEO compuseram essa casuistica, sendo que 9 lesdes (64,28%)
acometiam homens e 5 mulheres (35,71%), com uma média de 1,8:1. A idade dos pacientes
variou de 43 a 91 anos, apresentando uma média de idade de 65,29 (DP= 14,55). A
localizacdo preferencial destes casos foi lingua (n=5; 35,71%), mucosa jugal (n=3; 21,42%),
assoalho bucal (n=3; 21,42%), palato e rebordo gengival (n=1; 7,14%) (Tabela 3). A
localizacdo de um caso (7,14%) ndo estava descrita no prontuario.

Oito DEOs (57,14%) foram classificados como displasia discreta, 5 (35,71%) como
displasia moderada e 1 (7,14%) como displasia intensa (Tabela 3). Onze (78,57%) casos
apresentavam-se associados a inflamacéo, dos quais 7 (63,63%) eram displasia discreta e 4
(36,36) moderada.

Tabela 3. Aspectos epidemiologicos, clinicos e morfologicos de pacientes com DEOs.
Salvador, Bahia, 2012.

Caso  Sexo ldade Localizagcdo Anatbmica Diagnoéstico

1 M 68 Lingua DEO discreta

2 F 66 Palato DEO moderada
3 M 91 Lingua DEO moderada
4 F 75 Lingua DEO discreta

5 F 82 N&o especificado DEO moderada
6 M 60 Assoalho de boca DEO discreta

7 M 53 Assoalho de boca DEO moderada
8 M 75 Mucosa jugal DEO discreta

9 F 59 Lingua DEO discreta
10 F 45 Mucosa jugal DEO intensa
11 M 49 Lingua DEO moderada
12 M 68 Rebordo gengival DEO discreta
13 M 80 Mucosa jugal DEO discreta
14 M 43 Assoalho de boca DEOQ discreta

A casuistica deste trabalho também foi composta por 56 casos de CECO primarios,
sendo 35 (62,5%) pacientes do sexo masculino e 21 (37,5%) do sexo feminino, com uma
média de 1,66:1. A idade dos pacientes variou de 26 a 92 anos, com media de 62,73 (DP=
62,73). Os locais de maior acometimento foram lingua (n= 22; 39,28%), mucosa jugal (n=7,;
12,5%) e assoalho bucal (n= 7; 12,5%), as demais localiza¢6es sdo descritas na Tabela 4.

Clinicamente, os tumores foram classificados de acordo o sistema TNM para
classificacdo dos tumores malignos (2004). Considerando-se a extensdo do tumor primario,
35 (62,5%) foram classificados como T1 ou T2, 20 (35,71%) como T3 ou T4 e 1 (1,78%)
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ndo teve seu tamanho definido. Em relacdo a presenca de metastase em linfonodos regionais,
28 (50%) apresentaram envolvimento de linfonodo regional, sendo classificado como N1, N2
ou N3, 20 (35,71%) ndo apresentaram metéstase em linfonodo (NO), 5 (8,92%) ndo puderam
ser avaliados (Nx) e 3 (5,35%) ndo possuia informacdo quanto a esta caracteristica. Em
relacdo a determinacdo do estadiamento clinico, 22 (39,28%) foram classificados como
estadio | ou Il e 34 (60,71%) como estadio Ill ou IV (Tabela 4).

Quando avaliada presenga ou auséncia de invasdo vascular, 45 (80,35%) casos ndo
apresentaram invaséo e 9 (16,07%) casos apresentaram invasdo vascular; dois (3,57%) casos
ndo possuiam informacBes quanto a esta analise. Em relagdo a invasdo perineural, 31
(55,35%) casos ndo estavam associados a invasdo e 23 (41,07%) casos apresentaram invasao,
ndo sendo esta informacéo apresentada em 2 (3,57%) casos (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CECO primario. Salvador,

Bahia, 2012.
Parametros clinicos Total (n) %
Sexo
Homem 35 62,5
Mulher 21 37,5
Tamanho
TUT2 35 62,5
T3/T4 20 35,71
Sem informagéo 1 1,78
Estadio clinico
lell 22 39,28
lelv 34 60,71
Envolvimento de linfonodo
NO 20 35,71
N1-N3 28 50
NX 5 8,92
Sem informacéo 3 5,35
Infiltracdo perineural
Sim 23 41,07
Néao 31 55,35
Sem informacéo 2 3,57
Invasdo vascular
Sim 9 16,07
Nao 45 80,35
Sem informagéo 2 3,57
Gradacéo Histoldgica
Bem diferenciado 36 64,28
Moderadamente 18 32,14
Pouco diferenciado 2 3,57
Local
Lingua 22 39,28
Mucosa jugal 7 12,5
Assoalho bucal 7 12,5
Regido retromolar 6 10,71
Gengiva 4 7,14
Palato 2 3,57
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Néo informado 2 3,57

A anélise histoldgica, de acordo com os critérios estabelecidos pela OMS (2005),
permitiu classificar 36 (64,28%) casos de CECO como bem diferenciados, 18 (32,14%)
como moderadamente diferenciados e 2 (3,57%) como pouco diferenciados.

5.2 Resultados Imuno-histoquimicos

Displasias epiteliais orais

a) Mastdcitos

Em todos os casos avaliados (n=14), observou-se imunomarcacgao para 0s mastocitos.
Estas células estavam localizadas principalmente na lamina prépria, proximas a vasos
sanguineos, distribuidas esparsamente e raramente se agrupavam. Entretanto, um caso de
displasia moderada apresentou mastocitos agrupados.

A densidade de mastécitos variou de 28,75 a 133,3 célulassmm? com mediana de
53,86 células/mm? (DP=27,18 células/mm?). A mediana da densidade para o sexo masculino
foi de 42,20 células/mm? (DP= 32,06 células/mm?®) e 62,62 célulassmm? para 0 sexo
feminino (DP=18,28 células/mm?). Ao se comparar as medianas da densidade entre as
diferentes localizagdes, verificou-se que a mucosa jugal apresentava maior mediana, com
68,56 célulassmm? (DP=9,23 célulassmm?), seguida da lingua, com mediana de 46,20
células/mm?® (DP=12,99 células/mm?) e assoalho bucal (mediana= 35,51 células/mm?; DP=
6,62). Os valores para o palato e gengiva foram, respectivamente, 62,62 e 133,26
célulass/mm?. A mediana da DEO discreta foi de 42,59 célulassmm? (DP=34,57) e DEO
moderada foi de 62,62 célulassmm? (DP= 14,34); o valor de densidade de mastécitos para a
DEO intensa foi de 76,45 célulass/mm? (Tabela 5). Ndo foi possivel comparar os graus
histolégicos DEO discreta e DEO moderada, com a DEO intensa, uma vez que esse Ultimo
grupo possuia apenas uma amostra.

Os resultados da andlise estatistica demonstraram ndo existir diferencas significantes
entre 0s sexos (p=0,4376; Teste de Mann-Whitney), as localiza¢bes (p=0,0559; Teste de
Kruskal-Wallis) e entre os graus de DEO discreta e moderada (p=0,3543; Teste de Mann-
Whitney).

A média da DM entre as lesbes associadas e ndo associadas a inflamacao foi,
respectivamente, 58,26 célulassmm? (DP= 29,89 célulassrmm?®) e 49,66 (DP= 18,09
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células/mm?) célulassmm?. Porém, ndo foram encontradas diferencas

significantes (p= 0,8763; Teste de Mann-Whitney).

Tabela 5. Densidade total de mastocitos em DEQO. Salvador, Bahia, 2012.

estatisticamente

Parametros

Sexo

Femino

Masculino

Gradacao
Histologica

Discreta
Moderada
Intensa
Local
Lingua
Palato
Assoalho bucal
Gengiva
Mucosa Jugal
Desconhecida

Densidade total

Total (%)

5 (35,71)
9 (64,28)

8 (57,14)
5 (35,71)
1(7,14)

5 (35,71)
1(7,14)
3 (21,42)
1(7,14)
3(21,42)
1(7,14)

Mediana

62,62
42,20

42,59
62,62
76,45

46,20
62,62
35,51
133,26
68,56
77,18

DP

18,28
32,06

34,57
14,34

12,99

6,625

9,231

p (valor)

0,4376

0,3543

0,0559

Nota: Para analise estatistica paramétrica, foi utilizado o valor de mediana para DM. O calculo estatistico para os diferentes graus
histologicos levou em consideracio apenas as DEOs discretas e moderadas. O calculo estatistico para as diferentes localizacdes levou em
consideragdo apenas as DEOs em lingua, assoalho bucal e mucosa jugal. Os valores demonstrados para gradagdo histologica intensa,

localizagdes de palato e gengiva e localizagdo desconhecida ndo sio correspondentes a medidas de tendéncia central.

Ao avaliar a morfologia celular (mastocitos granulados e degranulados), independente

dos graus de displasia, verificou-se que a densidade de mastocitos granulados variou de
32,07 a 133,3 células/mm?, com mediana de 63,59 células/mm? (DP= 29,38) e a densidade

das células degranuladas variou de 28,75 a 62,62 célulassmm? com mediana de 40,86

célulassmm? (DP= 14,77) (Tabela 6). A analise descritiva para o grupo de DEOs que

apresentavam mastocitos granulados e degranulados sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Parametros clinicos e histolégicos e status de granulacdo de mastdcitos. Salvador,
Bahia, 2012.

Granulado Degranulado
Total (%) 10 (71,42%) 4 (28,57%)
Mediana 63,59 40,86
DP 29,38 14,77
Parametros Total % Total %
Sexo
Femino 4 40 1 25
Masculino 6 60 3 75
Gradacéo
Histologica
Discreta 6 60 2 50
Moderada 3 30 2 50
Intensa 1 10 - -
Local
Lingua 4 40 1 25
Palato - - 1 25
Assoalho bucal 1 30 2 50
Gengiva 1 10 - -
Mucosa Jugal 3 30 - -
Desconhecida 1 10 - -

Nota: Para analise estatistica dos mastécitos granulados foi utilizado o valor de média para DM

b) Microdensidade vascular (CD 34)

Dos 14 casos de DEO, 11 (78,57%) foram positivos para CD34 e 3 (21,42%) foram
excluidos da analise, uma vez que os tecidos ndo possuiam um minimo de 3 areas Hot Spots
para a analise. Dos casos analisados, 7 (63,63%) foram classificados como displasia discreta,
3 (27,27%) como moderada e 1 (9,09%) como intensa. Destes, 4 (36,36%) casos acometiam
a lingua, 3 (27,27%) a mucosa jugal, 2 (18,18%) o assoalho da boca e 1 (9,09) o palato e a
gengiva (Tabela 7).

A microdensidade vascular variou de 28,62 a 60,96 vasos/mm?, com média de 44,61
vasos/mm? (DP=9,84 vasos/mm?). A anélise descritiva da microdensidade vascular para

sexo, grau histoldgico e localizacao esta representada na Tabela 7.
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A andlise mostrou ndo existir diferenca estatisticamente significante entre 0s sexos
(p= 0,5277; Teste de Mann-Whitney), entre 0s casos que acometiam lingua e mucosa jugal
(p= 0,2286; Teste de Mann-Whitney) e entre os graus histolégicos estudados (p= 0,1833;
Teste de Mann-Whitney) (Tabela 7). Outras localizacbes ndo foram comparadas por
possuirem um nimero de casos menor que 3.
Tabela 7. Microdensidade vascular em DEO. Salvador, Bahia, 2012.

CDh 34
Parametros Total (%) Mediana DP p (valor)
Sexo
Femino 4 (36,36) 46,98 11,55 0,5277
Masculino 7 (63,63) 43,23 9,421
Gradacéo Histoldgica
Discreta 7 (63,63) 41,84 7,296 0,1833
Moderada 3(27,27) 49,51 9,471
Intensa 1 (9,09) 60,96 -
Local
Lingua 4 42,15 10,87 0,2286
Palato 1 49,51 -
Assoalho bucal 2 33,48 6,866
Gengiva 1 41,84 -
Mucosa Jugal 3 48,41 7,752

Nota: Para analise estatistica paramétrica, foi utilizado o valor de mediana para MDV. O calculo estatistico para os diferentes graus
histolégicos levou em consideragio apenas as DEOs discretas e moderadas. O célculo estatistico para as diferentes localizacdes levou em
consideragdo apenas as DEOs em lingua e mucosa jugal. Os valores demonstrados para gradagao histolégica intensa, localizagdes de palato
e gengiva ndo correspondem a medidas de tendéncia central.

A média da MDV entre as lesdes associadas & inflamagdo foi de 43,89 vasos/mm?
(DP= 8,56 vasos/mm?) e para as lesdes ndo associadas a inflamagdo foi de 33 vasos/mm?
(DP= 30,53 vasos/mm?). N&do foi Possivel realizar testes estatisticos para analise desta

variavel, pois apenas duas lesGes ndo apresentavam associa¢do com infiltrado inflamatorio.
c) VEGF-A

A maioria dos casos de DEO apresentou, em epitélio, escore imuno-histoquimico
igual a 0 (n=11; 84,61%), 1 (7,69%) caso escore 2 e 1 (7,69%) caso escore 4. Em todos 0s

casos positivos, VEGF-A estava no citoplasma celular e a imunomarcacdo apresentava um
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aspecto granular. Um caso foi excluido desta andlise, por apresentar tecido considerado
inadequado para uma correta anélise de imunomarcacao. O caso que possuiu escore 4 foi de
uma displasia moderada.

Quando avaliada as caracteristicas da imunomarcacéo na lamina prépria, 12 (92,3%)
casos apresentaram escore imuno-histoquimco igual a 0 e 1 (15,38%) caso escore 3. Os casos
positivos (n=2; 15,38%) possuiam imunomarca¢do no citoplasma, principalmente de células
endoteliais. O percentual de expressdo de VEGF-A e o El sdo representados na Figura 3.

Epitélio o o
Lamina propria
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Figura 3. Percentual de células que expressam VEGF-A e EI no epitélio e lamina prépria em
DEO. Salvador, Bahia, 2012.
N&o houve diferencas estatisticas de imunomarcacéo epitelial de VEGF-A quando

sexo, localizagbes de acometimento (assoalho bucal, lingua e mucosa jugal) e graus
histolégicos (discreto e moderado) foram comparados (p= 0,5397, Teste de Mann-Whitney;
p= 0,2636, Teste de Kruskal-Wallis e Dunn e p= 0,6015, Teste de Mann-Whitney),
respectivamente (Tabela 8).

A avaliacdo estatistica também foi realizada para o escore imuno-histoquimico da
lamina propria entre as diferentes localizagGes, assim como do escore total do epitélio em
relacdo ao escore total da lamina propria, ndo sendo encontradas diferencas significantes
entre 0s mesmos (valor de p= 0,2636 e 0,5793, respectivamente) (Tabela 8). Nao foi possivel
realizar o célculo estatistico para sexo e gradacdo histologica na lamina prépria, pois estes

grupos apresentaram apenas um caso que possuia EI maior que zero.
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Tabela 8. Expressao da citocina VEGF-A em DEO. Salvador, Bahia, 2012.

Epitélio Lamina prépria
Pardmetros Total (%)  Mediana DP  p(valor) Total Mediana DP p (valor)
Sexo
Femino 4 (30,76) 0 2 0,5397 4 (30,76) 0 0 -
Masculino 9(69,23) 0 0,6667 9 (69,23) 0 1,061
Gradacéo
Histoldgica
Discreta 8 (61,53) 0 0,7071  0,6015 8 (61,53) 0 0 -
Moderada 4 (30,76) 0 2 4 (30,76) 0 15
Intensa 1(7,69) 0 - 1(7,69) 0 -
Local
Lingua 5 (38,46) 0 0 0,2636 5 (38,46) 0 0 0,2636
Assoalho bucal 3(23,07) 0 1,155 3(23,07) 0 1,732
Gengiva 1(7,69) 0 - 1(7,69) 0 -
Mucosa Jugal 3(23,07) 0 0 3(23,07) 0 0

Nota: O célculo estatistico para os diferentes graus histolégicos, para epitélio e 1amina propria, levou em consideracdo apenas as DEO
discreta e moderada, bem como as localizagbes de lingua, assoalho bucal e mucosa jugal. Os valores demonstrados para gradagio
histolégica intensa e localizacdo de gengiva ndo correspondem a medidas de tendéncia central.

A caracterizacdo dos mastdcitos, microdensidade vascular e imunomarcacdo de
VEGFA estéo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4. Imuno-histoquimica em DEO (100um). (A), (B) e (C) Presenca e status de células mastocitarias em DEO discreta, moderada e intensa,
respectivamente. (D) e (F) EI 0 para a proteina VEGF em DEO discreta e intensa, respectivamente; (E) Imunomarcagdo de VEGF no citoplasma de
células endoteliais em DEO moderada (Seta). (G), (H) e (I) CD34. Presenca de vasos imunomarcados por CD34 em DEO discreta, moderada e intensa,
respectivamente (Seta).
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Carcinoma escamocelular oral

a) Mastocitos

Dos 56 casos inicialmente selecionados para compor o TMA, 38 (67,85%) foram analisados, 5
(8,92%) excluidos por possuirem menos que 3 &reas de hot spot e 13 (23,21%) apresentaram
artefatos teciduais que impossibilitaram a analise. Dos casos avaliados, 2 (5,25%) foram negativos
para 0 anticorpo utilizado. Dos casos positivos (n=36; 94,73%), 27 (75%) apresentaram,
predominantemente, mastécitos granulados e 9 (25%) mastocitos degranulados. Observando a
totalidade dos CECOs, a DM variou de 6,09 a 156,54 célulassmm? com mediana de 29,89
células/mm? (DP= 32,84 células/mm?).

Os parametros clinicos dos CECOs foram entdo confrontados, considerando-se o status de
granulacdo/degranulacdo. Nos tumores cujos mastocitos eram predominantemente granulados, a
densidade de células variou de 6,09 células/mm? a 156,54 célulassmm? com mediana de 34,95
células/mm?® (DP=35,91 célulassmm?). Os resultados estatisticos demonstraram existir diferencas
significantes quando os tumores que ndo apresentavam invasdao vascular e aqueles que possuiam
invasdo vascular foram comparados (p= 0,0307; Teste de Mann-Whitney) (Figura 5). As
comparagdes entre os demais parametros podem ser observadas na Tabela 9.

No grupo das lesbes que apresentaram, predominantemente, mastécitos degranulados, a
densidade de células variou de 8,51 célulassmm? a 59,63 células/mm? com média de 25,71
células/mm?® (DP=14,87 célulassmm?). A analise estatistica deste grupo demonstrou n&o existir
diferencas significantes entre as variaveis estudadas (Tabela 9). Também nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre os tumores com predominio de mastécitos granulados e degranulados
(p= 0,1439; Teste de Mann-Whitney).
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Figura 5. Comparagéo da densidade de mastocitos granulados em lesdes de CECO com e
sem invaséo vascular. Salvador, Bahia, 2012.
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Tabela 9. Densidade total de mastécitos em CECO. Salvador, Bahia, 2012.

Granulado Degranulado
Pardmetros Total (%)  Mediana DP  p(valor) Total (%)  Mediana DP p (valor)
Sexo
Femino 8(29,62) 62,11 33,27 0,0670 3(33,33) 25,07 18,59 0,9048
Masculino 19 (70,37) 28,33 35,70 6 (66,66) 26,30 4,423
Tamanho
TUT2 19(70,37) 35,80 38,02 0,7703 5 (55,55) 25,71 18,20  0,7302
T3/T4 8(29,62) 41,98 32,29 4 (44,44) 25,37 10,23
Estadio clinico
111 11 (40,74) 42,80 40,98 0,5053 4 (44,44) 29,42 16,49  0,2857
/v 16 (59,25) 28,09 32,97 5 (55,55) 24,43 10,49
Linfonodo
NO 11 (40,74) 43,47 38,69 0,1063 3(33,33) 32,54 4,121  0,2000
N1-N3 14 (51,85) 27,50 33,37 3(33,33) 10,38 9,776
Sem informacéo 2 (7,40) 51,03 49,89 3(33,33) 24,43 20,45
Infiltracéo perineural
Sim 14 (51,85) 40,05 27,09 0,8651 4 (44,44) 21,46 23,88 0,9048
Néao 13 (48,14) 31,45 43,88 5 (55,55) 25,71 3,703
Invaséo vascular
Sim 6 (22,22) 16,36 33,31 0,0307* - - - -
Néao 20 (74,07) 39,30 36,11 9 (100%) 27,18 14,87
Sem informacéo 1(3,70) 73,46 - - - -
Gradacdo Histologica
Bem diferenciado 19 (70,37) 42,80 38,27  0,7726 5 (55,55) 23,99 8,769 0,1429
Moderadamente 7(25,92) 43,05 33,66 4 (44,44) 32,54 4,858
Pouco 1(3,70) 31,45 - - - -
Local
Lingua 11 (40,74) 43,16 33,73  0,1760 3(33,33) 25,71 12,63 0,2686
Palato 1(3,70) 86,31 - 1(11,11) 23,99 -
Assoalho bucal 4(14,81) 38,88 62,40 - - -
Regido retromolar 2 (7,40) 63,06 44,70 - - -
Gengiva 7 (25,92) 24,43 10,21 1(11,11) 24,43 -
Mucosa Jugal 1(3,70) 68,84 - 4 (44,44) 29,42 20,52
Sem informacéo 1(3,70) 67,1 - - - -
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Legenda: *, estatisticamente significante

Nota: Para andlise estatistica paramétrica, foi utilizado o valor de mediana para MDV. Os casos de CECO que ndo possuiam informagdo quanto ao
envolvimento de linfonodos regionais e invasdo vascular, bem como o de gradagdo histol6gica pouco diferenciado ndo foram incluidos na analise
estatistica. SO foram incluidos no estudo estatistico os casos localizados em lingua, assoalho bucal e gengiva no grupo das lesdes com mastdcitos
granulados. No grupo das lesdes com mastécitos degranulados apenas os tumores que acometiam mucosa jugal e lingua. Os valores observados no caso
que ndo apresentava informagdo quanto ao envolvimento vascular e localizagdo, bem como o de graduacdo histolégica pouco diferendiado e que
acometiam as localizaces de palato, gengiva (degranulado) e mucosa jugal (granulado) ndo correspondem a medidas de tendéncia central.

a) Microdensidade vascular (CD 34)

Cinquenta e seis casos foram imunomarcados para CD 34, sendo 31 (55,35%) casos
analisados, 14 (25%) foram excluidos por apresentarem menos de 3 areas de hot spot e 11 (19,64%)
ndo possuiam material suficiente para avaliagdo. Dos 31 casos analisados, todos apresentaram
marcacdo positiva para o anticorpo. A microdensidade variou de 12,61 vasos/mm® a 59,29
vasos/mm?, com mediana de 21,73 vasos/mm? (DP=12,69 vasos/mm?).

Os resultados estatisticos demonstraram ndo existir diferencas significantes entre a
microdensidade vascular para os sexos masculino e feminino (p=0,1666; Teste Mann-Whitney),
entre 0S casos que apresentavam e 0s que ndo possuiam invasdo vascular (p=0,1350; Teste Mann-
Whitney), entre os casos com e sem infiltracdo perineural (p=0,1405; Teste de Mann-Whitney), entre
0s tumores T1/T2 e T3/T4 (p=0,2811; Teste Mann-Whitney), entre os casos NO e N1-N3 (p=0,9029;
Teste Mann-Whitney), entre os estadiamentos I/11 e I11/IV (p=0,2825; Teste Mann-Whitney), entre as
diferentes localizagdes de acometimento (p=0,8278; Teste de Kruskal-Wallis e Dunn) e entre o0s
diferentes graus histologicos (p=0,7921; Teste Mann-Whitney) (Tabela 10).
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Tabela 10. Microdensidade vascular em CECO. Salvador, Bahia, 2012.

Parametros

Sexo

Femino
Masculino
Tamanho

T1T2
T3/T4
Sem informac&o
Estadio clinico
111
/v
Linfonodo
NO
N1-N3

Sem informacéo

Infiltracdo perineural

CD 34

Sim
Néo
Sem informac&o

Invasao vascular

Sim
Nao

Sem informacéo

Gradacao Histoldgica

Bem diferenciado
Moderadamente
Local
Lingua
Palato
Assoalho bucal
Regido retromolar
Gengiva
Mucosa Jugal
Sem informacao

Total (%)

11 (35,48)
20 (64,51)

20 (64,51)
10 (32,25)
1(3,22)

12 (38,70)
19 (61,29)

12 (38,70)
15 (48,38)
4 (12.90)

10(32,25)
20 (64,51)
1(3,22)

4 (12,90)
26 (83,87)
1(3,22)

19 (61,29)
12 (38,70)

13 (41,93)
3(9,67)
3(9,67)
2 (6,45)
3(9,67)
6 (19,35)
1(3,22)

Mediana

29,42
17,73

17,73
28,92
41,20

17,35
27,46

27,53
24,36
30,43

30,52
17,73
35,84

16,10
24,78
35,84

21,73
25,40

26,05
26,31
17,94
37,51
16,76
31,32
21,73

DP

11,39
13,29

13,10
11,45

14,60
11,57

15,62
10,82
11,66

12,95
12,36

3,259
13,18

11,50
11,21

12,62
14,15
5,942
30,81
8,625
11,51

p (valor)

0,1666

0,2811

0,2825

0,9029

0,1405

0,1350

0,7921

0,8278
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Nota: As caracteristicas que apresentaram nimero menor que 3 ndo foram incluidas na analise estatistica, bem como os casos que ndo possuiam
informacdo quanto ao tamanho, envolvimento de linfonodos regionais, invasdo vascular, perineural e localizacdo de acometimento. As caracteristica
que apresentaram apenas um caso nao sao descritas aqui como medida de tendéncia central.

b) VEGF-A

Dos 56 casos submetidos a técnica imuno-histoquimica para marcacdo de VEGF-A, 41
(73,21%) foram analisados e 15 (26,78%) excluidos porque os cortes histol6gicos ndo apresentavam
condicdes de anlise.

Quando o parénquima destas lesdes foi avaliado, 26 (63,41%) casos apresentaram EI igual a
0, 3 (7,31%) casos El 1, 1 (2,43%) caso El 2, 1 (2,43%) caso EI 3, 4 (9,75%) casos El 4, 3 (7,31%)
casos El 6, 2 (4,87%) casos El 8 e 1 (2,43%) caso EI 9, com mediana igual a 0 (DP=2,6) (Figura 3).
Os casos positivos (n=24; 58,53%) apresentaram marcacdo citoplasmatica; os demais ndo
apresentaram marcagdo imuno-histoquimica (n=17; 41,46%). O padrédo de expressdo de VEGF-A e o

El sdo representados na Figura 6.
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Figura 6. Percentual de células que expressam VEGF-A e EIl no parénquima e estroma de CECO.
Salvador, Bahia, 2012.
A analise do estroma das les6es demonstrou que 30 (73,17%) casos obtiveram EI 0, 3 (7,31%)

casos El 1, 3 (7,31%) casos EIl 2, 1 (2,43%) caso El 3, 1 (2,43%) caso El 6, 2 (4,87%) casos El 9e 1
(2,43%) caso EI 12, com mediana igual a 0 (DP=2,78) (figura 6). Os casos positivos (n= 29; 70,73%)

apresentaram marcacdo no citoplasma de células endoteliais e fibroblastos e 12 (29,26%) ndo
apresentaram imunomarcacdo. Tumores bem diferenciados apresentaram maior EI quando
comparados aos moderadamente diferenciados (p= 0,0291; Teste de Mann-Whitney). Quando
avaliadas as diferencas de expressdao de VEGF-A entre células do parénquima e estroma, estas
também ndo foram significantes (p=0,3117; Teste de Mann-Whitney). As comparacdes entre 0s

demais parametros clinicos estdo descritas na Tabela 11.
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A Figura 7 ilustra os padr@es de imunomarcacdo dos mastocitos, microdensidade vascular e
VEGFA em CECO.

Tabela 11. Expressédo de VEGF-A em CECO. Salvador, Bahia, 2012.

Parametros

Sexo

Femino
Masculino
Tamanho

T1T2
T3/T4
Estadio clinico
111
/v
Linfonodo
NO
N1-N3

Sem informacéo

Infiltracdo perineural

Sim
Néo
Sem informacéo

Invasao vascular

Sim
Nao

Sem informacéo

Gradacao Histoldgica

Bem diferenciado
Moderadamente
Pouco
Local
Lingua
Palato
Assoalho bucal

Regido retromolar

Parénquima Estroma
Total (%)  Mediana DP  p(valor) Total (%)  Mediana DP p (valor)
13 (31,70) 0 2,23  0,5370 13(31,70) 0 1,801 0,3230
28 (68,29) 0 2,877 28 (68,29) 0 3.166
27 (65,85) 0 2,678 0,6785 27 (65,85) 0 3,332 0,9859
14 (34,14) 0 2,785 14 (34,14) 0 1,016
15 (36,58) 0 2,667  0,8262 15 (36,58) 0 2,669 0,9865
26 (63,41) 0 2,741 26 (63,41) 0 2,852
14 (34,14) 0 2,064  0,8650 14 (34,14) 0 1,730 0,5105
22 (53,65) 2,787 22 (53,65) 3,111
5(12,19) 3,975 5(12,19) 4,025
20 (48,78) 1 3,197  0,0065* 20 (48,78) 0 3,658  0,4750
19 (46,34) 0 1,012 19 (46,34) 0 1,465
2(4,87) 3 4,243 2 (4,87) 1,5 2,121
7(17,07) 3,388 0,6238 7 (17,07) 4,536 0,5929
32 (78,04) 2,501 32 (78,04) 2,435
2(4,87) 4,243 2 (4,87) 15 2,121
26 (63,41) 0 2,855  0,3960 26 (63,41) 0 3,347 0,0291*
14 (34,14) 2,424 14 (34,14) 0,2673
1(2,43) 0 - 1(2,43) 0 -
18 (43,9) 0 2,662 0,6236 18 (43,9) 0 2,787  0,4381
3(7,31) 0 0 3(7,31) 0 0
6 (14,63) 0 4,401 6 (14,63) 0 0
3(7,31) 1 3,215 3(7,31) 0 1,155
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Gengiva 3(7,31) 0 2,309 3(7,31) 0 4,5
Mucosa Jugal 6 (14,63) 1 1,506 6 (14,63) 0,5 3,521
Sem informacéo 2(4,87) 2 2,828 2(4,87) 4 2,828

Legenda:*, valor estatisticamente significante

Nota: Os casos de CECO que ndo possuiam informacdo quanto ao envolvimento de linfonodos regionais e invasdo vascular, bem como o de gradacdo
histolégica pouco diferenciado ndo foram incluidos na andlise estatistica. As caracteristica que apresentaram apenas um caso ndo sdo descritas aqui
como medida de tendéncia central.
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Figura 7. Imuno-histoquimica em CECO (100um). (A), (B) e (C) Mastécitos. Presenca de células mastocitarias predominantemente granuladas em
CECO bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco diferenciado. (D) e (E) Imunomarcacédo citoplasmatica e granular de VEGF em
CECO bem diferenciado e moderadamente diferenciado, respectivamente; (F) El 0 para a proteina VEGF em CECO pouco diferenciado. (G) e (H) e
(I) CD34. Presenca de vasos imunomarcados para CD34 em CECO hem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco diferenciado,

respectivamente (Seta).
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Comparacao dos resultados entre DEOs e CECOs

A avaliacdo dos Ms demonstrou existir uma maior densidade destas células entre as
DEOs, independente do grau histolégico (p= 0,01; Teste de Mann-Whitney), quando este
grupo foi comparado com os CECO.

Em relacdo a MDV total, foi encontrada uma diferenca estatisticamente significante
maior entre as DEOs quando comparadas aos CECOs (p=0,0003; Teste de Mann-Whitney)
(Figura 8).
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Figura 8. Comparacdo da microdensidade vascular entre
DEO e CECO. Salvador, Bahia, 2012.

A analise estatistica da expressdo de VEGF-A para os casos de DEOs e CECOs,
demonstrou ndo haver diferencas significantes na marcacao localizada no epitélio/parénquima
destas duas lesbes (p= 0,13; Teste de Mann-Whitney), bem como na expressdo da lamina
propria/estroma (p= 0,0439; Teste de Mann-Whitney).

Correlacdo dos resultados encontrados

Analisando-se os casos de DEO, foi encontrada correlacdo positiva regular entre
densidade de mastocitos granulados e microdensidade vascular (r= 0,48, p= 0,15; Correlacéo
de Pearson) e correlacdo positiva forte entre densidade de mastocitos degranulados e
microdensidade vascular (r= 0,8, p= 0,33; Correlacdo de Spearman).

Para os CECOs, foi encontrada correlacdo positiva fraca entre densidade de mastécitos
granulados e microdensidade vascular (r= 0,05, p= 0,77; Correlacdo de Spearman) e
correlacdo negativa fraca entre densidade de mastocitos degranulados e microdensidade
vascular (r=-0,25, p=0,52; Correlagéo de Spearman).

Correlacionando os dados de densidade de mastécitos e EI de VEGFA, para as

displasias, observamos uma correlacdo positiva fraca entre a presenca de mastocitos
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granulados e a expressdo de VEGF-A na lamina propria das DEOs (r= 0,29, p= 0,41,
Correlacdo de Spearman). Nao foi possivel realizar o célculo da correlagcdo entre mastocitos
degranulados e a expressao de VEGF-A na lamina prépria das DEOs.

Para os tumores, houve correlacdo negativa fraca entre mastocitos granulados e
expressdo de VEGF-A no estroma dos CECOs (r= -0,24, p= 0,21; Correlacdo de Spearman) e
correlacdo negativa regular entre mastdcitos degranulados e expressdao de VEGF-A no
estroma dos CECOs (r=-0,45, p=0,21; Correlacdo de Spearman).

Estudando-se os casos de DEOs, foi encontrada relacdo negativa regular entre a
expressao de VEGF-A no epitélio e a microdensidade vascular (r= -0,60, p= 0,04, I1C: -0,8891
a 0,09865; Correlacdo de Spearman) e correlacéo nula entre a expressao da citocina na lamina
propria e a microdensidade vascular (r= 0, p= 1; Correlacdo de Spearman).

Para os casos de CECO, existiu correlacdo positiva regular entre a expressao de VEGF-
A no parénquima e a microdensidade vascular (r= 0,39; p=0,02, Correlacdo de Speraman) e
correlagdo positiva fraca entre a expressdo de VEGF-A no estroma e a microdensidade

vascular (r= 0,18, p= 0,31; Correlacdo de Spearman).
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6. DISCUSSAO

O CECO corresponde a mais de 90% dos casos de neoplasias malignas diagnosticados
em boca e representa o sexto tumor mais frequente na populacdo mundial (HARUHIKO;
KASHIWAZAKI, 2008). Esta neoplasia é precedida, em alguns casos, por lesbes pré-
malignas (WANG et al., 2009), caracterizadas histologicamente por alteragdes arquiteturais e
citolégicas do tecido epitelial, as quais configuram as DEOs (GALE et al., 2005; HSUE et al.,
2007). Por isso, acredita-se que o risco de desenvolver CECO estad aumentado em pacientes
portadores destas lesdes (LEE et al., 2000; HSUE et al., 2007), com 5% das DEO evoluindo
para CECO em um curto periodo de 3 anos (HSUE et al., 2007).

As principais causas para 0 desenvolvimento destas doencgas estdo associadas ao uso do
tabaco, concomitante ou ndo ao uso do alcool (JOHNSON et al., 2005; GALE et al., 2005),
sendo o HPV, principalmente os subtipos 16 e 18, recentemente documentado como um
possivel fator causal (MILLER; JOHNSTONE, 2001; RAGIN; MODUGNO; GOLLIN,
2007).

Inicialmente, 45 amostras de DEO e 75 de CECO foram obtidas dos arquivos da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) e Hospital AC
Camargo (Sao Paulo, Brasil), os quais representam instituicoes de referéncia para diagnostico
e tratamento destas doencas. Entretanto, foram incluidas nesse estudo apenas 14 DEOs e 56
CECOs que preencheram os critérios de inclusdo desse estudo.

Apesar da perda amostral inerente a estudos retrospectivos, nossa casuistica ainda é
relevante quando comparamos esse trabalho com outros na literatura, tais como lamaroon et
al. (2003), os quais utilizaram 6 casos de DEO e 26 casos de CECO; Margaritescu et al.
(2008) que analisaram 19 casos de CECO; Michailidou; Markopoulos; Antoniades (2008) que
utilizaram 12 DEOs e 35 CECOs; e Shivamallappa et al. (2011) apresentaram os resultados
realizados em 18 DEOs e 19 CECOs. Ao mesmo tempo, cabe ressaltar, no presente estudo,
uma grande perda de casos para analise nas laminas de TMA.

Na presente casuistica, a idade dos pacientes com DEO variou de 43 a 91 anos,
apresentando média de 65,29 (DP= 14,55), corroborando com outros autores (COWAN et al.,
2001; LEE et al., 2006), sendo os homens mais acometidos que as mulheres, de acordo com o
relatado por Lee et al. (2006) e diferente do descrito por Cowan et al. (2001) que demonstrou
serem as mulheres as mais acometidas. A localizagdo preferencial dos casos deste estudo foi
lingua (n= 4; 28,57%), mucosa jugal (n=3; 21,42%) e assoalho da boca (n=3; 21,42%), que
séo os locais comumente envolvidos (COWAN et al., 2001; LEE et al., 2006).
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Entre os CECOs, a idade de diagnostico variou entre 26 e 92 anos, com média de 62,73
(DP= 62,73), sendo os homens mais acometidos e as localiza¢es preferenciais a lingua (n=
22; 39,28%), mucosa jugal (n= 7; 12,5%) e assoalho de boca (n= 7; 12,5%), corroborando
com dados que apontam uma maior incidéncia destes tumores em homens, entre as 62 e 72
décadas de vida (LEE et al., 2006; HSUE et al., 2007; GROOME et al., 2011) e nas
localizagGes aqui encontradas (LEE et al., 2006; HSUE et al., 2007). Ainda, Lambert et al.
(2011) apontam a lingua como o local de maior acometimento de cancer na cavidade oral,
assim como relatado neste estudo.

A maioria dos casos de DEO do presente estudo (n=8; 57,14%) foram classificados
como displasia discreta, de acordo com dados relatados anteriormente (AMAGASA,
YAMASHIRO; ISHIKAWA, 2006; HSUE et al., 2007). Isso provavelmente ocorre porque 0S
individuos tendem a tomar consciéncia de forma rapida das anormalidades que acometem a
cavidade oral (IZUMO, 2011), descobrindo de forma precoce as lesbes ainda em estagio
inicial de desenvolvimento. Entretanto, ha a possibilidade também das areas piores das lesdes
ndo serem incluidas na biopsia (COWAN et al., 2001).

Em relacdo aos CECOs, 62,5% (n=35) foram classificados como T1/T2 e a maioria
(n=22; 39,28%) como estadio I/lIl, demonstrando existir um maior predominio de lesbes
menores (DIAZ et al., 2003; GRIMM; LAZARIOTOU, 2011) e de estadios menos graves
(GROOME et al., 2011; GRIMM; LAZARIOTOU, 2011). Entre os trabalhos publicados
(FAGAN et al., 1998; DIAZ et al., 2003; SOUDRY et al., 2010; GRIMM; LAZARIOTOU,
2011) ndo é comum haver o comprometimento de linfonodos regionais, diferente do
verificado na maioria (n=28; 50%) dos casos deste estudo. Entretanto, € possivel existir o
envolvimento de linfonodos sem a identificacdo clinica (FAGAN et al., 1998; DIAZ et al.,
2003; AN et al., 2008) e, talvez, esta possa ser uma possivel explicacdo para a divergéncia dos
dados encontrados. Devido a isso, acredita-se que o0 esvaziamento cervical eletivo possa
aumentar a taxa de sobrevivéncia de paciente portadores de CECO (FAGAN et al., 1998;
DIAZ et al., 2003).

Quando avaliada a presenca ou auséncia de invasao vascular, 80,35% (n=45) dos casos
ndo apresentaram invasdo, corroborando com dados anteriores (FAGAN et al., 1998;
GRIMM; LAZARIOTOU, 2011) que demonstram uma maior prevaléncia de tumores ndo
associados a invasao vascular. Em relagdo a invasdo perineural, a maioria (n=31; 55,35%) dos
casos nao estava associada a mesma, de acordo com Sethi et al. (2009) e Soudry et al. (2010),

demonstrando uma menor capacidade destes tumores em desenvolver metatases, ja que estas
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caracteristicas representam uma maneira de disseminacdo das células neoplasicas (BINMADI;
BASILE, 2011).

A gradacdo histologica € um dos critérios que podem indicar o comportamento
biolégico tumoral (SETHI et al., 2009), existindo, neste estudo, um predominio dos CECOs
classificados como bem diferenciados (n=36; 64,28%), assim como relatado em outros
estudos como o de Hsue at al. (2007). Entretanto, em estudos realizados em 2011, Groome et
al. e Grimm e Lazariotou classificaram a maioria dos seus casos como moderadamente
diferenciados. O primeiro autor cita a dificuldade de alguns profissionais em realizar o exame
intra-oral na busca de lesdes malignas, prolongando o tempo de diagndstico destas doencas.
Assim, este se torna um possivel fator da diferenca dos seus resultados para o0s descritos neste
estudo.

VVem sendo amplamente discutido que o crescimento tumoral esta diretamente associado
a angiogénese, principalmente nos estagios iniciais da formagdo do tumor, uma vez que 0S
novos vasos formados sdo responsaveis por realizar as trocas metabdlicas das células
neoplasicas, prover nutrientes e oxigénio as mesmas (VALKOVI'C et al., 2002), bem como
oferecer a via hematogénica como uma maneira de disseminacdo (FOX, 1997). Brevemente, a
angiogénese envolve a reprogramacdo do perfil de transcrigdo celular, com a predominancia
de fatores pro-angiogénicos, resultando em uma proliferacdo de vasos (MENAKURU et al.,
2008). Acredita-se, entretanto, que o inicio da neovascularizacdo em lesbes displasicas seja
um pré-requisito para a formacgéo do tumor (BERGERS; BENJAMIN, 2003; MENAKURU et
al., 2008). Sendo que a angiogénse pode ser um marcador de prognostico em tumores
malignos (IAMAROON et al., 2003).

A angiogénese esta relacionada a liberacdo de determinados fatores pelos Ms (ELPEK
et al. 2001; MALTBY: KHAZAIE; MCNAGNY, 2009), como VEGF (PARIZI et al., 2010) e
triptase (IAMAROON et al., 2003). Estas células sdo originadas de precursores pluripotentes
da medula o6ssea, atingindo sua maturacdo nos tecidos (KOBAYASHI; ISHIZUKA,;
OKAYAMA, 2000; JANEWAY JUNIOR et al. 2005), onde sdo amplamente distribuidas
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; JANEWAY JUNIOR al. 2005). Além de participar da
angiogénese fisiologica (COUSSENS et al., 1999; SHARMA; SHARMA; SARKAR, 2005),
acredita-se que estas células participam da formacao de vasos em les6es malignas (RANIERI
et al., 2009), contribuindo para um comportamento bioldégico mais agressivo em alguns
tumores, entre eles o carcinoma escamocelular (ELPEK et al. 2001; MALTBY: KHAZAIE;
MCNAGNY, 2009).
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Sugere-se que estas células mastocitarias possuam caracteristicas ambiguas ao tumor
(EROL et al., 2011), podendo atuar contra as células tumorais, atraves do recrutamento das
células imunes — dendriticas e celulas T - e da sua capacidade citotoxica (DAWICK;
MARSHALL, 2007; MALTBY: KHAZAIE; MCNAGNY, 2009); bem como ser Uteis ao
crescimento neoplésico se liberarem seletivamente, sem degranular, moléculas benéficas ao
tumor (THEOHARIDES; CONTI, 2004). Isso ocorre porque, uma vez degranuladas, estas
celulas liberam proteinases, as quais degradam a matriz extracelular peritumoral e promovem
atividade contra as células tumorais (DABBOUS et al., 1986). Sendo assim, diz-se que 0s Ms
parecem desenvolver um papel pré-tumoral em algumas neoplasias malignas, como
melanomas (TOTH et al., 2000) e carcinoma escamocelular de eséfago (ELPEK et al. 2001);
e anti-tumoral, ou ndo exercer funcdo, em outros, como céncer de mama (RANIERI et al.,
2009), colorretal (LINDMARK et al., 1996), de pulmdo (CARLINI et al., 2010) e prostata
(FLEISCHMAN et al., 2009). Por isso, foi realizado neste estudo, pioneiro neste aspecto, a
analise morfoldgica dos mastocitos (granulados e degranulados) nas lesdes que possivelmente
antecedem as neoplasias malignas (DEOs) e os CECOs.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a mediana da densidade total de Ms nas
DEOs foi de 53,86 células/mm?, valor menor que o encontrado por lamaroon et al. (2003) e
Araujo et al. (2010), sendo os valores descritos por estes ultimos em lesbes de labio. Essa
divergéncia pode ser explicada pela atuacdo da radiacdo ultravioleta no labio, qual esta
associada ao recrutamento de células mastocitarias (ROJAS et al., 2005).

As maiores DM foram encontradas entre pacientes do sexo feminino (62,62
células/mm?), na localizacdo de gengiva (133,26 células/mm? — valor total). Ainda, a displasia
classificada como intensa apresentou uma maior DM (76,45 células/mm? — valor total), assim
como demonstrado por Michalidou; Markopoulos; Antoniades (2008). Entretanto, a analise
estatistica demonstrou nao existir diferencas significantes entre os sexos (p=0,43), as
localizagdes (p=0,05) e os graus histoldgicos (p=0,35). O que parece ndao demonstrar relacdo
de Ms, de maneira independente, para estas caracteristicas. Aradjo et al. (2010), em lesdes de
labio, também ndo encontraram diferencas significativas entre os diferentes graus histolégicos
de displasia, porém relataram um aumento do nimero destas células nas lesdes displasicas
quando comparadas ao labio normal.

Muitos estudos que utilizam lesGes pré-malignas, ndo as descrevem associadas ao
processo inflamatério (SUGAR; BANOCZY, 1969; WEIJERS et al., 2002; WANG et al.,

2009). Em nosso estudo, a média da DM entre as lesbes associadas e ndo associadas a
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inflamacéo foi, respectivamente, 58,26 células/mm? e 49,66 células/mm?. Porém, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes (p= 0,8763), dados semelhantes aos
demonstrados por De Assis Caldas Pereira et al. (2012), os quais observaram ndo observaram
uma associacdo significativa entre presenca de mastocitos e infiltrado inflamatério em
tumores odontogénicos. Alguns autores sugerem que existem, em lesdes malignas, duas
formas de se ativar a resposta inflamatdria, presente em quase todos 0s tumores: por uma via
intrinseca e uma via extrinseca (determinada por ativacdo de oncogenes). Essa ativacdo da
resposta inflamatoria determinaria um aumento na sobrevivéncia e proliferacdo das células
tumorais (MANTOVANI et al., 2008). Em relacdo as lesbes displasicas, os mastdcitos
fizeram-se presentes independente do infiltrado inflamatdrios, como demonstrado
anteriormente (ARAUJO et al., 2010), sugerindo que a presenca destas células possa ocorrer
pela atuacdo de moléculas especificas nao relacionadas a inflamacéo. Ao mesmo tempo, pode
existir também uma tentativa de reparo nestas lesdes associadas ao processo inflamatorio,
uma vez que a inflamacdo precede a reparacdo dos tecidos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005).

Ao avaliar a morfologia celular, verificou-se que a média da densidade de mastocitos
granulados foi maior (63,59 células/mm?) entre as lesBes de DEO, ndo existindo diferencas
estatisticas significantes entre os valores encontrados para 0s grupos com predominio de
células granuladas e degranuladas (p=0,18). Este fato sugere que os diferentes tipos
morfologicos de mastdcitos ndo exercem atividades distintas nas DEOS. A analise descritiva
para o grupo com prevaléncia de células granuladas demonstrou existir maior nimero de
lesbes em pacientes do sexo masculino (n= 6; 60%), nas DEOs classificadas como discretas
(n= 6; 60%) e que acometiam a lingua (n= 4; 40%). Ja no grupo de células degranuladas,
houve maior nimero de lesbes entre individuos homens (n= 3; 75%), na localizacdo de
assoalho bucal (n= 2; 50%) e namero igual de lesbes classificadas como discreta e moderada
(n= 2; 50%). Outros estudos, com casuistica maior, devem ser realizados no objetivo de

elucidar melhor os dados acima descritos.

Avaliando-se os CECOs, a mediana da DM foi de 29,89 células/mm? valor
consideravelmente menor que aquele ja relatado (lamaronn et al., 2003), e a maioria dos casos
(n= 27, 75%) apresentaram, predominantemente, Ms granulados. Neste grupo, a mediana da
DM foi de 34,95 célulassmm? maior que a observada para 0 grupo que possufa,

predominantemente, Ms degranulados (25,71 células/mm?). Esses n(imeros sio maiores que 0
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observado por Parizi et al. (2010), os quais demonstraram DM de 13,1 células/mm? em
CECO. Entretanto, estes mesmos autores encontraram uma maior concentracdo de Ms
quando analisadas lesdes de labio (108,5 células/mm?), existindo diferencas significativas de
densidade de células entre estas 2 localizagBes. Sabe-se que a radiacdo ultravioleta é um
potente ativador de mastocitos (PARIZI et al., 2010) e, provavelmente por isso, diferencas
importantes sdo encontradas entre CEC de labio e da cavidade oral.

Analisando-se as caracteristicas associadas com maior agressividade tumoral, 0s
maiores valores de DM estavam entre os tumores T3/T4 (41,98 célulassmm?), associados &
infiltracdo perineural (40,05 células/mm?) e classificados histologicamente como
moderadamente diferenciados (43,05 célulassmm?). Entretanto, a avaliagdo estatistica
demonstrou existir uma DM significativamente maior entre os tumores que ndo apresentavam
invasdo vascular (36,11 células/mm?) quando comparados aos que possuiam (33,31
células/mm?) (p= 0,0307), 0 que ndo parece estar de acordo com dados que apontam uma
maior capacidade de Ms granulados atuarem no crescimento e desenvolvimento tumoral
(THEOHARIDES; CONTI, 2004). Ao mesmo tempo, Oliveira-Neto et al. (2007) e Parizi et
al. (2010) também ndo encontraram diferencas significativas entre caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas em lesdes de CECO, sugerindo existir outros fatores que atuem na
agressividade tumoral e no recrutamento e ativacdo de Ms nesta neoplasia maligna. Vale
ressaltar que a analise imuno-histoquimica nos permite dizer apenas se as células estdo
granuladas ou ndo, ndo podendo ser demonstrada a possivel secrecdo seletiva de fatores pro-

tumorais.

Além disso, pacientes do sexo feminino e as lesdes que acometiam palato apresentaram
maiores valores de DM, 62,11 célulassmm® e 86,31 células/mm?® (valor total), quando
comparados ao sexo masculino e a outras localizacGes, respectivamente. Corroborando com
dados que demonstram uma maior DM em lesGes de pacientes do sexo feminino, o que sugere
a possivel existéncia de diferentes mecanismos de recrutamento e ativacdo destas células
relacionadas as mulheres (PARIZI et al., 2010).

No grupo das lesdes de CECO que apresentaram, predominantemente, Ms
degranulados, os maiores valores de DM estavam entre pacientes do sexo masculino (26,30
célulassmm?), em tumores T1/T2 (25,71 célulassmm?), de estadimento clinico I/1l (29,42
células/mm?), sem envolvimento de linfonodo cervical (32,54 células/mm?), ndo associados &

infiltracdo perineural (25,71 célulassmm?), classificados como moderadamente diferenciados
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(32,54 células/mm?) e que acometiam a lingua (25,71 célulassrmm?). Entretanto, a analise
estatistica deste grupo demonstrou ndo existir diferengas significantes entre as variaveis
estudadas, apontando para uma possivel atuacdo de mastocitos degranulados associados a
outros fatores que contribuam para um comportamento biolégico menos agressivo nestes
tumores. O que ndo estd de acordo com dados descritos anteriormente (MALTBY:
KHAZAIE; MCNAGNY, 2009).

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s tumores com
predominio de mastdcitos granulados e degranulados (p= 0,1439). O que provavelmente
demonstra ndo existir diferencas na atuacdo dos diferentes tipos morfoldgicos dos mastocitos
em CECO. Vale ressaltar que este é o primeiro estudo que faz a analise da presenca de
mastocitos granulados e degranulados neste tipo de tumor.

Ainda, a avaliacdo da densidade de células mastocitarias entre as duas lesdes estudadas
revelou existir um namero estatisticamente significante maior entre as DEOs (53,86
células/mm?) quando comparadas aos CECOs (29,89 células/mm?) (p=0,01), diferente de
dados ja descritos (OLIVEIRA-NETO et al., 2007; MICHALIDOU; MARKOPQOULOS;
ANTONIADES, 2008). Apesar de ser descrita uma falha na migracdo de Ms em DEO e
CECO, isso ndo explica o numero aumentado destas células em lesdes pré-malignas.
Paralelamente, a possivel explicacdo para este fendmeno seria a complexa rede de sinalizacéo
existente no meio ambiente tumoral que estaria regulando o numero de Ms nestas neoplasias
através da inducdo de morte (OLIVEIRA-NETO, 2007).

Como ja descrito, as células mastocitarias parecem estar associadas ao desenvolvimento
da angiogénese em neoplasias malignas (MOHTASHAM et al., 2010; DUSE et al., 2011).
Sendo assim, foi realizada a analise imuno-histoquimica da MDYV, através da imunomarcacao
de CD 34, em casos de DEO e CECO para avaliar a formacdo de vasos nestas duas lesdes.
Apesar de muitos estudos utilizarem a MDV para avaliacdo da quantidade de vasos em
tecidos, ainda ndo foi estabelecido um consenso a respeito de como realiza-la. Entretanto,
defende-se que a contagem realizada em quatro ou cinco areas de hot spot, como feito no
nosso estudo, seja a melhor técnica de determinar valores prognosticos em pacientes
acometidos por cancer (DE JONG; VAN DIEST; BAAK, 2000), tornando-se um método
eficaz para verificar o valor da MDV. Ao mesmo tempo, ja foi demonstrada a utilizacdo da

proteina CD 34 em estudos de angiogénese neoplasica (GADOLFO et al., 2011), bem como a
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robustez e especificidade da mesma para vasos imaturos (VERMEULEN et al., 2002),
constituindo um bom marcador para o estudo da MDV.

Em 2002, foi publicado por Vermeulen e colaboradores uma revisédo que teve como
objetivo descrever as principais metodologias para determinagdo da microdensidade vascular
para tumores, entretanto os diferentes artigos que sdo publicados nesta area ndo trazem uma
informacdo unificada a respeito da mesma, dificultando de maneira expressiva a comparacgao
dos dados. Ainda, poucos estudos trazem a avaliacdo da MDV em DEOs (TAE et al., 2000;
IAMAROON et al., 2003; GANDOLFO et al., 2011), os quais também ndo possuem um
padrdo para esta analise, tornando dificil a analise comparativa.

Nosso estudo é pioneiro em demonstrar a MDV em DEO, tomando-se como base 0s
sexos, localizacOes e gradacgdes histoldgicas. Nos nossos casos, a meédia da MDV foi de 44,61
vasos/mm?, as maiores densidades de vasos estavam entre as lesdes de DEO de pacientes do
sexo feminino (46,98 vasos/mm?), de grau intenso (60,96 vasos/mm? — valor absoluto) e na
localizagdo de palato (48,51 vasos/mm? - valor absoluto), entretanto ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entres os sexos (p= 0,5277), os diferentes graus
histolégicos (p=0,1833) e para as localiza¢des de lingua e mucosa jugal (p= 0,2286).

Em 2010, Souza e colaboradores também ndo encontraram associagédo entre a MDV e 0s
graus histologicos de displasia epitelial em labio, demonstrando ndo existir uma alteracéo
importante entre os diferentes graus histoldgicos de displasia e MVD. Ainda, parece que a
localizacdo e o0 sexo ndo sdo fatores que contribuam para o aumento da MDV, mesmo
existindo relatos que apontem uma maior propensdo para o desenvolvimento de neoplasias
malignas quando lesdes histologicas que as precedem acometem o assoalho de boca (ZHANG
et al., 2001; REIBEL, 2003).

Por outro lado, ja havia sido demonstrada uma maior MDV em lesdes displasicas
classificadas histologicamente como intensas (TAE et al, 2000; MICHAILIDOU;
MARKOPOULOQOS; ANTONIADES, 2008), o que pode significar um aumento da presenca de
vasos a medida que a lesdo progride. Contudo, o aumento da densidade de vasos parece ndo
estar relacionado com as variaveis estudadas, merecendo outras abordagens que elucidem
melhor o valor aumentado de MDV em pacientes do sexo feminino e na localizacdo do palato.

Segundo Mantovani et al. (2008), o infiltrado inflamatorio estd associado a uma
aumento da angiogénese, pois células como mastocitos, neutréfilos e eosindfilos sdo
responsaveis por liberar citocinas, prostaglandinas e quimiocinas que irdo atuar no

desenvolvimento de novos vasos. Parece que nosso estudo corrobora com estes achados, uma
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vez que a média da MDV foi maior entre as lesdes associadas a inflamacdo quando
comparadas aquelas ndo associadas & inflamacéo, sendo, respectivamente 43,89 vasos/mm? e
33 vasos/mm?. Infelizmente, ndo foi possivel realizar testes estatisticos para analise desta
variavel, o que poderia ajudar a elucidar melhor esta questéo.

Para 0s CECOs, a média de MDV foi de 21,73 vasos/mm? valor maior que o
demonstrado por Margaritescu et al. (2008) e menor que 0 encontrado por lamaroon et al.
(2003) em céncer de boca. Estudos apontam uma maior densidade de vasos em tumores mais
agressivos e, consequentemente, de estagios mais avancados (ELPEK et al., 2001,
MARGARITESCU et al., 2008; EL-ROUBY, 2010), sendo observada na nossa pesquisa uma
maior MDV associada a tumores que demonstravam infiltracdo perineural (30,52 vasos/mm?),
estadiamento clinico I11/IV ( 27,46 vasos/mm?), classificados como T3/T4 (28,92 vasos/mm?)
e moderadamente diferenciados (25,40 vasos/mm?). Contudo, n&o foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre as variaveis estudadas (sexo, localizagéo,
envolvimento de linfonodos, invasdo vascular e perineural e gradagéo histologica), o que ja
havia sido demonstrado em estudos anteriores (TAE et al.,, 2000; KYZAS; AGNANTIS;
STEFANOU, 2006; MARGARITESCU et al., 2008). Entretanto, Souza et al. (2010)
encontraram uma maior propensao a metastases cervicais em pacientes portadores de cancer
de labio que possuiam um valor mais acentuado de MDV. Vale ressaltar que a metodologia
utilizada por estes autores foi diferente da realizada neste estudo, merecendo atencdo ao
avaliar estes dados.

O estudo das MDV encontradas para DEOs e CECOs demonstrou existir um maior
valor entre os casos de DEO. Foram observadas diferencas significativas entre os valores
totais de MDV (p= 0,0003) existindo uma maior média de MDV entre os casos de DEO
(44,61 vasos/mm?) quando comparada aos CECOs (21,73 vasos/mm?). Entretanto, o que se
descreve é uma maior densidade de vasos em lesdes malignas quando comparadas as
displasicas (TAE et al., 2000; MICHAILIDOU; MARKOPOULOS; ANTONIADES, 2008;
SOUZA et al., 2010; GANDOLFO et al., 2011).

Apesar de ser o TMA um método acessivel e capaz de permitir a analise de diversos
casos em uma Unica lamina, os resultados de microdensidade vascular sdo diferentes daqueles
observados em laminas convencionais de tecidos parafinizados, pois ao selecionar as areas
que fardo parte do TMA, da-se preferéncia as areas pertencentes ao parénquima tumoral, as

quais representam melhor os tumores, e deixa-se em segundo plano o estroma, diminuindo a
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acuracia de analise da MDV (CHARPIN et al., 2004). E, provavelmente, devido a isto que 0s
valores de MDV foram maiores nos casos de DEO quando comparados aos CECOs.
Entretanto, alguns autores defendem que a angiogénese esta associada ao crescimento tumoral
em estagios iniciais do seu desenvolvimento, existindo a possibilidade de outros fatores
influenciarem o crescimento e proliferacdo do tumor, em seus estdgios mais tardios
(VALKOVI'C et al., 2002). Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para elucidar melhor
estas observacdes, inclusive comparando a analise de MDV em TMA e em cortes
convencionais.

Quando avaliada a correlacdo entre a DM, granulados e degranulados, e MDV nas
lesbes de DEO e CECO, esta ndo se mostrou estatisticamente significante (p>0,05), entretanto
estudos apontam uma maior MDV quando ha uma maior DM em lesdes de DEO e CECO
(IAMAROON et al., 2003; MICHAILIDOU; MARKOPOULOS; ANTONIADES, 2008).
Mesmo assim, a MDV ndo aumenta consideravelmente quando é atingido um determinado
patamar da densidade de mastdcitos, deixando estas células de atuar apos atingir este limiar.
Por isso, acredita-se que a correlacdo entre DM e MDV esté limitada aos processos iniciais de
tumorigénese em CECO (MICHAILIDOU; MARKOPOULOS; ANTONIADES, 2008),
podendo estar mais relacionada ao desenvolvimento de outros canceres (RANIERI et al.,
2009).

Cabe ressaltar ainda que é demonstrada uma maior correlacao entre a presenca de Ms e
MDYV em éreas peritumorais (CARLINI et al., 2010; JOHANSSON et al., 2010), as quais nao
puderam ser avaliadas neste estudo, uma vez que a andlise dos carcinomas foi feita em
laminas de TMA, abrangendo apenas tecidos alterados. Dessa maneira, fica explicita a
necessidade de estudos que avaliem a densidade e status de Ms nas bordas das DEOs e em
zonas peritumorais na tentativa de melhor elucidar o papel destas células nestas lesdes.

Ja foi amplamente discutida a participacdo de VEGF na angiogénese fisioldgica
(CAMELIET et al., 1996; ASAHARA et al., 1999) e patoldgica, como em neoplasias
malignas (VALCOVT’C et al., 2002). Esta citocina é liberada por células do hospedeiro, entre
elas os Ms (PLATE et al., 1992; PARIZI et al., 2010) e células epiteliais (PAMMER et al.,
1998) e também células tumorais (BERSE et al., 1992). O VEGF é a capaz de mobilizar
células precursoras endoteliais da medula 6ssea e promover a sua diferenciacdo nos tecidos,
aumentando, assim, a vascularizacdo tecidual (ASAHARA et al., 1999). Acredita-se que 0S
Ms possuem a capacidade de liberar seletivamente o VEGF recém-sintetizado, sem
degranular (CAO et al., 2005; SYVARANTA et al., 2010), contribuindo para o crescimento
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(THEOHARIDES; CONTI, 2004) e comportamento mais agressivo em CECOs (TOTH et al.,
2000; VALCOVI’C et al., 2002; ARORA et al., 2003), assim como maior gravidade nos
gruas histoldgicos de lesGes pré-malignas (GANDOLFO et al., 2011).

Apesar de dados anteriores apontarem uma menor expressao de VEGF, em lesGes
displésicas, a medida que as mesmas progridem (TAE et al., 2000; JOHNSTONE; LOGAN,
2007), no nosso trabalho a expressdo da citocina ndo ocorreu desta maneira, com lesdes
moderadas apresentando os maiores EI para VEGF. No atual estudo, ao analisar a expresséo
de VEGF, a maioria dos casos de DEO apresentaram El, no epitélio, igual a 0 (n=11; 84,61%)
e a marcacao localizava-se no citoplasma celular, como ja relatado (CHENG et al., 2011). O
caso que possuiu o maior EI (4) era de um paciente do sexo feminino e classificado como
moderado. Ao mesmo tempo, quando avaliada as caracteristicas da expressdo na lamina
propria, 12 (92,3%) casos apresentaram escore imuno-histoquimico igual a 0. A marcacao foi
no citoplasma, principalmente de células endoteliais, de acordo com Cheng et al. (2011). O
caso que possuiu escore 3 era de um paciente do sexo masculino, acometendo o assoalho de
boca e classificado como DEO moderada.

Entretanto, a analise estatistica demonstrou nao existir diferencas significantes entre os
parametros clinicos e histologicos (para marcacdo no epitélio e ldmina propria), de acordo
com Johnstone; Logan (2007), bem como entre epitélio e ldamina propria (p= 0,5793). Sendo
assim, estes resultados parecem demonstrar que o VEGF nao exerce uma funcdo expressiva
no desenvolvimento e progressao das DEOS, tornando-se importante a realizagdo de outros
estudos para avaliar outros possiveis fatores envolvidos na patogénese destas lesdes.

Entre os casos de CECO, avaliando-se o parénquima, a maioria (n= 26; 63,41%)
apresentou EIl igual a 0, sendo a expressdo de VEGF citoplasméatica (ARORA et al., 2005;
CHENG et al., 2011). O caso com maior EI (9) era de um paciente do sexo masculino,
classificado como CECO bem diferenciado e que apresentava como caracteristica de
agressividade apenas a infiltracdo perineural. A andlise estatistica demonstrou existir
diferencas significantes entre os casos associados e ndo associados a infiltracdo perineural (p=
0,0065), possuindo as lesGes associadas a esta caracteristica um maior EI. Apesar de nédo
terem analisado a expressdao de VEGF nas células do parénquima e estroma dos CECOs,
Cheng et al (2011) encontraram diferencas significantes entre as lesbes que apresentavam e
ndo possuiam envolvimento de linfonodos, bem como entre tumores de estadiamento clinico
menos e mais avangados. Ao passo que Tae et al. (2000) e Arora et al. (2005) ndo

encontraram diferencas significantes entre a presenca da citocina e os parametros clinicos e
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histologicos das neoplasias, estando de acordo com nossos achados, 0s quais sugerem que a
expressdo da citocina também ndo estd associada a um crescimento e comportamento
biolégico agressivo em CECOs.

Ao mesmo tempo, a andlise do estroma intratumoral das neoplasias malignas
demonstrou que a maioria (n= 30; 73,17%) dos casos obtiveram EI igual a 0, sendo a
expressao localizada no citoplasma de células endoteliais (ARORA et al., 2005; CHENG et
al., 2011) e de fibroblastos (CARLILE et al., 2001). O caso com maior EI (12) correspondia a
um paciente do sexo masculino, classificado como CECO bem diferenciado e associado a
invasdo vascular e perineural e de estadiamento clinico I11. Os resultados da anélise estatistica
da expressdo de VEGF demonstraram existir diferencas significantes apenas entre os graus
histolégicos dos tumores (p= 0,0291), possuindo os CECOs bem diferenciados valores
maiores de El. Johnstone; Logan (2007) tambem encontraram diferencas significantes entre
os diferentes graus histologicos tumorais estando os maiores valores em neoplasias bem
diferenciadas, de acordo com os dados aqui relatados. Diante do exposto, sugere-se que a
expressdo de VEGF ndo estd associada a um comportamento biolégico tumoral mais
agressivo, como ja descrito anteriormente (JOHNSTONE; LOGAN, 2007). Ou seja, a
presenca do VEGF nestas lesdes parece estd associada a presenca fisioldgica desta citocina
em tecidos bucais (PAMMER et al., 1998).

Entre os trabalhos publicados, existe uma controvérsia acerca da expressdao de VEGF
em lesdes de DEOs e CECOs. Alguns estudos descrevem um aumento da expressao a medida
que ha progressdo das DEOs para CECOs (JOHNSTONE; LOGAN, 2007; GANDOLFO et
al., 2011, CHENG et al., 2011), outro demonstra uma diminuicdo da expressdo com a
progressao de uma lesdo para outra (TAE et al., 2000). A andlise estatistica da expressdo de
VEGF-A para os casos de DEOs e CECOs demonstrou existir diferencas significantes apenas
quando avaliada a expressdo da citocina na lamina propria e estroma dos distintos tipos
histolégicos das duas lesdes (p= 0,0439), sendo os valores mais altos de El encontrados em
CECO bem diferenciado, seguido de DEO moderada, CECO moderadamente diferenciado e
DEO discreta. Assim, de acordo com 0s resultados aqui descritos, parece ndo existir relacdo
entre a expressao de VEGF e a progressdo das duas doencas. Contudo, outros estudos devem
ser realizados na tentativa de elucidar melhor estas caracteristicas, uma vez que ja foi
demonstrado que a discrepancia destes dados pode estar associada aos diferentes marcadores
imuno-histoquimicos, com distinta especificidade, utilizados nos estudos (CARLILE et al.,
2001).
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Ao mesmo tempo, é amplamente demonstrada a participacdo das Ms na produgdo e
secrecio de VEGF (AOKI et al., 2003; PARIZI et al., 2010; SYVARANTA et al., 2010),
participando ativamente da patogénese de doencas malignas, como carcinoma basocelular
(AOKI et al., 2003), melanoma (TOTH et al., 2000) e carcinoma da mama (CONTI et al.,
2007). Entretanto, este estudo é pioneiro em demonstrar a relacdo entre Ms e presenca de
VEGF em DEO e CECO. Nossos resultados demonstraram ndo existir correlagdo
estatisticamente significante (p> 0,05) entre a DM, granulados e degranulados, e expressao de
VEGF nestas duas lesGes. O que provavelmente demonstra que, nestas lesGes, ndo ha
participacdo dos Ms na producdo desta citocina e, provavelmente, a mesma esteja sendo
produzida por outras células do meio ambiente de DEOs e CECOs.

Alguns estudos descrevem uma correlagdo positiva significante entre a expressdo de
VEGF e MDV (ARORA et al., 2003; GANDOLFO et al., 2011), outros apontam que a
citocina ndo esta correlacionada a MDV (TAe et al., 2000; NAYAK et al., 2011) e ainda
existem relatos que demonstram uma relacdo inversa entre a expressdo de VEGF e MDV
(CARLILE et al, 2001), em DEOs e CECOs. Neste estudo, para os casos de DEO, ndo foram
encontradas correlagdes significantes entre a expressdo de VEGF no epitélio/lamina propria e
microdensidade vascular (p> 0,05). Contudo, para os casos de CECO, existiu correlagdo
significante, positiva regular, entre a expressdo de VEGF-A no parénquima tumoral e a
microdensidade vascular (r= 0,39; p=0,0299). Sendo assim, as células do parénquima podem
estar contribuindo para a angiogénese tumoral, através da secrecéo de fatores de crescimento,
0 que ja foi observado em outros tipos de lesdes, como carcinoma de mama (VALCOVI’C et
al., 2002).
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7. CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste estudo permitem sugerir que:

Os diferentes tipos morfologicos de mastocitos (granulado e degranulado)
parecem ndo exercer atividades distintas nas DEOS e CECOs e nio
observamos associacao entre a presenca de mastocitos, graduacdo histoldgica e

pardmetros clinicos nestas lesdes;

Existiu um namero estatisticamente significante maior de DM entre as DEQOs
do que em CECOs;

A MDV, nos casos de DEO e CECOs, ndo esteve associada aos parametros
clinicos e graduagdo histologica das lesdes avaliadas. Os casos de DEO
apresentaram MDYV significativamente maior em relagéo aos CECOs;

A expressdo de VEGF, no epitélio/parénquima e lamina propria/estroma, ndo
esteve relacionada aos parametros clinicos e graduacao histologica em DEOs e
CECOs. Néao foi encontrada relacdo entre a expressdo desta citocina e a

progressao de DEO para CECO.

Existiu associacdo entre a expressao de VEGF por células tumorais e MDV, 0
que parece demonstrar que células do parénquima participam da angiogénese
em CECOs;

O Status dos mastacitos (granulados e degranulados), neste estudo, ndo estava associado a
MDV em CECO e DEO.
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