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RESUMO - Ogrivo. Avaliar a densidade microvascular no carcino-
ma epiderméide de lingua oral, no sitio primirio e em suas
metastases  linfaticas.

Métopos. Foram avaliados retrospectivamente 30 pacientes
com carcinoma epidermdide restrito a lingua oral, submetidos a
tratamento cirdrgico incluindo esvaziamento cervical. A densidade
microvascular foi avaliada por imunohistoquimica empregando o
anticorpo anti-CD34 e quantificada @ microscopia Optica, no tumor
primdrio e em suas metdstases linfonodais. Foi avaliada a relagio
entre a densidade microvascular, as varidveis clinicas e histolégicas
e o progndstico.

ResuLtapos. A densidade microvascular apresentou media-

na de 15,4 vasos/campo (5,5 a 25,3) nos tumores primérios e
16,4 vasos/campo (I2 a 32,2) nas metdstases linfiticas. Foi
observada uma relagio inversa entre a  densidade
microvascular no tumor primério e na respectiva metdstase
linfitica (r= -0,68 e p=0,04). A densidade microvascular nao
apresentou relagdo com outras varidveis histolégicas ou com o
progndstico.

Conciusio. H4 uma relagdo inversa entre a densidade micro-
vascular no sitio primério e na metdstase linfonodal, sugerindo um
controle regional ou sistémico da angiogénese.

Unitermos: Cancer. Angiogénese. Metastase. Linfonodo. Lingua.

INTRODUGAO

Os carcinomas epidermdides da lingua sao
as neoplasias malignas mais freqiientes na
boca. Quando operados em estadio avancado,
esses tumores apresentam maior indice de
margens comprometidas e, nestas circunstan-
cias, menor resposta ao tratamento radiote-
rapico adjuvante'Z. No momento, nio exis-
tem meios de identificar os pacientes que,
ainda que estejam com doenca em estadio
inicial, precisam de tratamento mais agressivo,
ou aqueles com doenca em estadio avancado
que nio se beneficiam com as alternativas
terapéuticas disponiveis. A neoangiogénese é
um processo essencial para o desenvolvimen-
totumoral etemsido relacionada comacapa-
cidade de metastatizagao e o progndstico em
neoplasias malignas de diversos sitios
anatémicos. Embora a metastatizago seja a
caracteristica mais marcante das neoplasias
malignas, os resultados de diferentes estudos
realizados em carcinomas de boca tém se
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mostrado conflitantes quanto aimportanciada
densidade microvascular e sugerem que o
método, desenvolvido em outras neoplasias,
necessita de adaptagao**®. Este estudo tem
por objetivo avaliar a densidade da neoan-
giogénese nos carcinomas epiderméides de
lingua, (tumor primario e metastases linfo-
nodais), relacionando estes achados com a
presenca de metastase ou recidiva.

MéTtopos

Foram revisados os prontuarios de 104
pacientes com carcinoma epiderméide de lin-
guaoral submetidos atratamento cirdrgicono
Hospital Helidpolis entre 1979 e 1998. Todos
os pacientes haviam sido submetidos ao esva-
ziamento cervical. Foram selecionados os 30
pacientes que tiveram seguimento superior a
24 meses (exceto dois pacientes com segui-
mento entre |18 e 24 meses), cujos blocos
parafinizados apresentavam condi¢oes ade-
quadas para a revisao histoldgica e realizagao
de imuno-histoquimica. A radioterapia adju-
vante foi empregada nos pacientes que apre-
sentaram margens cirurgicas comprometidas
oulinfonodos metastaticos confirmados histo-
logicamente.

Quanto ao sexo, 26 pacientes eram
masculinos e quatro femininos. A idade
média foi de 54 anos. Dois casos apresenta-
vam estadiamento TI, 14 casos T2, 13
casos T3 e | caso T4.

O material foi submetido arevisao ana-
tomopatoldgica convencional consideran-
do os seguintes fatores: grau de diferenci-
acao, padrao de invasao, presenga de
necrose, infiltrado inflamatdrio e
desmoplasia. Nesta analise foram selecio-
nados os cortes mais significativos do tu-
mor primario e de suas metastases
linfonodais, para realizacio de reacdo
imuno-histoquimica com anticorpo anti-
CD34 (Figura |). Os cortes histologicos
com 3 mm de espessura passaram por
processo de desparafinizagdo. O processo
de recuperagao antigénica empregou aci-
do citrico 10 mM (pH 6,0) e forno micro-
ondas em trés sessoes de cinco minutos. A
incubacdo das laminas com o anticorpo
primario foi realizada em camara (imida, a
temperatura ambiente, durante 60 minu-
tos. O anticorpo anti-CD34 (fornecido
pela Dako A/S - Dinamarca) foi diluido em
BSA na proporcao de |:50. Foi realizada a
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incubagao com o anticorpo secundario e
tercidrio do complexo streptavidina-
biotina, “kit LSAB” (DAKO niimero KO
690) durante 20 minutos, revelados pela
diaminobenzidina e contra-corados por
hematoxilina de Mayer.

A mensuracao da densidade microvas-
cular foi realizada em trés areas de maior
imuno-marcacao: hot spotsintra-tumorais.
A contagem de vasos foi realizada a micros-
copia de luz com magnificagdo de 250 ve-
zes, ap6s suaindividualizacio pelo software
Imagelab-Softium.

A andlise estatistica empregou o teste
exato de Fisher para avaliar a diferenca
entre variaveis qualitativas, o teste de
Mann-Whitney para variaveis quantitativas
e o teste de Spearman para correlagio
entre variaveis. Foram considerados signi-
ficativas as diferengas com erro alfainferior
a5%.

Este estudo foi realizado com apoio finan-
ceiro da FAPESP - Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo.

ResuLTADOS

A densidade microvascular apresentou
mediana de 15,4 vasos/campo (5,5225,3)
nos tumores primarios e 16,4 vasos/cam-
po (12 a 32,2) nas metastases linfaticas
(Figura 2). Avaliando a densidade micro-
vascular no sitio primario e na respectiva
metastase, foi observada uma relagéo in-
versa nestes dois sitios, r= -0,68 e
p=0,04, sendo que a densidade vascular
mediana no tumor primario se relacionou
com densidade vascular mediana nas
metastases (Figura 3).

Nao houve relacio significativa entre a
densidade microvascular nositio primario e as
variaveis histoldgicas avaliadas rotineiramente,
ousseja, grau de diferenciacio, padrao deinva-
sdo, infiltrado inflamatério, necrose edesmo-
plasia (Tabela I).

As lesées iniciais (T | e T2) apresentaram
densidade microvascular medianade 15,3 va-
sos/campo (I | 220,6) e as lesdes avancadas
(T3 e T4) apresentaram mediana de | 6 vasos/
campo (5,52 25,3), p=0,81 (Figura 4).

Os tumores primarios com maior densi-
dade microvascular nao apresentavam me-
tastases linfaticas. Os casos sem metastases
(pNO) apresentaram mediana de 16 vasos/
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Figura | - Vasos marcados pelo anticorpo anti-CD34. Aumento 400X
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Figura 2 - Densidade microvascular no sitio primario e nas metdstases linfonodais
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Figura 3 - Relagdo entre a densidade microvascular no sitio primario e nas respectivas metstases
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Tabela | - Densidade microvascular no tumor primério

Mediana
NECROSE
Presente 153
Ausente 156
INFILTRADOINFLAMATORIO
Discreto 15,5
Intenso 153
DESMOPLASIA
Discreta 16,5
Intensa 153
DIFERENCIACAO
Graul 15,0
Graull-1ll 15,6

QZS-75%

[1,0-19,6
14,6- 18,

[1,0-16,3
14,6- 18,

[1,0-18,
13,9-18,

14,6-19,6
13,3-18,0

Figura 4 - Densidade microvascular no tumor primario em relagio ao estadiamento T
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Figura 5 - Densidade microvascular no tumor primdrio na presenca de metastase

VASOS/CAMPO

28

24

20

D e N

pNO pN+
ESTADIO pN

campo (7 a 25,3) no tumor primario e os
tumores metastaticos (pN+) apresentaram
mediana de 14,6 vasos/campo (5,5 a 19,6),
p=0,12 (Figura5).
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A densidade microvascular do tumor
nao apresentou diferenca significativa entre
os pacientes que apresentaram recidiva da
doenca e aqueles assintomaticos por oca-

sido da ultima consulta, com medianas de
I5,1 vasos/campo (5,5220,6) e I5,8 vasos/
campo (9,6 a 25,3) respectivamente,
p=0,47 (Figura 6). O seguimento dos paci-
entes assintomaticos apresentou média de
46 meses, com o minimo de 18 meses.

Discussio

A relagdo inversa entre a densidade
microvascular no sitio primario e nas metas-
tases linfonodais sugere a existéncia de meca-
nismos de controle da disseminagao da neo-
plasia maligna para o pescoco (regional) ou
orgaos adistancia (sistémica). Modelos mate-
maticos explicam a agao mais significativa dos
inibidores da angiogénese nos sitios distantes
do tumor, em parte devido a meia-vida mais
longa destas substéncias’. Em modelo experi-
mental, foi confirmado o efeito supressor e
esclerosante das irradiacdes sobre a angio-
génese tanto na lesdo primaria quanto nas
metastases linfonodais®. Nao foi encontrada
diferenca significativa na densidade micro-
vascular entre tumores metastaticos e nao-
metastaticos, semelhante ao observado por
Leedy etal*. Isto contrastacom o resultado de
outros estudos, em que é relatado maior po-
tencial de metastatizagao nos tumores mais
vascularizados®’. A disseminagdo metastatica
depende de diversos fatores além da angio-
génese, pois a maior metastatizacdo poderia
ser contrabalancada pelainibi¢ao do desenvol-
vimento das metastases nos tumores primari-
os mais angiogénicos. Williams et al.’, em
pacientes com carcinoma epiderméide de
boca sem metastases linfonodais clinicamente
identificaveis, relataram maior indice de recidi-
vas regionais entre os pacientes com tumores
primarios mais angiogénicos’. A angiogénese
nossitio primario poderia auxiliar naidentifica-
cdo dos pacientes com pescoco falso-negativo
(auséncia de metastase linfonodal clinica-N e
presenca de metastase linfonodal histolégica -
pN+), supondo que os tumores mais angio-
génicos possam manter as metastases linfo-
nodais quiescentes, com maior probabilidade
de exames clinicos falso-negativos. Cabe res-
saltar que os linfonodos, no presente estudo
foram submetidos aavaliagdo rotineira (2 cor-
tes), com menor probabilidade de deteccio
das micrometastases. Neste contexto, aavali-
acdo daangiogénese pode auxiliar aelucidar o
significado clinico das micrometastases, fazen-
do a diferenciagdo entre focos neoplasicos
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Figura 6 - Densidade microvascular no tumor primario e recidiva da doenca
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com crescimento suprimido e células “em
transito”. Sao necessarias amostras maiores
para confirmagao desta hipdtese e para defini-
¢do de um ponto de corte adequado, ndo se
descartando a possibilidade da feitura de cor-
tes seriados.

Diante de um possivel efeito supressivo
variavel exercido pelo tumor primario, ¢ di-
ficilinterpretar aangiogénese nas metastases.
As medianas da densidade vascular foram
semelhantes em ambos locais, embora as
maiores densidades vasculares tenham sido
observadas nas metastases (Figuras 2 e 3).
Seria esperada maior propensdo a metas-
tatizacdo entre os clones mais angiogénicos,
mas a densidade vascular nas metastases
pode refletir tanto as caracteristicas dos
clones originarios como as diferencas no
microambiente do linfonodo. A possibilidade
de que metastases volumosas bem vascu-
|arizadas inibam a angiogénese no tumor pri-
mario também deve ser considerada.

As células CD34 positivas, que podem
representar células dendriticas imaturas ou
precursores endoteliais, tém sido encontra-
dasem maior nimero no sangue periféricoe
noinfiltrado inflamatério tumoral em porta-
dores de cancer de cabega e pescoco. Estas
células causam imunossupressao local, po-
dem estimular aangiogénese e témssido asso-
ciadas com pior progndstico'®' Embora es-
tas células tenham sido identificadas no pre-
sente estudo, o CD34 é um marcador de
membrana e o método imuno-histoquimico
empregado nao é adequado para a sua
quantificacdo. Paradoxalmente, a necrose
pode estar relacionadaa maior angiogénese,
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oque seriaexplicado pelaresposta inflamato-
ria desencadeada por este tipo de morte
celular. Leek et al"® apontam a presenca de
maior angiogénese em areas adjacentes aos
focos de necrose. A necrose, porém, tam-
bém pode proporcionar a maturacao das
células dendriticas CD34+, diminuindo seus
efeitos deletérios (enquanto imaturas) e pro-
porcionando aapresentacao antigénica'‘. No
entanto, no foi observada relacao entre a
necrose, oinfiltrado inflamatdrio e adensida-
de microvascular no presente estudo. Uma
outraformadeavaliar aangiogénese consiste
na mensuracdo da distancia entre os vasos,
que pode ser um indicador mais fidedigno da
oxigenacdo tumoral do que a densidade
vascular, mas esta variavel nao foi avaliada'®.
Arelacio de causa-efeito entre a necrose, a
respostainflamatéria, aangiogénese e a pro-
liferacio do estroma ainda precisa ser
esclarecida. As interleucinas e metalopro-
teinases que participam nestes processos
também podem favorecer ainvasio dos teci-
dos adjacentes pelas células neoplasicas, uma
etapa importante no processo de metasta-
tizacdo'*'®. Ainteracao dindmicaentre estes
fatores, porém, impoe a realizagdo de estu-
dos invivo.

A angiogénese, isoladamente, nio apre-
sentou relagao com a recidiva da doenga em
pacientes submetidos atratamento cirdrgico.
Para ter importancia prognéstica individual,
estavariavel deveriaapresentar resultado sig-
nificativo mesmo em amostra pequena. Os
resultados encontrados neste estudo sugerem
que a angiogénese deva ser interpretada no
contexto loco-regional.

CONCLUSOES

. Nao houve relagdo significativa en-
tre a densidade microvascular no tumor
primario e as variaveis histolégicas avalia-
das (grau de diferenciacio, padrao de inva-
sao, infiltrado inflamatério, necrose e
desmoplasia).

2. Nao houve diferencasignificativa entre
a densidade microvascular nos pacientes sem
metastase linfonodal clinica (pNO) e nos com
metastase linfonodal histolégica (pN +).

3. Nao houve diferenca significativa da
densidade microvascular no periodo pés-ope-
ratorio dos pacientes assintomaticos e nas re-
cidivas.

4. Houve relacao inversa da densidade
microvascular no tumor primario e narespec-
tivametastase.

SUMMARY

MICROVASCULAR ~ DENSITY  IN
MA OF THE TONGUE

BackGrounp. Assessment of microvascular
density in squamous cell carcinoma of the oral
tongue (primary lesion and metastasis).

MetHobs. Immunohistochemical analysis
by anti CD-34 of neoangiogenesis density
and its relation with clinical and histological
data concerning the prognosis. After optic
microscopy amplification, the relation
between microvascular density, clinico-
histological data and prognosis, was
established.

ResuLTs. The microvascular density presen-
ted 15.4 vessels/field (5.5 to 25.3) in primary
tumors and 16.4 vessels/field (12 to 32.2) in
lymph node metastases. It was observed an
inverserelation between microvascular densityin
primary lesions and'their lymph node metastasis
(r=-0.68 and p=0,04).

Conctusions. No evidence was detected
between microvascular density, histological
features and prognosis.

Thereisaninverse relation between micro-
vascular density in primary tumor andinlympho-
node metastasis, suggesting aregional or syste-
mic control of angiogenesis in squamous cell
carcinoma of the oral tongue. [Rev Assoc Med
Bras 2002; 48(3): 204-8]

CARCINO-

Key Worps: Cancer. Angiogenesis. Lymph
node. Metastasis. Tongue.
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