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RESUMO: A matriz extracelular no carcinoma epiderméide da cavidade oral sofre modificagoes qualitativas e quantitati-
vas durante a sua progressao. Estas alteracoes parecem possibilitar os processos de invasao e metastase que caracte-
rizam as neoplasias malignas e sdo mais evidentes na interface tumor-hospedeiro. No nosso estudo, 23 biépsias inci-
sionais de carcinomas epidermoéides de diversas localizacoes da cavidade oral foram classificadas segundo o sistema
de graduacéo histolégica preconizado por Anneroth et al! (1987). Foram utilizadas as coloracoes pela H. E. e a do tipo
picrosirius, especifica para colageno. A expressdo imuno-histoquimica do colageno tipo I foi analisada em lesdes com
diferentes escores histologicos de malignidade. Poéde-se concluir que o colageno apresenta diferentes padroes morfolo-
gicos, histoquimicos e imuno-histoquimicos em lesdes com altos e baixos escores de malignidade.

DESCRITORES: Colageno; Carcinoma de células escamosas; Cavidade oral.

ABSTRACT: An analysis of the extracellular matrix at the invasive front of squamous cell carcinoma of the oral cavity
may improve the understanding of tumour cell matrix interactions during malignancy growth. Alterations in collagen I
expression may influence cellular invasion and metastasis. In this work, 23 cases of squamous cell carcinoma were
submitted to the Anneroth’s malignancy grading systeml. H. E. and sirius red staining were used. Immuno-
histochemical expression of collagen type I protein was observed in different malignancy scores. As a result, it was ob-
served that the extracellular matrix in squamous cell carcinoma of the oral cavity shows different patterns of collagen I
expression in low and high scores of malignancy.

DESCRIPTORS: Collagen; Squamous cell carcinoma; Oral cavity.

Patologia

INTRODUCAO

O cancer de boca corresponde a aproximada-
mente 3 a 4% de todas as neoplasias malignas,
sendo que mais de 90% desses tumores represen-
tam o carcinoma epiderméide'®'**.

Lingua e assoalho de boca representam os lo-
cais mais comuns do cancer de boca, quando o la-
bio nao é considerado, sendo mais incidente em
homens acima dos 40 anos de idade'>'*. O prog-
nostico desta patologia depende de fatores como
fase de deteccao da lesao, estadiamento clinico e
graduacao histologica'. Os altos indices de recor-
réncia e metastase sao fatores importantes que de-
vem ser considerados, uma vez que influenciam
diretamente na sobrevida do paciente®'.

Durante a invasao tumoral, a organizacéo e a
composicdo da matriz extracelular parecem sofrer
algumas modificacdes qualitativas e quantitativas.

A analise desta complexa estrutura na frente de in-
vasdo do carcinoma epiderméide da cavidade
bucal pode auxiliar no entendimento das intera-
coes entre as células tumorais e a matriz'.

Os colagenos sao uma familia de proteinas alta-
mente caracteristicas, encontradas em todos os
animais multicelulares’. E o componente em maior
quantidade de todas as matrizes extracelulares,
sendo o principal produto dos fibroblastos®.

Durante o crescimento neoplasico, pode ocorrer
um aumento na deposicéo de colageno, principal-
mente dos tipos I e III, o que caracteriza a reacao
desmoplastica do estroma®. Este fenémeno, junta-
mente com a resposta imune e a angiogénese,
constituem as principais respostas do hospedeiro
em relacdo a presenca de células neoplasicas'®.
Nos carcinomas epidermoéides de mama, ovarios e
trato gastrointestinal, a analise do colageno no es-
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troma tumoral tem sido um valioso instrumento
no prognodstico dessas lesdes™.

Este estudo descritivo se propde a uma analise
morfologica, histoquimica e imuno-histoquimica
da matriz colagénica de carcinoma epiderméide da
cavidade oral de diferentes escores histolégicos de
malignidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para esta pesquisa, 23 casos
de carcinomas epidermoides da cavidade oral obti-
dos através de bidpsias incisionais de pacientes
com indicacao prévia das mesmas para confirma-
cao de diagndstico da patologia e que autorizaram
o procedimento através de consentimento livre e
esclarecido.

O material destinado a histologia foi fixado em
formol tamponado (tampao fosfato, pH 7,4), seguiu
rotina histolégica, com posterior inclusao em pa-
rafina. As seccoes foram submetidas aos seguintes
métodos de coloracédo: hematoxilina-eosina (H. E.)
e vermelho sirius (picrosirius), especifico para pes-
quisa de colageno'"?.

Foi utilizada para graduacgao histologica a clas-
sificacdo de tumores malignos indicada por Anne-
roth etal.' (1987), que consiste da avaliacao de seis
caracteristicas morfolégicas na frente de invasao
tumoral: grau de queratinizacao, pleomorfismo
nuclear, nimero de mitoses, padrdao de invasao,
estagio de invaséao e infiltracao linfoplasmocitaria.
O parametro estagio de invasao foi omitido por tra-
tar-se de bidpsias incisionais de carcinomas epi-
derméides de boca. Sao considerados escores bai-
xo0s os valores entre 1,0 e 2,5 e escores altos os
valores entre 2,6 e 4,0.

Para realizacdo da imuno-histoquimica, foram
realizados cortes de tecido de 4 mm de espessura co-
locados em laminas de vidro previamente prepara-
das com poli-L-lisina. O método de imunomarcacao
utilizado foi da estreptavidina-biotina peroxidase.

Os cortes histologicos foram submetidos a des-
parafinizacdo em banhos sequenciais de xilol, ace-
tona, alcool (absoluto, 95%, 70%, 50%, 30%) e
agua destilada em temperatura ambiente. Em se-
guida, submetidos a recuperacdo antigénica em
“steamer” com tampao EDTA (pH 8,0/95°C) por 20
minutos com posterior bloqueio das ligacdes ines-
pecificas (leite Molico a 10%) e entdao incubados
“overnight” a 4°C com o anticorpo primario policlo-
nal anticolageno I (Southern Biotechnology Associ-
ates, Inc.) na diluicdo de 1:50. O anticorpo secun-
dario foi utilizado segundo as orientac¢ées do kit
LSAB-Peroxidase (DAKO Corporation, EUA) e a re-

velacao realizada através do diaminobenzidina
com pero6xido de hidrogénio a 30%. As laminas fo-
ram contracoradas com hematoxilina de Gill e
montadas com balsamo do Canada e laminula
para avaliacao qualitativa (modificado de Mineta et
al.'’, 1999).

Como controles positivos foram utilizados cor-
tes de gengiva sadia removidos por indicacdo ci-
rurgica prévia e, como controles negativos, os mes-
mos tecidos, sendo suprimido da reacdo o
anticorpo primario.

Apoés classificacdo histolégica de malignidade
das seccodes coradas pela H. E., os cortes corados
pelo picrosirius foram analisados com o objetivo de
se estudar a qualidade da matriz colagénica. As la-
minas obtidas pelas reacoes imuno-histoquimicas
para o anticorpo anticolageno I foram analisadas
de forma qualitativa, a fim de possibilitar um estu-
do descritivo das alteracoes observadas na matriz
colagénica dos carcinomas epiderméides estuda-
dos. Para a analise do padrdo de marcacédo se-
guiu-se os critérios previamente estabelecidos por
Harada et al.® (1994). Todos os cortes de tecidos fo-
ram analisados por um Unico patologista com ex-
periéncia no estudo de carcinomas epidermoéides
da cavidade oral.

RESULTADOS
Aspectos histopatoldgicos

Os escores atribuidos a cada tumor estao de-
monstrados na Tabela 1. Dos 23 casos estudados,
14 (60,9%) exibiram baixos escores de malignida-
de e 9 casos (39,1%) obtiveram altos escores de
malignidade.

Lesdes com baixos escores de malignidade

Os cortes histologicos corados pela H. E. anali-
sados ao microscépio de luz exibiram proliferacao
de células epiteliais malignas, com graus variaveis
de ceratinizacdo, predominando lesées moderada-
mente ceratinizadas. Apenas dois casos analisados
mostravam auséncia completa de ceratinizacao.

A analise do pleomorfismo nuclear neste grupo
de lesdées demonstrou que 7 dos 14 casos estuda-
dos (50%) apresentavam grau moderado de células
com nucleos pleomorficos. Observando-se o para-
metro numero de mitoses notou-se que somente
uma lesdo mostrou ocorréncia de mais de 5 mito-
ses por campo examinado, havendo predominio de
lesdes com 2-3 mitoses por campo (50%).

Quando a frente de invasao foi examinada no-
tou-se predominio de 10 casos (71,4%) apresen-
tando grandes areas tumorais, com bordos bem
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TABELA 1 - Distribuicao dos parametros histolégicos baseados no sistema de graduacao histolégica de Anneroth et
al.l (1987) modificada para carcinomas epidermoéides da cavidade oral.

Co0 | coraimisagto | e | demtosms | coimveio | mhiamatrio | ESOretctd
1 2 2 2 2 1 1,8
2 3 2 2 1 2 2,0
3 2 2 2 1 2 1,8
4 2 2 2 3 3 2.4
5 3 2 2 1 2 2,0
6 1 3 1 1 3 1,8
7 2 1 2 2 1 1,6
8 4 1 1 1 3 2,0
9 1 1 1 3 3 1,8
10 1 3 4 1 2 2,2
11 2 2 2 1 1 16
12 2 3 1 1 3 2.0
13 4 2 3 1 2 2.4
14 2 1 1 1 4 18
15 3 3 3 4 3 32
16 3 3 2 1 4 2.6
17 4 3 2 3 3 30
18 4 3 2 1 3 2.6
19 3 4 1 3 3 2.8
20 3 4 4 1 3 3.0
21 4 2 1 4 3 2.8
22 4 4 2 4 1 3.0
23 4 4 4 1 1 2.8

delimitados (Figura 1), onde as células neoplasicas
se mantinham unidas por juncées celulares. Con-
tudo, diferencas foram constatadas em 4 casos
(28,5%) quando se observou padrao de invasao
mais agressivo, caracterizado, principalmente por
lesdes com grande contingente de células malignas
formando pequenos cordoes ou ilhotas, que infil-
travam mais profundamente o tecido conjuntivo
(Figura 2). O infiltrado inflamatério neste grupo de
lesdes variou de moderado a intenso e em apenas
um caso observou-se auséncia de células mono-
nucleares. A matriz conjuntiva colagénica, quando
vista nas seccdes coradas pelo picrosirius, foi
abundante na maioria dos casos estudados. Proxi-
mo a frente de invasdo, o colageno esbocava um
aspecto organizado, com fibras dispostas paralela-
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mente e circundando as ilhas de células tumorais
(Figura 3).

Les6es com altos escores de malignidade

A analise ao microscopio de luz das 9 lesées cu-
jos cortes histologicos foram diagnosticados como
carcinoma epidermoéide com altos escores de malig-
nidade revelou pela coloracado da H. E. neoplasias
constituidas por um grande ntiimero de células epi-
teliais pleomorficas, com nucleos de tamanhos va-
riados e hipercromaticos. Embora este parametro
histolégico fosse, neste grupo de lesdes, mais acen-
tuado, tanto qualitativa quanto quantitativamente,
o numero de mitoses na quase maioria dos casos
analisados foi considerado moderado, perfazendo 2
a 3 mitoses por campo examinado. Somente 2 ca-
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FIGURA 1 - Visao panoramica de lesdo com baixo escore
de malignidade constituida por células epiteliais neopla-
sicas malignas formando margens bem definidas (H. E.,
100 X).

FIGURA 3 - Detalhe em lesdo com baixo escore de malig-
nidade dos feixes de fibras colagenas com disposicédo pa-
ralela intercaladas por células fusiformes na frente de
invasao tumoral (picrosirius, 400 X).

sos (22,2%) apresentaram numero de mitoses aci-
ma de S por campo examinado. Individualmente as
células tumorais exibiam auséncia de ceratiniza-
cdo em S casos analisados (55,5%) e minima cerati-
nizacdo nos casos restantes.

Quando se analisou o padrao de invasao, obser-
vou-se que a maioria das neoplasias era marcada-
mente difusa, com invasao de células isoladas ou
em pequenos grupos (S casos/55,5%, Figura 4).
Porém, quando esses achados foram confrontados
com o restante das lesdes do mesmo grupo de altos
escores de malignidade, notou-se um padrao de
invasao bem menos agressivo (4 casos/44,4%).

A presenca de infiltrado inflamatério foi escassa
em 6 casos (66,6%), tanto na area da invasdo da
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FIGURA 2 - Lesao de baixo escore de malignidade apre-
sentando padrao de invasao mais agressivo, caracteriza-
do, principalmente por lesdes com grande contingente
de células malignas formando pequenos corddes ou
ilhotas (H. E., 100 X).
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FIGURA 4 - Aspecto geral de neoplasia com alto escore
de malignidade exibindo células epiteliais com ntucleos
hipercromaticos e padrao de invasdo mais agressivo,
constituido por ilhas que invadem o tecido conjuntivo
(H. E., 400 X).

neoplasia como no restante do estroma e em 1 caso
foi ausente. As células mais observadas foram os
linfocitos e, muito raramente, plasmocitos.

A matriz extracelular mostrou nessas neopla-
sias menor nivel de sintese de colageno, ao se estu-
dar os cortes corados pelo picrosirius. Em algumas
areas, o colageno teve um aspecto ndo-homogéneo,
e as fibras apresentavam contornos pouco nitidos e
finamente fibrilares (Figura 5). Os feixes mostra-
vam-se irregulares, desorganizados e dissociados.

Analise imuno-histoquimica

A marcacao imuno-histoquimica para o colage-
no I foi observada no estroma de todos os casos de
carcinomas epidermoides estudados. Nas lesodes
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FIGURA 5 - Detalhe da matriz conjuntiva em lesdo com
alto escore de malignidade, observando o colageno dis-
posto em feixes mais finos e em algumas areas desconti-
nuos (picrosirius, 400 X).
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FIGURA 7 - Fraca marcacao do colageno I na frente de
invasdo de carcinoma com alto escore de malignidade
(estreptavidina-biotina, 400 X).

com baixos escores de malignidade, este compo-
nente da matriz extracelular aparecia em toda a
extensao do estroma, sendo expresso em fibras
com feixes paralelos e algumas delas concéntrica-
mente dispostas, exibindo um padrao moderado
de marcacdo (Figura 6). Contudo, em 6 casos
(42,9%) deste grupo de lesdes, notou-se uma ténue
expressao do colageno I apesar da matriz extrace-
lular ter mantido o mesmo nivel de organizacao
das outras lesoes. Nas regides mais hialinizadas do
tumor, o colageno I mostrou-se mais organizado e
melhor distribuido.

Nos carcinomas mais agressivos, caracteriza-
dos por altos escores de malignidade, o padrao de
marcacado foi distinto. O colageno I foi expresso em
feixes dissociados e muitas vezes fragmentados
entre as células tumorais (Figura 7). Nestas lesoes,
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FIGURA 6 - Expressao moderada do colageno I delimi-
tando area de células tumorais, distribuidos em feixes or-
ganizados. Carcinoma epiderméide com baixo escore de
malignidade (estreptavidina-biotina, 400 X).

a imunorreatividade do colageno I foi menor na
frente de invasao.

Nos casos estudados de carcinomas com baixos
e altos escores de malignidade, nao foi evidenciada
reacdo imuno-histoquimica positiva para o anti-
corpo anticolageno I nas células epiteliais malig-
nas. A marcacao foi limitada a matriz extracelular.

DISCUSSAO

O carcinoma epidermoéide € a neoplasia maligna
mais frequiiente da cavidade oral. O comportamen-
to tumoral desta patologia parece ser influenciado
tanto por suas caracteristicas clinicas quanto por
diferencas celulares e dai a necessidade sempre
urgente de estudos cada vez mais aprofundados
sobre esta patologia.

As pesquisas que tentam caracterizar o com-
portamento biolégico do carcinoma epidermoide
estdo mais associadas aos aspectos morfolégicos
das células epiteliais malignas e menos freqliente-
mente se reportam as modificacées que ocorrem
no estroma tumoral induzidas pela invasao das cé-
lulas epiteliais. A frente de invasao tumoral € o lo-
cal onde estes fendmenos acontecem com maior
intensidade, uma vez que se trata da regido que
primeiro € acometida por estas alteracdes e que
exibe a populacdo de células neoplasicas mais
agressivas®'>*. Além disso, é sabido, ha anos, que
os tumores pouco diferenciados, independente-
mente dos sitios de origem, sao clinicamente mais
agressivos que os bem diferenciados’. Um sistema
de graduacao histologica de malignidade que leve
em consideracao esses fatores deve ser visto como
um importante auxiliar na determinacéo do prog-
nostico desta neoplasia.
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Nao ha ainda na literatura um consenso sobre o
melhor sistema de graduacgéo histolégica a ser uti-
lizado em pesquisas de carcinomas epidermoéides
da cavidade bucal®. Na rotina dos patologistas, o
método preconizado por Broders* (1941) é o mais
utilizado. Este sistema analisa apenas uma das
caracteristicas morfolégicas do tumor, a dife-
renciacao celular. Faz-se, por isso, necessaria a
utilizacdo de um sistema multifatorial para que di-
versos parametros morfologicos possam ser anali-
sados e o real comportamento biolégico individual
de cada neoplasia identificado.

No nosso estudo foi utilizado o sistema de gra-
duacao histologica de malignidade preconizado
por Anneroth et al.' (1987) com a finalidade de dife-
renciar tumores mais invasivos daqueles conside-
rados menos agressivos, o que serviu de referen-
cial para as nossas observacoes. Verificou-se que
dos 23 casos estudados, 14 pertenciam a carcino-
mas epiderméides com baixos escores de maligni-
dade e 9 a lesbes com altos escores de malignida-
de. Além disso, o estudo da regido de invasao
neoplasica preconizada por este sistema nos auxi-
liou no entendimento de outros parametros rela-
cionados ao comportamento tumoral, como as mo-
dificacoes da matriz extracelular, especialmente a
expressao diferenciada do colageno I em lesdes de
altos e baixos escores de malignidade.

O estudo da matriz colagénica foi iniciado com a
leitura das laminas coradas pelo picrosirius. Por
ser especifico para colageno, este método histoqui-
mico evidenciou a caracteristica fibrilar desta pro-
teina e sua qualidade de apresentacao nos diferen-
tes escores histolégicos de malignidade. Nos
nossos achados, assim como nos de Zhu et al.*
(1995), que utilizaram técnicas imuno-histoquimi-
cas em neoplasmas com maiores caracteristicas de
malignidade, o colageno se apresentou como fibras
delgadas, irregulares e pouco organizadas, parti-
cularmente circundando ilhas tumorais. Parecia
haver maior intensidade de coloracdo em determi-
nadas regides enquanto outras areas demonstra-
vam degradacao.

A analise dos casos considerados de altos esco-
res de malignidade demonstrou menor reatividade
para o anticorpo anticolageno I quando compara-
dos as lesdes de baixos escores de malignidade.
Essa observacao reforca os achados de Kurahara
et al” (1999) que observaram em investigacoes re-
centes em imuno-histoquimica que a reducao da
expressdo de proteinas da matriz extracelular no
carcinoma epiderméide esta intimamente associa-
da com o potencial de invasdo e metastase. Kos-
mehl et al.” (1999) complementam estes achados

ao afirmarem que as moléculas presentes na ma-
triz influenciam na diferenciacao, proliferacao,
migracao e possuem funcao de estabilizacdo e se-
paracao.

Segundo Becker et al® (1993), na mucosa oral
normal o que se observa € uma grande quantidade
de colageno tipo III na regido subepitelial e os cola-
genos I e IIl nas por¢oes mais profundas do tecido
conjuntivo. No estroma dos carcinomas epidermoi-
des da cavidade oral estudados, ao se observar o
colageno I através da imunomarcacdo com anti-
corpo especifico, verificou-se que as fibras circun-
davam as ilhas epiteliais tumorais e se distribuiam
por todo o estroma. Este achado confirma os estu-
dos de Barsky et al’® (1982), que observaram uma
distribuicdo homogénea do colageno tipo I, embora
de forma difusa e pouco organizada nos carcino-
mas esquirréticos de mama.

No nosso trabalho, os 23 casos estudados apre-
sentaram positividade para esta proteina, varian-
do apenas a intensidade e qualidade de marcacao.
A coloracao pelo picrosirius sugeriu algum tipo de
modificacdo na arquitetura e distribuicao das fi-
bras colagenas, o que foi também visualizado atra-
vés da imuno-histoquimica, uma vez que estas fi-
bras passam de organizadas e continuas nos casos
de carcinomas com baixos escores de malignidade
para difusas e descontinuas nos casos com altos
escores de malignidade. Esta informacao é contra-
ria as obtidas em carcinomas de ovario, onde todos
os casos estudados demonstravam a mesma in-
tensidade de marcacao para o colageno I, indepen-
dente da graduacéo histologica’®.

Na desmoplasia, apesar da alta deposicdo das
fibras colagenas na frente de invasao tumoral,
existe também um aumento da expressdo de enzi-
mas de degradacdo da matriz extracelular no es-
troma. Essas enzimas estdo em altas concentra-
¢coes proximas as células do estroma adjacente a
invasao neoplasica. Este fenéomeno foi interpreta-
do como um dos eventos de proteélise nas regioes
vizinhas do tumor que permitem o avanco das cé-
lulas neoplasicas. Entretanto, essas enzimas po-
dem estar degradando apenas as proteinas re-
cém-formadas da matriz pelas células do estroma
ativadas pela invasdo tumoral’®. Embora nos es-
tromas de carcinomas epidermoéides da cavidade
oral analisados houvesse producao de colageno, o
fenomeno da desmoplasia nao foi um achado his-
tolégico observado, como ocorre nos tumores de
ovario e do trato gastrointestinal, onde os colage-
nos I e o IIl sdo os mais encontrados'®*.

As pesquisas que visam compreender os pro-
cessos de degradacao da matriz extracelular com
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certeza trardo informacdes importantes sobre o
destino do colageno nos tecidos neoplasicos, uma
vez que parece indiscutivel em toda a literatura
consultada que, a despeito desta proteina estar ir-
regularmente distribuida nos tumores mais agres-
sivos, ainda ha formacao intensa de fibras no es-
troma tumoral.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos concluimos
que a matriz colagénica no estroma de carcinomas
epiderméides da cavidade oral sofre modificacoes
morfologicas e imuno-histoquimicas nos diferen-
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