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Vascular endotelial Introduction: Vascular endothelial growth factor is thought to be an important angiogenic fator
growth factors; involved in tumor growth, progression, and metastasis.

Squamous cell Objective: The present study evaluated the relation between tissue expression, serum and
carcinoma; salivary levels of vascular endothelial growth factor in head and neck squamous cell carcinomas,
Serum; and their correlation with clinicopathologic features.

Saliva Methods: Samples were collected from 30 patients with head and neck squamous cell carcinomas

and 24 healthy volunteers. Immunohistochemical analysis was used for tissue expression
andenzyme-linked immunosorbent assay was employed to measure serum and salivary levels.
Results: No vascular endothelial growth factor staining was observed in normal tissues, whereas
vascular endothelial growth factor expression was seen in 6 patients (20%). Mean serum level
of VEGF was 83.7 + 104.47 in patients and 50.04 + 32.94 in controls. Mean salivary level of
vascular endothelial growth factor was 174.41 + 115.07 in patients and 149.58 + 101.88 in
controls. No significant difference was found by Mann-Whitney test between controls and
patients (p = 0.411, p = 0.944, respectively). No correlation was found between vascular
endothelial growth fator tissue expression and its serum and salivary level.

Conclusion: Overexpression of vascular endothelial growth factor was found in head and neck
squamous cell carcinoma patients, suggesting its role in the pathogenesis of head and neck
squamous cell carcinoma, but no relation was found between tissue expression, serum levels,and
salivary levels of this marker.
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Expressao tecidual, soro e niveis salivares de VEGF em pacientes com carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco

Resumo

Introducdo: Acredita-se que o fator de crescimento vascular endotelial (FCEV) seja um impor-
tante fator angiogénico envolvido no crescimento, na progressao e na metastase tumoral.
Objetivo: O presente estudo avalia a relacdo entre a expressao tecidual e os niveis séricos e
salivares do FCEV em carcinomas de células escamosas da cabeca e pescoco (CCECPs) e sua

Método: Foram coletadas amostras de 30 pacientes com CCECP e de 24 voluntarios saudaveis.
Utilizamos analise imuno-histoquimica para a expressao tecidual e ELISA para determinacao dos

Resultados: Nao foi observada coloracao para FCEV nos tecidos normais, enquanto que foi
observada expressao de FCEV em seis pacientes (20%). O nivel sérico médio de FCEV foi 83,7 +
104,47 em pacientes e 50,04 + 32,94 em controles. O nivel salivar médio de FCEV foi de 174,41
+ 115,07 em pacientes e 149,58 + 101,88 em controles. Nao foi observada diferenca significa-
tiva pelo teste de Mann-Whitney entre controles e pacientes (respectivamente, p = 0,411, p =
0,944). Nao foi observada relacdo entre a expressao tecidual de FCEV e seus niveis séricos e

Conclusdo: A expressao elevada de FCEV foi observada em pacientes com CCECP, e isso sugere
seu papel na patogénese de CCECP, mas nédo foi observada relacao entre a expressao tecidual
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correlacao com aspectos clinicopatologicos.
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e os niveis séricos e salivares desse marcador.
Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
Introducao

A angiogénese é um fendomeno importante no desenvolvi-
mento dos tumores e das metastases, sendo decorrente da
secrecao de diversos fatores de crescimento por células
tumorais e pelo ambiente circunjacente ao tumor. Embora
o desenvolvimento de um tumor seja um processo multifa-
sico, a angiogénese se faz necessaria tanto para o seu cres-
cimento como para o desenvolvimento de metastases.'?
Sabe-se que o fator de crescimento endotelial vascular
(FCEV) é um regulador fundamental da angiogénese, ace-
lerando a proliferacao celular, a permeabilidade vascular e
a migracao de células endoteliais e € um inibidor da apop-
tose.? FCEV é uma glicoproteina ligante da heparina, e seu
gene esta localizado no cromossomo 6." Esta proteina é a
mais importante na familia dos FCEVs, tendo um papel na
permeabilidade vascular.* A inibicao da atividade do FCEV
leva a diminuicdo do crescimento e a reducdo na progres-
sdo tumoral, sugerindo que essa proteina desempenha
papel importante na iniciacdo da angiogénese tumoral.’
Além disso, ficou determinado que a condicdo de hipoxia
pode aumentar a expressao do FCEV, e a expressao elevada
de FCEV leva a angiogénese na area hipdxica dos tumo-
res.®

A expressao de FCEV ocorre em varios tumores malignos,
0 que sugere um importante papel no processo da angiogé-
nese. A expressao elevada de FCEV foi observada em tumo-
res solidos, como os do colon, rim, mama, cérebro, pan-
creas, bexiga, ovario, estomago, pulmao e boca.”

Com relacao ao papel do FCEV no processo angiogénico,
0 objetivo desse estudo foi investigar a expressao e os
niveis séricos e salivares desse marcador em pacientes com

carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
(CCECP).

Método

Neste estudo transversal foram examinados 30 pacientes com
CCECP (21 homens e nove mulheres) que tinham sido enca-
minhados para os hospitais Khalili e Chamran da Universidade
Shiraz de Ciéncias Médicas. O grupo controle consistiu de 24
individuos saudaveis (16 homens e oito mulheres), pareados
com o grupo de pacientes em idade e género.

Individuos portadores de qualquer doenca sistémica, infe-
ccao ativa, doenca autoimune, doenca inflamatéria e pro-
blemas periodontais foram excluidos do estudo. Com relacao
ao grupo de pacientes, aqueles que apresentavam historico
de radioterapia ou quimioterapia, ou com outros canceres,
foram excluidos do estudo.

Foram examinadas laminas coradas por H&E dos pacientes
com CCE, e as laminas com tecido suficiente foram selecio-
nadas para estudos imuno-histoquimicos (IHC). As seguintes
informagdes foram coletadas dos prontuarios clinicos dos
pacientes: idade, género, localizacdo do tumor, tamanho,
metastase e estadiamento, além de habito do consumo de
tabaco. O Comité de Etica da Universidade Shiraz de Cién-
cias Médicas aprovou o estudo, e todos os pacientes assina-
ram um formulario de consentimento informado para sua
participacao.

A preparacao do soro sanguineo foi realizada na manha
anterior a cirurgia, com a coleta de 5 cc de sangue venoso
com o paciente em NPO durante 12 horas. As amostras de
sangue foram imediatamente centrifugadas a 3000 rpm x 10
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min. Em seguida, o soro foi separado e armazenado a -80°C
até a analise.®

Quanto a saliva, na manha anterior a cirurgia foram cole-
tadas amostras nao estimuladas de saliva integral, com o
paciente em NPO durante 12 horas.

Os pacientes foram solicitados a evitar, por 30 minutos, a
ingestao de alimentos e bebidas, devendo ainda se abstrair
de fumar durante esse periodo. Em seguida, os labios dos
pacientes foram higienizados e cada paciente lavou sua
boca com agua. Aproximadamente 5-10 mL de saliva foram
coletados de cada paciente. Depois da centrifugacao das
amostras (g x 2600, 15 min, 40°C), estas foram armazenadas
a -80°C até seu uso.’

Analise do soro sanguineo e da saliva

A concentracao de FCEV (Bender Med Systems GmbH, Ale-
manha) foi medida com o uso de um imunoensaio enzimatico
de fase solida (ELISA), conforme instrucoes do fabricante.

Coloracao imuno-histoquimica

A coloracao IHC foi realizada com o uso do EnvsionLabled
Peroxidase System (DAKO, Carpentaria, CA, Estados Uni-
dos). Todas as amostras foram fixadas em formalina tampo-
nada a 10% e, em seguida, incluidas em parafina. Foram
preparadas seccoes com 4 ym de espessura, diafanizadas
em xilenol, reidratadas em uma bateria gradativa de alcool
e, em seguida, lavadas com agua destilada. A recuperacao
do antigeno foi efetuada com o uso de solucao de recupe-
racao (DAKO cytomation target retrieval solution) com pH =
9 durante 20 minutos. A atividade de peroxidase interna foi
inibida por H,0, a 3%. Em seguida, as seccdes teciduais
foram incubadas durante 30 minutos com o anticorpo anti-
FCEV (anticorpo murino anti-humano, Dako Corporation,
Dinamarca) em uma diluicao de 1/25. As amostras normais
foram coradas com a mesma quantidade de anticorpo utili-
zada na coloracao das células tumorais. A omissao do anti-
corpo primario foi utilizada como controle negativo, enquan-
to que granuloma piogénico foi utilizado como controle
positivo. A ocorréncia de uma coloracao castanha do cito-
plasma para FCEV foi considerada como positiva.

Inicialmente, as laminas coradas foram examinadas com
pequena magnificacdo. Para aquelas laminas exibindo colo-
racao heterogénea, foram estudadas as regides com colo-
racao mais intensa. Foram escolhidos cinco campos aleato-
riamente, tendo sido contadas 500 células; a seguir, foi
calculado o percentual de coloracdo. A extensao da colo-
racao foi classificada como: 0 se 0-10% das células tumorais
estivessem coradas; 1 se 11-25% estivessem coradas; 2 se
26-50% estivessem coradas; e 3 se mais de 50% estivessem
coradas."

Analise estatistica

Em seguida, foi feita a insercao dos dados no programa
estatistico SPSS (Statistical Package for Social Science), ver-
sao 18.0. Inicialmente, a normalidade dos dados foi exami-
nada com a aplicacao do teste de Kolmogorov-Smirnov. Ten-
do em vista que as variaveis em estudos nao exibiam
distribuicao normal, foram utilizados os testes de Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis e do Qui-quadrado para comparacao

dos dois grupos. As diferencas foram consideradas signifi-
cantes quando p < 0,05.

Resultados

Descricao das variaveis

O presente estudo foi realizado em 30 pacientes com CCE
da cabeca e pescoco (21 homens e nove mulheres) com
média de idade de 56,76 + 12,46 anos. A tabela 1 lista os
aspectos clinicopatoldgicos dos pacientes.

Nao foi observada coloracao de FCEV nos tecidos normais,
enquanto que foi notada a expressao desse marcador em
seis pacientes (20%); quatro deles tiveram escore 1, e dois
escore 2. Nao foi observada expressao de FCEV ao redor das
pérolas de queratina (figs. 1 e 2).

Os resultados indicaram que a comparacao da expressao
tecidual de FCEV entre casos e controles demonstrou dife-
renca significante (p = 0 / 023), sendo mais elevada no
grupo de pacientes com CCE vs. controles. Nao foi observa-
da correlacao na expressao de FCEV com os seguintes aspec-
tos clinicopatologicos: estagio, tamanho do tumor, situacao
nos linfonodos e grau histologico.

O nivel sérico médio de FCEV foi de 83,7 + 104,47 pg/mL
nos pacientes e de 50,04 + 32,94 pg/mL nos controles. O
nivel salivar médio de FCEV foi de 174,41 + 115,07 pg/mL
nos pacientes e de 149,58 + 101,88 pg/mL nos controles.
Nao foi observada diferenca significativa no teste de Mann-
Whitney entre controles e pacientes (respectivamente, p =
0,411, p = 0,944).

Também nao foi observada correlacao significante pelo
teste de Mann-Whitney entre a expressao tecidual de FCEV

Tabela 1 Perfil clinicopatologico de 30 pacientes com CCE
da cabeca e pescoco

Perfil clinicopatologico n (%)
Género

Homens 21 (70%)
Mulheres 9 (30%)
Tamanho do tumor

T 12 (40%)
T2 18 (60%)
Envolvimento dos linfonodos regionais

NO 27 (90%)
N1 3 (10%)
Metdstase distante

MO 30 (100%)

Estdgio TNM
| 11 (36,7%)
Il 16 (53,3%)

Il 3 (10%)
Grau histoldgico

| (bem dif.) 8 (26,7%)
Il (moderadamente dif.) 18 (60%)
Il (pouco dif.) 4 (13,3%)
Localizac@o

Laringe 22 (73,3%)

Cavidade oral 8 (26,7%)
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Figura 1 Coloracao citoplasmatica de FCEV em carcinoma de
células escamosas (x 200).

Figura 2 A expressao de FCEV foi negativa em torno das
pérolas de queratina (x 100).

e seus niveis séricos e salivares (respectivamente, p = 0,517,
p = 0,716). As relacdes entre os niveis séricos e salivares de
FCEV e outras variaveis, como, por exemplo, idade, género,
graus de M, N, T e estadiamento tumoral, foram examinadas
separadamente, nao tendo sido observada qualquer relacao
significativa entre os niveis séricos ou salivares e as variaveis
mencionadas.

Discussao

FCEV foi identificado como um fator efetivo para inducao
da angiogénese, sendo um mitogeno potente para as células
endoteliais.™ No presente estudo, foi observada expressao
de FCEV em 20% das amostras tumorais, enquanto que nen-
huma das amostras teciduais do grupo de controle demons-
trou positividade; além disso, foi observada uma diferenca
significante entre os controles e os tumores, no que se refe-
re a expressao de FCEV. Neste estudo, o aumento da expres-
sao de FCEV esta em acordo com os achados em outros
estudos realizados em pacientes com CCEs da cavidade oral
e da cabeca e pescoco.'*'? Mas, em nosso estudo, o percen-
tual de expressao de FCEV foi baixo, em comparacao com
outros estudos; isso pode ter sido resultado do nosso peque-

no numero de pacientes, em comparacao as demais inves-
tigacoes. A relacao entre a expressao de FCEV e determina-
dos parametros, como diferenciacao tumoral, metastase
para linfonodos e profundidade da invasao, foi investigada
em varios estudos.’” Os resultados concernentes a investi-
gacao da relacao entre a expressao de FCEV e os fatores
acima mencionados em pacientes com CCE da cabeca e
pescoco foram diferentes. Tse et al. (2007) constataram a
inexisténcia de relacdo entre expressao de FCEV e grau
histopatoldgico e localizacdo do tumor, mas o aumento na
expressao de FCEV resultou em diminuicao da taxa de sobre-
vida.™ Kyzas et al. (2005) nao constataram relacao entre
expressao de FCEV e grau e estagio do carcinoma de cabeca
e pescoco. Esses autores declararam que a expressao de
FCEV em lesoes benignas foi superior a de carcinomas e
displasias, e também constataram que a expressao de FCEV
tem papel fundamental no ajustamento da condicao fisiolo-
gica normal da mucosa.” Nesse estudo nao foi observada
relacdo entre a expressdo de FCEV e fatores clinicopatolo-
gicos. As controvérsias e os diferentes achados podem ser
decorrentes do pequeno tamanho da amostra, do método
distinto utilizado na classificacao da expressao de FCEV, da
variedade dos tumores com relacéo a sua localizacao prima-
ria e dos diferentes estagios dos pacientes, entre o presen-
te estudo e as demais investigacdes. No presente estudo, a
maioria dos pacientes foi classificada nos estagios | e Il. No
estudo, o nivel sérico de FCEV no grupo de pacientes foi
ligeiramente superior ao nivel sérico desse marcador no
grupo de controle, mas essa diferenca nao foi significante
(p > 0,05). Em contraste com outros estudos, observamos
aumento no nivel sérico de FCEV no grupo de pacientes.” '
Foi observada uma forte correlacao entre o nivel sérico de
FCEV e CCE da cabeca e pescoco nos pacientes em estagios
elevados."”” Com efeito, nos demais estudos a maioria dos
pacientes tinha sido classificada como tendo a doenca em
estagio elevado, mas a maioria dos nossos pacientes se
situava nos estagios | e Il, sem ocorréncia de metastases
distantes. Assim, é mais adequado comparar este estudo
com aqueles semelhantes, como o de Wu e Meyer.'®" Con-
sonante com o nosso estudo, na investigacao de Wu e Meyer
a maioria dos pacientes foi classificada nos estagios l e Il, e
quase todas as lesoes se localizavam na laringe. Esses auto-
res ndo observaram elevacéo significante no nivel de FCEV.
No presente estudo, nao foi observada relacao significante
entre o nivel sérico de FCEV e fatores clinicopatoldgicos,
enquanto que Shang et al. (2007) chegaram a um nivel ele-
vado de FCEV em pacientes com metastases em linfonodos.?
Meyer et al. (2010), em um estudo bastante parecido com
0 nosso no que diz respeito a selecdo das amostras, estagio
e localizacao (esses autores investigaram amostras da larin-
ge), nao notaram relacao entre o nivel circulatério de FCEV
e fatores clinicopatoldgicos. A saliva € um dos fluidos cor-
porais de mais facil acesso, e sua preparacao independe de
método invasivo. A saliva é conhecida como o “espelho do
corpo”, e sua aplicacao foi investigada no diagnostico de
doencas sistémicas e marcadores tumorais.? A saliva é iden-
tificada como fonte de FCEV. Foi demonstrado que a angio-
génese fisiologica e patoldgica na mucosa oral e nos tecidos
salivares é regulada pelo FCEV salivar.?' A presenca de FCEV
na saliva de pacientes normais sugere um papel importante
para FCEV na manutencao da homeostase da membrana
mucosa.?? No presente estudo, o nivel salivar de FCEV em
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pacientes com CCE foi mais elevado do que o nivel no grupo
controle, mas nao foi notada uma diferenca estatisticamen-
te significante. Upile et al. (2009) examinaram o nivel sali-
var de FCEV-165, e os resultados demonstraram que o0s
niveis séricos e salivares desse marcador nos pacientes
foram significantemente mais elevados do que os niveis
observados no grupo de controle.?® Esses autores investiga-
ram a quantidade de FCEV-165 por imunoensaio, enquanto
que, no nosso estudo, o nivel salivar de diversas isoformas
de FCEV foi investigado por ELISA. Assim, essa diferenca
pode ter sido resultado dos diferentes métodos de determi-
nacao das isoformas. Em nosso estudo nao foi observada
relacdo entre o nivel salivar de FCEV e fatores clinicopato-
logicos. No estudo de Upile et al. (2009) nao foi investigada
a relacao entre o nivel salivar de FCEV e fatores clinicopa-
toldgicos.? Por ocasiao da revisao do artigo, nao encontra-
mos um estudo que investigasse a relacdo entre o nivel
salivar de FCEV e fatores clinicopatologicos.

Conclusao

No presente estudo, foi observada uma elevada expressao
de FCEV em pacientes com CCECP, o que sugere um papel
desse marcador na patogénese do CCECP, mas nao foi obser-
vada qualquer relacao entre a expressao tecidual e os niveis
séricos e salivares de FCEV.
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