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INTRODUCAO

O cancer continua sendo o grande desafio para a ciéncia, pois em sua maioria, a
etiologia permanece desconhecida.®™® Estima-se que 95% dos casos de carcinomas
escamocelulares (CEC) de labio originam-se de queilite actinica (QA).*** Santos et
al.,"* afirmaram que a transformac&o maligna da QA ocorrem em aproximadamente

10-20% dos casos de queilite.

Queilite actinica € uma lesdo pré-maligna do vermelhdo do labio inferior resultante de
exposicdo cronica a radiacdo solar.?* O potencial incerto de malignizacdo da QA pode

ser explicado pela inconstancia no espectro histopatolégico.™*

Além das transformaces celulares individuais referidas como atipias, a angiogénese
tecidual é essencial para o desenvolvimento e expansdo dos tumores.” O Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), regulador chave da angiogénese age
promovendo a permeabilidade, proliferagdo, migracdo e diferenciacdo de células
endoteliais.”

Johnstone et al.,”®

observaram um significativo aumento da vascularizagcdo durante a
transformacdo da mucosa normal, através de diferentes estagios de displasia até 0 CEC
do labio. Alguns estudos correlacionaram a expressdo do VEGF com a densidade

microvascular em tumores e lesdes displasicas, porém, com resultados conflitantes.

Diante disto, este estudo tem como objetivo geral analisar através de técnica
imunohistoquimica a expressao do VEGF e do Fator VIII em tecido normal, displasico

e neoplasico de labio inferior.

Devido aos resultados divergentes encontrados na literatura, suportes a mais no estudo
da varias etapas da carginogénese bucal atraves da imuno-expressdao do VEGF e do
Fator VIII em lesdes de QA, CEC de labio e tecido normal justificam a realizacdo desta

pesquisa.
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Este trabalho consiste em uma dissertacdo de mestrado com concentracdo na area de
Estomatologia apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica, intitulada: “Analise da Expressdo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular e do Fator de VIII em Queilite Actinica e Carcinoma
Escamocelular de labio”. A primeira parte do trabalho consiste em uma revisdo de
literatura sob a forma do Manuscrito | intitulada: “Analise da Expressdo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular em Queilite Actinica e Carcinoma Escamocelular de
labio”. A segunda parte esta sob a forma do manuscrito Il e corresponde & dissertagcdo
propriamente dita com informagdes sobre metodologia, resultados, discussdo e

concluso.”

“ As citacdes referentes a0 manuscrito | estdo precedidas pela letra R. As citacdes referentes aos

manuscritos 11 estdo precedidas pela letra P.
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ANALISE DA EXPRESSAO DO FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL
VASCULAR EM QUEILITE ACTINICA E CARCINOMA ESCAMOCELULAR DE
LABIO — REVISAO DE LITERATURA

Rebeca Mota Vasconcelos*; Silvia Regina de Almeida Reis**; Miguel Gustavo Setubal

Andrade***

* Aluna do curso de Pos-Graduacdo em Odontologia pela Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

(EBMSP)

Doutora em Patologia Oral pela Universidade de Berlim. Professora Adjunta do curso de Odontologia
da EBMSP. Coordenadora do Programa de Pos-graduacdo em Odontologia pela EBMSP
*#%* Doutor em Imunologia pela Universidade Federal da Bahia (UFBA). Professor Adjunto do curso de

Odontologia da EBMSP

Resumo

Um melhor conhecimento sobre a patogénese tumoral pode ajudar no desenvolvimento
de novos tratamentos, aumentando a sobrevida e as chances de cura para os pacientes. A
angiogénese € um evento critico no crescimento de lesdes pré-malignas, como a queilite
actinica (QA) e de tumores, sendo mediado por diversos fatores de crescimento, entre
eles o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). O VEGF ¢ o estimulador chave
que atua na proliferagdo celular, aumenta a permeabilidade vascular, a migracdo de
células endoteliais e a inibigdo da apoptose. Diversos estudos tém sido realizados com a
proposta de conhecer o real papel do VEGF nos carcinomas orais, porém com
resultados conflitantes. Poucos relatos se t€ém sobre a sua ocorréncia em lesdes
cancerizaveis, a exemplo da queilite actinica. Esta revisdo tem como objetivo entender a
correlacdo entre QA e carcinomas escamocelulares (CEC) de labio e a influéncia do
VEGF na carcinogénese labial e na QA.

Palavras-chave: Queilite Actinica, VEGF, Carcinoma Escamocelular

1. INTRODUCAO

A radiagdo solar ultravioleta ¢ identificada como o maior agente etioldgico das lesdes
pele e labio.! A queilite actinica (QA) apresenta-se, clinicamente, como o primeiro sinal

dos danos causados a mucosa labial, que muitas vezes sdo irreparaveis. Com a
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exposicdo cronica a radiagao solar, 10 a 20% das QAs que sdo consideradas, segundo a
classificacdo histopatoldgica da Organizagdo Mundial da Satide (OMS),> como lesdes

. (e : 3
cancerizaveis do labio, podem evoluir para CEC.

A QA apresenta um espectro de alteragdes histologicas que, fundamentalmente consiste
de graus variados de ceratose, hiperplasia ou atrofia do epitélio, e presenca ou nao de
atipia epitelial. No tecido conjuntivo, a degeneragdo basofilica do colageno, conhecida
como elastose solar ¢ um achado universal potencialmente associado a infiltrado
inflamatorio. A displasia epitelial, quando presente, varia em funcdo de diferentes graus
de atipia do epitélio, e pode estar restrita ao ter¢o profundo, médio, ou envolvendo toda
a espessura do epitélio, no caso, o carcinoma in Situ. Areas de rompimento na
membrana basal, ja caracterizam o carcinoma escamocelular invasivo. A displasia do
epitélio bucal indica um possivel risco de transformag¢do maligna em curso e,

. . . e 4
geralmente, quando intensa, este risco se mostra ainda mais iminente.

O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) ¢ uma citocina multifuncional
que possui um importante papel na angiogénese in vivo, promovendo aumento do
suprimento sanguineo, proliferagdo, migra¢io e remodelagio da matriz extracelular.’
Também conhecido por Fator Vascular de Permeabilidade (VPF), pertence a uma
familia de genes que inclui Fator de Crescimento Placentario (PIGF), VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E. Entre as suas varias isoformas, o VEGF-C tem como
fungio principal a regulagio do crescimento de vasos linfaticos.® Desta forma, estudos
sugerem que o VEGF-C pode estar associado a metastase tumoral através de vasos

linfaticos, a principal forma de disseminagdo do CEC de boca.’

Quando o aparecimento do CEC de labio ¢ precedido por uma lesdo cancerizavel, a
exemplo da QA, os tecidos epitelial e conjuntivo apresentam transformacoes celulares
que apontam para um subseqiiente desenvolvimento de malignidade. Desta forma este
trabalho tem como objetivo apresentar uma revisdo de literatura abordando a relacdo

existente entre QA e CEC de labio e a influéncia do VEGF na carcinogénese labial e na

QA.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. QA X CEC

Exposi¢ao prolongada a radiagdo solar pode causar modificagdes teciduais na mucosa
labial, acarretando alteracdes histomorfologicas indicativas de anormalidades na
diferenciagao celular.® A alteracdo mais comumente causada pela radiacdo ultravioleta é
a manifesta¢io de QA no labio inferior.”** A QA ¢ uma lesdo cancerizavel que pode se
transformar em CEC.'** O CEC corresponde a 95% de todas as lesdes malignas da

8
boca.

A evolucdo lenta dos estagios iniciais da QA geralmente ¢ negligenciada pelos pacientes
que buscam tratamento quando a lesdo estd em um estagio mais avancado, favorecendo

o desenvolvimento do CEC.}

A QA ocorre quase que exclusivamente em pessoas faiodermas que trabalham ao ar
livie e expostas ao sol. Apresenta-se mais comumente em pacientes adultos ou
idosos.*? Geralmente, os sinais clinicos iniciais da QA sao lesdao branca, assintomatica,
de espessura variavel, bem ou mal definida, com éareas avermelhadas interpostas no

vermelhio do labio inferior.?

Do ponto de vista histopatologico, a QA ¢ caracterizada por epitélio escamoso
estratificado, com hiper-orto ou hiper-paraceratose,”™ disceratose,'® hiperplasia ou
atrofia, 4reas de acantose, ulceracdes e displasia epitelial nos casos mais severos.' No
tecido conjuntivo, presenca de infiltrado inflamatoério cronico pode estar associado ou

1,3,11 : ~ , . . . 10
" Vasodilatacdo também pode ser visualizada neste tecido.

ndo a elastose solar.
O potencial de malignidade nas QAs pode ser explicado pelos inconstantes espectros de
achados histopatoldgicos encontrados nesta lesdo.'” Em estudo realizado por Xavier et
al,'” observaram auséncia de displasia epitelial leve e maior freqiiéncia de displasia
severa em lesdes de QAs. A displasia epitelial ¢ diagnosticada quando duas ou mais das
seguintes caracteristicas ocorrem: presenga ou ndo de estratificacdo epitelial irregular,

hiperplasia da camada basal, processos reticulares em forma de gota, perda da
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polaridade das células basais, aumento da razdo nucleo/citoplasma, polimorfismo
nuclear, aumento do tamanho dos nucléolos, hipercromatismo nuclear, reducao da
aderéncia intercelular, mitoses suprabasais e disceratose.” Quanto a classificacdo da
displasia epitelial, ela serd leve quando duas caracteristicas estiverem presentes;
moderada, quando trés a quatro caracteristicas estiverem presentes; ¢ severa, quando

cinco ou mais caracteristicas estiverem presentes."

z . ’q - . . 14 ~

E estimado que 95% dos CEC de labio originam-se de QAs.” Nao ocorrem
modificacdes clinicas perceptiveis que antecipem essas transformagdes.® Pimentel et
al,"” afirmaram que em lesdes bucais cancerizaveis, o fator preditivo mais importante de

uma transformag¢do maligna ¢ a severidade da displasia epitelial.

Evidéncias histologicas apontam a radiagdo solar como causa do CEC do labio, pois
ocorre presenca de elastose solar no tecido conjuntivo e de alteragdes epiteliais
sugestivas de displasia epitelial no vermelhdo adjacente ao tumor em quase todos os

o . c o~ 8,10
casos, havendo uma relacdo significativa entre essas condicdes.™

Abreu et al.,'

elaboraram um estudo de coorte retrospectivo em CEC de labio e
verificaram a relagdo entre a QA e o prognostico do CEC, correlacionando a auséncia
ou ocorréncia de metastase com a presenca ou auséncia de QA no vermelhdo.
Observaram uma menor ocorréncia de metastase em tumores com QA adjacente do que
em tumores sem QA adjacente, levando a supor que os tumores que se originam de QA
téem melhor prognodstico. A QA prévia poderia, portanto, ser considerada como um

indicador de melhor prognéstico para o CEC do labio, fato ndo relatado na literatura.'

2.2 Angiogénese e Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

Angiogénese ¢ o processo pelo qual se formam novos vasos a partir de vasos pré-
existentes. O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) ¢ primordial para este
fenomeno. A proliferacdo de vasos sanguineos € crucial para uma grande variedade de
processos fisioldgicos tais como desenvolvimento embriologico, crescimento normal e

. e ~ .6
diferenciagdo, cicatrizacdo e fungdes reprodutivas.
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A . [ . . 1 .
A angiogénese ¢ um evento critico no crescimento tumoral e na metastase.'® Neoplasias
ndo se desenvolvem mais do que 1 a 2mm’ a menos que uma rede capilar intratumoral
seja construida por mediacdo de fatores de crescimento secretados por células

-1
tumorais. 7

O processo de neoformacao vascular € composto por uma seqiiéncia de eventos,
controlados por um balango entre fatores indutores e inibidores."® O VEGF foi
recentemente reconhecido como o regulador chave da angiogénese tumoral,
promovendo a permeabilidade vascular, a proliferacdo celular, a migragdo de células

endoteliais e a inibi¢ido da apoptose.'®"’

O VEGF ¢ um mitogeno seletivo de células endoteliais vasculares, estimulando
diretamente a formagdo de novos vasos sanguineos. Ao mesmo tempo, a elevacdo do
nivel de VEGF ira resultar no extravasamento, no espaco extravascular, de proteinas
plasmaticas, a exemplo do fibrinogénio pelo aumento da permeabilidade vascular. Essas
proteinas sdo entdo incorporadas na rede de fibrina, que ¢ uma matriz essencial para o

crescimento da célula endotelial.!’

A familia VEGF consiste em varias glicoproteinas dominantes secretadas na sua forma
ativa por células neoplasicas, leucocitos, células endoteliais e células do estroma
tumoral.*’ A familia VEGF em humanos é composta pelos membros VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, e o Fator de Crescimento Placentario (PIGF).19 O VEGF ¢
produzido por varios tipos de tecidos, sendo secretado na sua forma ativa e ligando-se
com alta afinidade a receptores transmembranares tirosina-quinases como flt-1 (tirosina
quinase fms-like) e KDR (regido de dominio quinase)/flk-1(quinase de figado fetal-1) e
conhecidos como VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 respectivamente.” A ligagdo dos fatores de
crescimento pré-angiogénicos a esses receptores expressos pelas células endoteliais dos
vasos sanguineos sdo responsaveis pela sinalizagcdo para a proliferagcdo e diferenciagdo
das células endoteliais em humanos.”’ A expressdo do VEGFR-3 (flt-4) restringe-se as
células endoteliais linfaticas, capilares fenestrados e veias de o6rgdos endocrinos,

mondcitos e macrofagos.”

Uma importante via reguladora da angiogénese ocorre quando VEGF liga-se ao seu

receptor VEGFR-2 ¢ através da via de sinalizagdo PI3-K (fosfatidilinositol-3 quinase),
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induz a expressdo da proteina antiapoptdtica Bel-2 que eleva a expressdo de citocinas
pro-angiogénicas CXCL-8(ligante 8 da cisteina-aminoacido-cisteina) e CXCL-1 (ligante

. ’ . ;s . ’ . ~ , . .23
1 da cisteina-aminoacido-cisteina) resultando na proliferacao de células endoteliais.

A hipdxia tem sido considerada a maior indutora da expressao local do gene VEGF em
tumores, pois, geralmente, o fluxo sanguineo tumoral ¢ cadtico e variavel, criando areas
de hipoxia e de acidez o que regula a producdo de inibidores ou estimuladores da
angiogénese e seleciona células cancerosas de maior agressividade e com potencial

rys 1
metastatico. 6

VEGF X QA X CEC

Durante a transicdo da mucosa normal, passando por displasia, para CEC foi observada
uma super-regulacdo do VEGF. Isto sugere um importante papel do VEGF na

transformacdo de mucosa normal para CEC.**

Dados conflitantes na literatura e falta de consenso sobre a relagdo entre VEGF e a QA
sugerem que o aumento da severidade da displasia ndo estd necessariamente ligado com

o aumento da expressio do VEGF.” Kitdal et al,*

estudaram véarios espécimes de
arquivo de mucosa normal, displasica e CEC de esofago por meio de
imunohistoquimica para VEGF e concluiram que as lesdes displasicas de esdfago
apresentaram neovascularizacdo aumentada quando comparada ao epitélio normal,

indicando um estagio precoce do desenvolvimento tumoral.

E bem aceito que a producao de fatores angiogénicos por células tumorais ¢ essencial
para o desenvolvimento de tumores sélidos, ¢ uma alta expressao desses fatores estd
relacionada com um pior quadro clinico, sugerindo que propriedades angiogénicas

. .. 16
relacionam-se com agressividade tumoral.

A sobreprodu¢do de VEGF por células neoplasicas sugere que este fator angiogénico
possui um papel importante na formagao tumoral. Analises quantitativas de tumores
mostraram a associacdo entre um pior prognostico com baixas taxas de sobrevida e a
sobreexpressido do VEGF." A associagio entre a expressio do VEGF e o prognostico,

. ~ ~ ~ r : 2
vascularizagio e progressdo da doenca em CEC de boca ndo estd bem elucidada.”’
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Existem dados conflitantes na literatura sobre o assunto, € uma falta de consenso foi

observada quando se estudou outros tipos de tumores."’

A metastase estd associada com uma pior taxa de sobrevida e a necessidade de um
tratamento mais agressivo. As metastases sdo de dificil diagndstico clinico, e
marcadores quimicos podem apresentar vantagens. A maioria das pesquisas nao
encontrou diferenga significativa entre tumores VEGF-positivo e a ocorréncia das
metastases. Por outro lado, alguns estudos encontraram que a expressdo do VEGF foi
significativamente maior em pacientes com envolvimento dos linfonodos regionais.

|,28

Moryama et al,” relacionaram o CEC de boca com uma expressao intensa do VEGF

evidenciando uma alta freqiiéncia de metéstases para os linfonodos.

2.3. Terapia antiangiogénica

Nas ultimas décadas, o avango da biologia molecular permitiu a identificacdo de
diversos fatores de crescimento responsaveis pelo desenvolvimento dos tumores sélidos
como o CEC. Uma das terapias promissoras no tratamento deste tipo de cancer esta

. . A e 2
baseada nas drogas antiangiogénicas.”

A terapia antiangiogénica pode inibir a proliferacdo endotelial no tumor ou induzir a
apoptose da célula endotelial dependendo da concentracdo de reguladores angiogénicos
positivos (VEGF, bFGF, PDGF) e negativos (endostatina, angiostatina) gerados pelo

tumor. 30

Essa terapia antiangiogénica tem sido baseada principalmente na inibi¢do de vias de
sinalizagdo pro-angiogénicas tumorais com destaque para via VEGF-VEGFR. Varias
estratégias foram desenvolvidas para se inibir a sinalizagdo de VEGF incluindo
anticorpo monoclonal para VEGF ou VEGFR, os receptores extracelulares soliveis que

se ligam ao dominio da heparina do VEGF¢s, entre outros.’!

Algumas drogas para a terapéutica anti-angiogéncia com diferentes mecanismos de acao
tém sido desenvolvidas destacando-se dentre elas: Interferon-alfa (inibidor da produ¢do
de bFGF), Neovastat-AE941 (inibidor de metaloproteinase e VEGFR), SU5416
(bloqueio de sinalizagdo de VEGFR), TNP-470 (inibidor de proliferacdo endotelial),
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entre outras. Muitas drogas ja se encontram em fase de estudo clinico e outras ja foram
aprovadas pelo orgdo americano FDA (Food and Drug Administration) para uso

gy 32
terapeutico.

Em animais tratados com o anticorpo anti-VEGF, a densidade de vasos sanguineos em
seccdes tumorais foi menor quando comparada com a dos controles.® Futuros estudos
sdo necessarios para um melhor mecanismo da regulagdo do VEGF na tumorigénese de

carcinomas orais.”’

3. CONSIDERACOES FINAIS

Dados conflitantes na literatura e falta de consenso sobre a relagdo entre VEGF, QA e
CEC sugerem necessidade de mais estudos para elucidar melhor os mecanismos
patogénicos do cancer oral. Isto ndo apenas facilitard o desenvolvimento de um regime
de tratamento efetivo, como também poderda melhorar a taxa de sobrevida desses

pacientes.

4. ABSTRACT

A better understanding of the pathogenesis of tumor can help in developing new
treatments, increasing survival and cure rates for patients. Angiogenesis is a critical
event in the growth of premalignant lesions such as actinic cheilitis (AC) and tumors,
being mediated by several growth factors, including Growth Factor Vascular
Endothelial (VEGF). VEGF is a key stimulator that acts in cell proliferation, increases
vascular permeability, migration of endothelial cells and inhibition of apoptosis. Several
studies have been conducted with the proposal to meet the real role of VEGF in oral
carcinomas and precancerous lesions, but with conflicting results. Have been few
reports on their occurrence in precancerous lesions, such as the actinic cheilitis. This
review aims to understand the correlation between AC and squamous cell carcinomas
(SCC) of the lip and the influence of VEGF in carcinogenesis of the oral cavity and QA

Keywords: actinic cheilitis, VEGF, squamous cell carcinoma
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Resumo Introducdo: Quando o aparecimento do carcinoma escamocelular (CEC) de
labio é precedido por uma lesdo cancerizavel, os tecidos epitelial e conjuntivo
apresentam transformacgfes celulares que apontam para um desenvolvimento de
malignidade. Objetivo: Estudar a expresséo do VEGF e do Fator VIII, relacionando-os
com os graus de displasia epitelial e com os graus de diferenciacdo dos CECs.
Metodologia: Foram analisados 10 casos de tecido da mucosa normal (TN) e 34 casos
de CECs associados a queilites actinicas (QA)s. A expressao dos anticorpos anti-VEGF
e anti-Fator VIII foi analisada por métodos imunohistoquimicos. Resultados:
Observou-se que a displasia epitelial nas QAs quando presente variou de leve a severa.
Né&o foi encontrada associacdo entre os tipos de displasias e o grau de diferenciacdo dos
CECs. Todos os CECs, QAs e TNs expressaram o Fator VIII e 0 VEGF. Observou-se
aumento significativo na expressdo do VEGF e do Fator VIII nos CECs em relagdo as
QAs e aos TNs. Notou-se auséncia de significancia na expressao do VEGF e do Fator
VIII nos diferentes graus de severidade da displasia. Houve expressédo significativa do
VEGF nos diferentes graus de diferenciacdo do carcinoma. No entanto, ndo foi
observada esta expressdo ao analisar o Fator VIII nestes tecidos. Ao correlacionar o
Fator VIII e o VEGF observou significancia apenas nos TNs. Conclusdo: A expressao
do VEGF e do Fator VIII pode ser um importante indicador de carcinogénese bucal, no
entanto estudos adicionais com isoformas especificas, a exemplo do VEGF-C associado
a progressdo tumoral e metastase, tornam-se necessarios, para um melhor entendimento
do papel do VEGF na tumorigénese labial.

Palavras-chave: Queilite Actinica, VEGF, Fator VIII, Carcinoma Escamocelular.
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1. INTRODUCAO

Queilite actinica € uma lesdo cancerizavel que pode se transformar em carcinoma
escamocelular de labio." O labio inferior é o local mais acometido pela radiagéo solar e
dentre as principais manifestacdes clinicas da QA observa-se a presenca de Ulcera de
base endurecida, rigida, exudativa e crostosa. Histologicamente sdo frequientes na QA,
atipias celulares a exemplo de perda da razdo ndcleo citoplasma, hipercromatismo
nuclear, pleomorfismo celular e nuclear, grande nimero de mitoses irregulares, podendo
apresentar ainda, corddes e ilhas invasivas de células epiteliais malignas e pérolas de
ceratina.2 No CEC de labio, a presenca de elastose solar e outras alteracdes histoldgicas,
sugestivas de queilite actinicas cronicas prévias adjacentes ao tumor sdo achados

comuns em quase todos 0s casos.?

Paralelamente a estas transformacdes celulares individuais, a angiogénese no tecido é
essencial para o desenvolvimento e expansdo dos tumores.* Muitos fatores angiogénicos
implicam na progressédo do tumor®. Entre estes, o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) é uma potente citocina angiogénica que promove o0 aumento do
suporte sanguineo em varios diferentes tumores. Esse fator de crescimento age
aumentando a permeabilidade vascular e o crescimento de células endoteliais, sua
proliferacdo, migracdo e diferenciagdo. Um significante aumento da vascularizagéo
ocorre durante a transformacdo da mucosa normal, através de diferentes estagios de
displasia até o CEC do labio.°

A expressdo do VEGF tem sido estudada em muitos canceres, inclusive no carcinoma
de boca, com resultados conflitantes. Todo esse conhecimento relativo a angiogénese e
a comprovacao de que as neoplasias malignas dependem essencialmente do suprimento
sanguineo tem inspirado muitos pesquisadores pela busca de moléculas

antiangiogénicas a serem utilizadas como alvos potenciais no tratamento do cancer.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar a imuno-expressdo do VEGF e do
Fator VIII, um marcador de densidade endotelial, em lesGes de QA e CEC de labio com
intuito de oferecer um suporte a mais na pesquisa das etapas iniciais da carcinogénese

labial.
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2. METODOLOGIA

O projeto desta pesquisa quantitativa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (CEP-Bahiana/EBMSP) sob o nimero de
protocolo 22/2008 (ANEXO 1)

2.1. Selecéo dos casos

Trinta e quatro casos de CECs associados a lesdes de QAs foram selecionados dos
arquivos do laboratorio de Patologia bucal da Escola Bahiana de Medicina e Saude
Publica (EBMSP). Todos estes casos foram provenientes de pecas cirdrgicas de
resseccao de labio inferior. O diagnostico anatomo-patoldgico foi revisado e confirmado
por dois patologistas experientes em laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e
analisadas morfologicamente em microscopia de luz. Como grupo controle, dez casos

de tecido normal (mucocele) foram selecionados randomizadamente.

A selecdo dos casos teve como fim observar o padrdo imunohistoquimico dos

anticorpos (VEGF e Fator VIII) em epitélio normal, displasico e neoplasico de labio.

2.2. Estudo histopatoldgico

Nas lesbes de QAs foram utilizados os critérios histologicos para diagndstico de
displasia epitelial definidos pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS).” Foram
considerados em cada seccdo a presenga ou ndo de estratificacdo epitelial irregular,
hiperplasia da camada basal, processos reticulares em forma de gota, perda da
polaridade das células basais, aumento da razdo nucleo/citoplasma, polimorfismo
nuclear, aumento do tamanho dos nucléolos, hipercromatismo nuclear, reducdo da

aderéncia intercelular, mitoses suprabasais e disceratose.

O grau de severidade da displasia seguiu os parametros estabelecidos por Bandczy e
Csiba:® a) epitélio com auséncia de atipia; b) displasia epitelial leve quando duas

caracteristicas estiverem presentes; c) displasia epitelial moderada, quando trés a quatro
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caracteristicas estiverem presentes; d) displasia epitelial severa, quando cinco ou mais

caracteristicas estiverem presentes.

A avaliacéo histologica dos CECs de labio foi realizada de acordo com o sistema de
graduagdo de malignidade desenvolvido pela OMS® que classifica o tumor em pouco,
moderadamente e bem diferenciado. Os bem diferenciados foram assim denominados
quando sua arquitetura tecidual se assemelha a um padrdo normal de epitélio escamoso.
Ja os pouco diferenciados caracterizam-se pelo predominio de células imaturas,
numerosas mitoses tipicas e atipicas, com minima ceratinizacdo. Os CECs
moderadamente diferenciados apresentam certo grau de pleomorfismo nuclear,

atividade mitotica e pouca ceratinizago.’

2.3. Procedimentos Imunohistoquimico

Em todos os materiais incluidos em parafina foram realizados cortes de tecido de quatro
micrémetros (um) de espessura que foram montados em lamina de vidro previamente

preparadas com organosilano a 6%.

O método de imuno-marcacdo utilizado foi o da streptavidina-biotina peroxidase, e 0s
anticorpos primarios foram o monoclonal anti-VEGF (DAKO; 1:50) e o policlonal anti-
FatorVIIl (DAKO; 1:25). Os cortes histologicos foram submetidos a desparafinizagdo
em banhos sequenciais de xilol, acetona, alcool, (absoluto, 95%, 70%, 50%, 30%) e
agua destilada em temperatura ambiente. Em seguida, submetidos, a recuperacédo
antigénica com tampdo citrato, pH 6,0 com posterior blogueio das ligacdes inespecificas
(leite Molico a 10%) e entdo incubados “overnight”a 4°C com o anticorpo primario. Os
anticorpos secundarios utilizados seguiram as orientacdes do Kit LSAB-Peroxidase
(DAKO Corporation, USA) e a revelacao foi realizada através do DAB com peroxido
de hidrogénio a 30%. As laminas foram contra-coradas com hematoxilina e montadas

em laminula com béalsamo do Canadé para avaliagdo morfoldgica e analise quantitativa.

Como controles positivos foram utilizados cortes de tecido de granulagdo removidos por
indicacdo cirdrgica prévia e como controles negativos, os mesmos tecidos, sendo

suprimidos da reacdo 0s anticorpos primarios.
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2.4. Histomorfometria

A expressdo tecidual do VEGF e do Fator VIII foram analisadas de forma quantitativa
através do software Motic Images Advanced 3.0° no laboratério de microscopia da
EBMSP. Em cortes de tecidos normais, displasicos e carcinoma, obteve-se uma area
padrdo para todos os casos. Dentro dessa area mensurou-se a o tamanho da area
marcada pelo VEGF e pelo Fator VIII. Em seguida foi calculada a porcentagem da area
com marcacao dos anticorpos em relacdo a area total selecionada. Todas as analises

foram feitas por um mesmo examinador calibrado para evitar viés de tendenciosidade.

2.5. Andlise estatistica

A diferenca da incidéncia de alteracdes histoldgicas entre as diferentes severidades da

displasia foi analisada pelo teste Qui-quadrado (y)°.

Para associar os graus de diferenciacdo do CEC com os graus de severidade da displasia

foi utilizado o teste de ANOVA, seguido do post hoc de Tukey.

A diferenca de porcentagem da area marcada pelo VEGF e pelo Fator VIII nos tecidos
normais, displasicos e neoplasicos foi analisada pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis.

A anédlise da expressdo do VEGF e do Fator VIII entre os tecidos normais e 0s
displasicos e neoplasicos, respectivamente foi realizada pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis.

A expressdo do VEGF e do Fator VIII nos diferentes graus de displasia e nos diferentes
graus de diferenciacdo dos CECs foi analisada pelo teste de Mann-Whitney, apés

observar a normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Willkie.

A associagao entre a expressdo do VEGF e do Fator VIII nos diferentes tipos de tecidos

foi analisado pelo coeficiente de correlacdo de Spearman.

® Motic China Group CO. LTD
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3. RESULTADOS

3.1. Analise histolégica

Os 34 casos estudados, corados com hematoxilina-eosina (HE) foram avaliados sob
microscopia de luz. Todos os tumores possuiam lesdes de QA associados, onde 0 grau
displasico variou de ausente a severo, de acordo com os parametros de Banoczy e Csiba,
1976.°

Em relacdo as lesGes de QA, observou-se que dois casos apresentaram auséncia de
displasia (6%), dez casos (29,4%) foram graduados como displasia leve, treze casos
(38,2%) como displasia moderada e nove casos (26,4%) como displasia severa. Dos
casos de CEC de labio, observou-se que vinte e dois (64,7%) foram bem diferenciados,
doze (35,3%) foram moderadamente diferenciados e nenhuma neoplasia apresentou-se

como pouco diferenciada (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos casos em relacdo aos diferentes graus de displasia e
carcinoma.

Condigéo Classificagédo n (%)
Ausente 2(6%)
. ) Leve 10 (29,4%)
Displasia
Moderada 13(38,2%)
Severa 9(26,4%)
. Bem diferenciado 22(64,7%)
Carcinoma
Moderadamente diferenciado 12(35,3%)

Fonte: Servico de Estomatologia da EBMSP, 2010

Em relacdo a distribuicdo das alteracGes histoldgicas nas displasias epiteliais, observou-
se que a estratificacdo epitelial irregular foi a atipia mais freqliente (75%), seguidas pelo
hipercromatismo nuclear (71,8%), processos reticulares em gota (53,1%) e hiperplasia
da camada basal (34,3%) (Tabela 2). AlteracGes histolégicas, como aumento da razéo

nacleo citoplasma, polimorfismo nuclear e reducdo da aderéncia intercelular foram
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estatisticamente mais prevalentes em displasia severa quando comparado com 0s outros

graus de displasia (Teste Qui-quadrado,p< 0,005) (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentual das alterac@es histologicas de acordo com os diferentes graus de

displasia epitelial.

Displasia Epitelial

Leve Moderada  Severa Total
Alteracdes Histoldgicas (n=10)  (n=13) n=9)  (n=32) p
Estratificacdo epitelial irregular 50 76,9 100 75 0,68
Hiperplasia da camada basal 20 38,4 44,4 34,3 0,27
Processos reticulares em gota 50 53,8 55,5 53,1 0,77
Aumento de mitoses 0 15,3 333 15,6 0,45
Perda da polaridade das células basais 10 23 55,5 28,1 0,06
Aumento da razdo ndcleo-citoplasma 0 0 33,3 9,3 0,02
Hipercromatismo nuclear 60 76,9 71,7 71,8 0,20
Polimorfismo nuclear 0 30,7 77,7 34,3 0,007
Aumento do tamanho dos nucléolos 20 15,3 66,6 31,2 0,12
Reducédo da aderéncia intercelular 0 0 55,5 15,6 0,05
Ceratinizacdo da camada espinhosa 10 1,69 11,1 9,3 0,75

Fonte: Servico de Estomatologia da EBMSP

Teste Qui-quadrado
Nivel de significancia de 5%

Nos casos de CEC o rompimento da membrana basal foi claramente visivel,

apresentando invasdo de cordbes e ilhas de células epiteliais malignas e pérolas de

ceratina. Estas células tumorais estavam mostrando atipias, como o hipercromatismo

nuclear, pleomorfismo celular e nuclear, mitoses atipicas, perda da razdo nucleo-

citoplasma e aumento do tamanho dos nucléolos. Além disso, foi observado presenca de

elastose solar (Figura 1).
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Figura 1 - Fotomicrografia da elastose solar (HE 400X)

Na verificacdo da existéncia de associacdo significativa entre os diferentes graus de
severidade de displasia epitelial e os diferentes graus de diferenciacdo dos CECs néo foi
observado diferenca entre os graus de malignidade do carcinoma em relagdo aos graus

de severidade da displasia epitelial (Teste Tukey, p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Associagdo entre os graus de atipia de displasia epitelial e os graus de
diferenciacdo de CEC apresentados

Displasia Epitelial

Tipo de Carcinoma Leve Moderada Severa p
Bem Diferenciado 3 (30%) 7 (53,8%) 2 (22%) p>0,05
Moderadamente Diferenciado 7 (70%) 6 (46,2%) 7 (88%) p>0,05
Fonte: Servico de Estomatologia da EBMSP

Teste Tukey

Nivel de significancia de 5%

3.2. Andlise da expressdo imunohistoquimica do VEGF e do Fator VIII em tecido

normal e nas lesdes de QA e CEC.
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Dos 34 casos de QAs analisados observou-se que 100% da amostra expressaram a
proteina VEGF. Nestas lesGes, independente do grau de displasia, observou-se
expressdo do VEGF na camada basal e parabasal, com uma concentracéo desta proteina
na camada basal (Figura 2a). Em relacdo ao CEC de labio, todos os espécimes
analisados apresentaram positividade para 0 VEGF com predominio de expressdo nas
camadas basal e parabasal (Figura 2b). Em ambas as lesdes o padrdo de marcacédo foi
difuso e o fator de crescimento estava expresso no citoplasma das células epiteliais.
Observou-se também a expressdo do VEGF nas células inflamatdrias estromais, &cinos
das glandulas salivares e musculo. Todos os 10 casos de tecido normal expressaram a
citocina VEGF na camada basal e parabasal, a despeito de que em 2 (dois) dos tecidos
pOde-se observar uma expressdo mais intensa do VEGF na camada parabasal (Figura
2¢).

(Streptavidina-biotina 400X)
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Figura 2b - Intensa imunomarca(;o de VEGF na amada basal e parabasal.
(Streptavidina-biotina 400X)

Figura 2c — Expressdo do VEGF na camada basal e parabasal (Streptawdma -biotina
400X)

Em relacdo a expressao do Fator VIII foi observado expressao em todos 0s casos de QA
(Figura 3a), CEC (figura 3b) e de tecido normal (Figura 3c).
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Figura 3a — Intensa imunomarcagéo de Fator VIII nos vasos endoteliais. (Streptavidina-
biotina 400X)

/ A o’ 4 & : .“ﬁ} A‘. L
Figura 3c - |Intensa imunomarcacdo de Fator VIII nos vasos endoteliais.
(Streptavidina-biotina 400X).
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Ao analisar a porcentagem da &rea marcada pelo VEGF e pelo Fator VIII constatou uma
maior expressao destas proteinas nos CECs quando comparado com les6es displasicas e

com o tecido normal (Kruskal-Wallis, p<0,05) (Tabela 4)

Tabela 4 - Expressdo do VEGF e do Fator VIII no tecido normal, na displasia e no
carcinoma

Variavel VEGF P FVII p
MediatDP MediatDP

Normal 14,26+8,65 2,12+1,53

Displasia 7,19+5,30 p<0,05 5,43+2,60 p<0,05

Carcinoma 19,69+9,96 7,23+4,09

Fonte: Servico de Estomatologia da EBMSP, 2010
*Teste de Kruskal-Wallis
Nivel de significancia de 5%

Ao analisar a diferenca de expressdo do VEGF e do FATOR VIII entre os tecidos
normais e os displasicos observou uma maior expressdo do VEGF nos tecidos normais
guando comparado aos tecidos displasicos, e uma maior expressao do Fator VIII nos
tecidos displésicos do que nos normais (Kruskal-Wallis, p<0,05) (Tabela 5). Também
foi feito analise da expressdo do VEGF e do Fator VIII para os diferentes tipos de
displasia. Constatou-se que nao houve diferenca estatistica na expressdo do VEGF e do
Fator VIII entre os diferentes graus de displasias. (Teste de Mann-Whitney, p<0,05)
(Tabela 5).

Tabela 5 - Expressdo do VEGF e do FVIII no tecido normal, e nos diferentes graus de
displasia.

Condicdo Classificacéo VEGF pl p2* FVIIHI pl p2*
Media+DP Media+DP
Normal - 14,26+8,65 2,12+1,53
Leve 7,69+3,58 p<0,05 5,06+2,29 p<0,05
. . p>0,05 p>0,05
Displasia Moderada 5,46+3,40 5,84+2,79
Severa 10,40+6,26 5,61+2,72

Fonte: Servico de Estomatologia da EBMSP, 2010

1.Teste de Kruskal-Wallis para todas as variaveis

2.* Teste de Mann-Whitney para os diferentes tipos de displasia
Nivel de significancia de 5%
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A diferenca da expressdo do VEGF e do FATOR VIII entre os tecidos normais e 0s
diferentes graus de carcinomas também foi analisado. Observou uma maior expressao
do VEGF e do Fator VIII nos CECs quando comparado aos tecidos normais (Kruskal-
Wallis, p<0,05) (Tabela 6). Ao analisar a expresséo do VEGF entre os diferentes graus
de carcinoma constatou-se que o CEC bem diferenciado expressou mais esta proteina
que o CEC moderamente diferenciado (p<0,05). Em relacéo a expressdo do Fator VIII,
ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes graus de CEC de labio (p<0,05)
(Teste de Mann-Whitney) (Tabela 6).

Tabela 6 - Expressdo do VEGF e do FVIII no tecido normal, e nos diferentes graus de
carcinomas.

Condicdo Classificagéo VEGF pl p2* FVIII pl p2*
Media+DP Media+DP
Normal - 14,26+8,65 2,12+1,53
. BD 21,75+9,71 p<0,05 6,88+4,83 p<0,05
Carcinoma p<0,05 p>0,05
MD 15,80+9,58 7,96+3,60

Fonte: Servico de Estomatologia da EBMSP, 2010

1.Teste de Kruskal-Wallis para todas as variaveis

2.* Teste de Mann-Whitney para os diferentes tipos de carcinomas
Nivel de significancia de 5%

Ao correlacionar a expressdao do VEGF e do FVIII observou significancia apenas nos
tecidos normais (Graficol). Nos demais tecidos, ndo foi observada correlagdo entre o
VEGF e FVIII (Gréfico 2 e 3) (Teste de Spearman, p<0,005)

5- r=0,64; p<0,05
4- * 4
*
E R .
ae 2_
L
I- *
*
» *
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% VEGF

Grafico 1 - Associacdo entre a expressdo do VEGF e do FVIII nos tecidos normais
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Gréafico 2 - Associacao entre a expressdo do VEGF e do FVIII nas displasias
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Gréfico 3 - Associagdo entre a expressao do VEGF e do FVIII nos carcinomas

4. DISCUSSAO

No presente estudo foram analisados 34 casos de CEC de labio onde todas estas lesfes

possuiam QAs associadas. Esses resultados ndo foram encontrados nos estudos de

1,"° onde apenas 56,9% dos casos de CEC de labio, provenientes de biépsias

Xavier et a
incisionais, possuiam lesGes de QAs associadas. Esta relacdo da QA com CEC de labio
e ambas com a exposicao da radiacdo solar forneceu suporte para classificacdo proposta

por Cataldo e Doku,'* em considerar a QA uma lesdo pré-maligna.

O elemento bésico preditor da evolucdo das lesbes cancerizaveis tem sido a severidade

12 1 1
I. l': 0 l" 3

da displasia epitelial.™ Xavier et a e Freitas et a observaram auséncia de

displasia leve e maior frequéncia de displasia severa em lesdes de queilite actinica,

entretanto, Kaugars et al.,** detectaram numa amostra de 152 casos de QAs, 52% de
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displasia leve. Em nosso estudo, observou que a displasia epitelial, quando presente
variou de leve a severa, sendo 26,9% as do tipo severa. Estes diferentes resultados
refletem os varios critérios para se estabelecer o grau de displasia em lesdes de boca,
que embora se reconhecam detalhadamente o0s aspectos histologicos que as

caracterizam, a sua interpretaco final é subjetiva.™

Durante os estagios iniciais da queilite actinica sdo observadas alteracfes histologicas
no epitélio como hiperceratose e acantose. Para Pimentel et al.,*? estas alteraces podem
estar presentes, em algum grau, nas etapas subsequentes da lesao.

As atipias mais frequentes associadas as lesdes de displasia severa no presente estudo
foram aumento da razdo ndcleo-citoplasma, polimorfismo nuclear e reducdo da
aderéncia intercelular. Costa et al.,* observou estratificacéo epitelial irregular, aumento
da raz&o nucleo citoplasma, aumento do tamanho dos nucléolos, pleomorfismo nuclear
e reducdo da aderéncia intercelular como as atipias associados ao aumento da
severidade da displasia epitelial. Em contrapartida, Kaugars ez al.,** encontraram esta
associacao em relacdo a outras caracteristicas histoldégicas como acantose, presenga de
inflamacdo no tecido conjuntivo, inflamacdo perivascular, espessura da camada de

ceratina e degeneracéo basofilica do tecido conjuntivo.

Considerando a evolucdo do comportamento bioldgico dos CECs, as lesdes que
acometem o labio inferior sdo geralmente bem definidas, de mais facil diagnostico e
melhor prognostico em relacdo aos CECs localizados em outras regides da cavidade
bucal'®. Em relagdo ao CECs de labio deste estudo observou-se que a maioria foi bem
diferenciada, e ndo foram encontradas lesdes anaplasicas ou pouco diferenciadas. Estes
resultados talvez possam ser justificados pelo fato das lesbes que acometem o labio

serem geralmente bem diferenciadas.™

Para um melhor entendimento das bases moleculares do CEC de labio, optou-se nesta
pesquisa, fazer uma associacdo entre métodos imunohistoquimicos e avaliagcdes
histoldgicas de rotina, analisando a expressdo do VEGF e do Fator VIII nas lesbes de
CECs do labio associadas as leses de QAs.

O VEGF é uma citocina multifuncional que possui um importante papel na angiogénese

in vivo, promovendo aumento do suprimento sanguineo, proliferacdo, migracdo e
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remodelacdo da matriz extracelular.'” Também conhecido por Fator de Permeabilidade
Vascular (VPF), pertence a uma familia de genes que inclui Fator de Crescimento
Placentario (PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E.”® Dentre as
suas varias isoformas, o VEGF-C encontra-se relacionado a progressdo tumoral e
metastases.”® No nosso estudo foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-VEGF com

marcacdo de todas as isoformas da proteina.

Nas lesdes de queilite actinica estudadas, notou-se expressdo do VEGF em 100% dos
casos. Ao comparar a expressdo desta proteina com os tipos de displasia péde-se
perceber que houve uma marcacdo uniforme em todos os casos de displasias com uma
concentracdo desta proteina na camada basal do epitélio, independente do grau de

20
L,

severidade. No entanto, Carlile et al.,” e Tae et al.,?° encontraram em lesdes displésicas

predominio de expressividade do VEGF na camada parabasal. Foi observado ainda, um

decréscimo da expressividade deste anticorpo na displasia severa.?’

Neste estudo observou-se uma maior expressao do VEGF nos tecidos normais quando

21 22
l., l-:

comparado aos tecidos displasicos. Kyzas et a e Maeda er a ndo observaram

diferencas significativas entre a expressao do VEGF em displasia epitelial quando

1,%° sugere que esta marcacdo expressiva

comparado com a mucosa normal. Kyzas et a
do VEGF em mucosa normal pode estd associada a funcdo que esta citocina exerce na
regulagdo de funcdes da mucosa sob condicdes fisioldgicas.”® E interessante lembrar
que o VEGF tem papel na angiogénese embrionaria, fisiologica como, por exemplo na
cicatrizacdo de tecidos, e inflamatérias. °

23
L,

De acordo com Li ez al.,* Johnstone e Logan,® e Kyzas et a nédo existe associagao

entre o grau de diferenciacdo da neoplasia e a expressao do VEGF. Em relacdo aos CEC
estudados, todos os casos evidenciaram marcacdo homogénea positiva para 0 VEGF,
com predominio na porcdo basal e parabasal, e com maior significancia nos carcinomas

22
L,

bem diferenciados. Estes resultados ndo foram encontrados por Maeda et al.,““ onde dos

45 CEC orais avaliados, apenas 42,2% apresentaram positividade para este anticorpo.
Com relacdo ao padrdo de marcacgo, Carlile et al, afirmaram ser heterogénea com

1,20

alterndncia de areas fortemente positivas e negativas. Tae et a acreditam que a

expressao do VEGF por si s6 ndo é suficiente para marcar tumores invasivos, uma vez
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que esta proteina também expressa-se em mucosa normal do epitélio, hiperplasias e

displasias.

Existem poucos estudos que correlacionam a expressdo do VEGF com a densidade
microvascular em tumores e lesdes displasicas. Neste estudo ndo foi encontrado
correlagdo entre estes fatores no CEC e na QA, no entanto apresentou associagdo
significante nos tecidos normais. Tae ez al, 2000%° observaram esta correlagdo entre 0s

diferentes graus de displasias.

A maior dificuldade em estudar angiogénese em humanos € a falta de um protocolo

metodoldgico para medir a atividade angiogénica.?

5. CONCLUSAO

A expressdo do VEGF e do Fator VIII em QAs e CECs labial pode ser um importante
indicador de carcinogénese bucal, no entanto nao foi possivel associar a expressdo do
VEGF com a progressao tumoral uma vez que esta proteina encontrou-se presente com

0 mesmo padrdo de marcagdo nos diferentes estagios de QA.

A maior expressdo de VEGF nos tecidos normais do que nas displasias indicam o
envolvimento do VEGF no papel fisioldgico e inflamatdrio da mucosa normal e uma

provavel subrregulagdo desta citocina nos tecidos displasicos.
Estudos adicionais com isoformas especificas, a exemplo do VEGF-C associado a

progressao tumoral e metéstase, tornam-se necessarios, para um melhor entendimento

do papel do VEGF na tumorigénese labial.

6. ABSTRACT

Background: When the appearance of squamous cell carcinoma (SCC) of the lip is

preceded by an of premalignant lesions, the epithelium and connective tissues have
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cellular changes that point to a development of malignancy. Purpose: To study the
expression of VEGF and Factor VIII, relating them to the degrees of epithelial dysplasia
and the degree of differentiation of SCCs. Methods: It was analyzed 10 cases of normal
mucosa tissue (NT) and 34 cases of SCC associated to AC. The expression of antibodies
anti-VEGF and anti-Factor VIII was analyzed by immunohistochemical methods
Results: It was observed that the epithelial dysplasia in QA ranged from mild to severe.
No association was found between the types of dysplasia and degree of differentiation
of SCCs. All SCC, AC and NT expressed Factor VIII and VEGF. It was observed
significantly increased expression of VEGF and Factor VIII in SCC compared to AC
and NT. It was noted lack of significance in the expression of VEGF and Factor VIII in
different degrees of severity of dysplasia. There was significant expression of VEGF in
different degrees of differentiation of carcinoma. However, a significant expression of
Factor VIII in theses tissues was observed when analyzing. By correlating the Factor
VIl and VEGF was observed significance only in NTs. Conclusion: The expression of
VEGF and Factor VIII in AC and SCC lip may be an important indicator of oral
carcinogenesis, however, additional studies with specific isoforms, such as the VEGF-C
associated with tumor progression and metastasis, are necessary to a better
understanding of the role of VEGF in tumorigenesis lip.

Keywords: actinic cheilitis, VEGF, Factor VIII, squamous cell carcinoma.
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