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INTRODUÇÃO   
 

O câncer continua sendo o grande desafio para a ciência, pois em sua maioria, a 

etiologia permanece desconhecida.R10 Estima-se que 95% dos casos de carcinomas 

escamocelulares (CEC) de lábio originam-se de queilite actínica (QA).R14 Santos et 

al.,R14 afirmaram que a transformação maligna da QA ocorrem em aproximadamente 

10-20% dos casos de queilite.  

 

Queilite actínica é uma lesão pré-maligna do vermelhão do lábio inferior resultante de 

exposição crônica à radiação solar.R4 O potencial incerto de malignização da QA pode 

ser explicado pela inconstância no espectro histopatológico.P14  

 

Além das transformações celulares individuais referidas como atipias, a angiogênese 

tecidual é essencial para o desenvolvimento e expansão dos tumores.P4 O Fator de 

Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), regulador chave da angiogênese age 

promovendo a permeabilidade, proliferação, migração e diferenciação de células 

endoteliais.P6  

 

Johnstone et al.,P6 observaram um significativo aumento da vascularização durante a 

transformação da mucosa normal, através de diferentes estágios de displasia até o CEC 

do lábio. Alguns estudos correlacionaram a expressão do VEGF com a densidade 

microvascular em tumores e lesões displásicas, porém, com resultados conflitantes.  

 

Diante disto, este estudo tem como objetivo geral analisar através de técnica 

imunohistoquímica a expressão do VEGF e do Fator VIII em tecido normal, displásico 

e neoplásico de lábio inferior. 

 

Devido aos resultados divergentes encontrados na literatura, suportes a mais no estudo 

da várias etapas da carginogênese bucal através da imuno-expressão do VEGF e do 

Fator VIII em lesões de QA, CEC de lábio e tecido normal justificam a realização desta 

pesquisa.  
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Este trabalho consiste em uma dissertação de mestrado com concentração na área de 

Estomatologia apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Odontologia da Escola 

Bahiana de Medicina e Saúde Pública, intitulada: “Análise da Expressão do Fator de 

Crescimento Endotelial Vascular e do Fator de VIII em Queilite Actínica e Carcinoma 

Escamocelular de lábio”. A primeira parte do trabalho consiste em uma revisão de 

literatura sob a forma do Manuscrito I intitulada: “Análise da Expressão do Fator de 

Crescimento Endotelial Vascular em Queilite Actínica e Carcinoma Escamocelular de 

lábio”. A segunda parte está sob a forma do manuscrito II e corresponde à dissertação 

propriamente dita com informações sobre metodologia, resultados, discussão e 

conclusão.* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
* As citações referentes ao manuscrito I estão precedidas pela letra R. As citações referentes aos 

manuscritos II estão precedidas pela letra P. 
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Resumo 

Um melhor conhecimento sobre a patogênese tumoral pode ajudar no desenvolvimento 

de novos tratamentos, aumentando a sobrevida e as chances de cura para os pacientes. A 

angiogênese é um evento crítico no crescimento de lesões pré-malignas, como a queilite 

actínica (QA) e de tumores, sendo mediado por diversos fatores de crescimento, entre 

eles o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). O VEGF é o estimulador chave 

que atua na proliferação celular, aumenta a permeabilidade vascular, a migração de 

células endoteliais e a inibição da apoptose. Diversos estudos têm sido realizados com a 

proposta de conhecer o real papel do VEGF nos carcinomas orais, porém com 

resultados conflitantes. Poucos relatos se têm sobre a sua ocorrência em lesões 

cancerizáveis, a exemplo da queilite actínica. Esta revisão tem como objetivo entender a 

correlação entre QA e carcinomas escamocelulares (CEC) de lábio e a influência do 

VEGF na carcinogênese labial e na QA.  

Palavras-chave: Queilite Actínica, VEGF, Carcinoma Escamocelular   
 
 

1. INTRODUÇÃO 

 
A radiação solar ultravioleta é identificada como o maior agente etiológico das lesões 

pele e lábio.¹ A queilite actínica (QA) apresenta-se, clinicamente, como o primeiro sinal 

dos danos causados à mucosa labial, que muitas vezes são irreparáveis. Com a 
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exposição crônica à radiação solar, 10 a 20% das QAs que são consideradas, segundo a 

classificação histopatológica da Organização Mundial da Saúde (OMS),2 como lesões 

cancerizáveis do lábio, podem evoluir para CEC.3  

 

A QA apresenta um espectro de alterações histológicas que, fundamentalmente consiste 

de graus variados de ceratose, hiperplasia ou atrofia do epitélio, e presença ou não de 

atipia epitelial. No tecido conjuntivo, a degeneração basofílica do colágeno, conhecida 

como elastose solar é um achado universal potencialmente associado a infiltrado 

inflamatório. A displasia epitelial, quando presente, varia em função de diferentes graus 

de atipia do epitélio, e pode estar restrita ao terço profundo, médio, ou envolvendo toda 

a espessura do epitélio, no caso, o carcinoma in situ. Áreas de rompimento na 

membrana basal, já caracterizam o carcinoma escamocelular invasivo. A displasia do 

epitélio bucal indica um possível risco de transformação maligna em curso e, 

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

 

O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) é uma citocina multifuncional 

que possui um importante papel na angiogênese in vivo, promovendo aumento do 

suprimento sanguíneo, proliferação, migração e remodelação da matriz extracelular.5 

Também conhecido por Fator Vascular de Permeabilidade (VPF), pertence a uma 

família de genes que inclui Fator de Crescimento Placentário (PIGF), VEGF-A, VEGF-

B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E. Entre as suas várias isoformas, o VEGF-C tem como 

função principal a regulação do crescimento de vasos linfáticos.6 Desta forma, estudos 

sugerem que o VEGF-C pode estar associado à metástase tumoral através de vasos 

linfáticos, a principal forma de disseminação do CEC de boca.7  

 

Quando o aparecimento do CEC de lábio é precedido por uma lesão cancerizável, a 

exemplo da QA, os tecidos epitelial e conjuntivo apresentam transformações celulares 

que apontam para um subseqüente desenvolvimento de malignidade. Desta forma este 

trabalho tem como objetivo apresentar uma revisão de literatura abordando a relação 

existente entre QA e CEC de lábio e a influência do VEGF na carcinogênese labial e na 

QA. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. QA X CEC   

 

Exposição prolongada à radiação solar pode causar modificações teciduais na mucosa 

labial, acarretando alterações histomorfológicas indicativas de anormalidades na 

diferenciação celular.3 A alteração mais comumente causada pela radiação ultravioleta é 

a manifestação de QA no lábio inferior.3,4,8 A QA é uma lesão cancerizável que pode se 

transformar em CEC.1,3,4 O CEC corresponde a 95% de todas as lesões malignas da 

boca.8  

 

A evolução lenta dos estágios iniciais da QA geralmente é negligenciada pelos pacientes 

que buscam tratamento quando a lesão está em um estágio mais avançado, favorecendo 

o desenvolvimento do CEC.8  

 

A QA ocorre quase que exclusivamente em pessoas faiodermas que trabalham ao ar 

livre e expostas ao sol. Apresenta-se mais comumente em pacientes adultos ou 

idosos.4,8,9 Geralmente, os sinais clínicos iniciais da QA são lesão branca, assintomática, 

de espessura variável, bem ou mal definida, com áreas avermelhadas interpostas no 

vermelhão do lábio inferior.8    

  

Do ponto de vista histopatológico, a QA é caracterizada por epitélio escamoso 

estratificado, com hiper-orto ou hiper-paraceratose,3,4 disceratose,10 hiperplasia ou 

atrofia, áreas de acantose, ulcerações e displasia epitelial nos casos mais severos.3,11  No 

tecido conjuntivo, presença de infiltrado inflamatório crônico pode estar associado ou 

não a elastose solar.1,3,11 Vasodilatação também pode ser visualizada neste tecido.10 

 

O potencial de malignidade nas QAs pode ser explicado pelos inconstantes espectros de 

achados histopatológicos encontrados nesta lesão.12 Em estudo realizado por Xavier et 

al,12 observaram ausência de displasia epitelial leve e maior freqüência de displasia 

severa em lesões de QAs. A displasia epitelial é diagnosticada quando duas ou mais das 

seguintes características ocorrem: presença ou não de estratificação epitelial irregular, 

hiperplasia da camada basal, processos reticulares em forma de gota, perda da 
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polaridade das células basais, aumento da razão núcleo/citoplasma, polimorfismo 

nuclear, aumento do tamanho dos nucléolos, hipercromatismo nuclear, redução da 

aderência intercelular, mitoses suprabasais e disceratose.2 Quanto à classificação da 

displasia epitelial, ela será leve quando duas características estiverem presentes; 

moderada, quando três a quatro características estiverem presentes; e severa, quando 

cinco ou mais características estiverem presentes.13  

 

É estimado que 95% dos CEC de lábio originam-se de QAs.14 Não ocorrem 

modificações clínicas perceptíveis que antecipem essas transformações.8 Pimentel et 

al,15 afirmaram que em lesões bucais cancerizáveis, o fator preditivo mais importante de 

uma transformação maligna é a severidade da displasia epitelial.      

 

Evidências histológicas apontam a radiação solar como causa do CEC do lábio, pois 

ocorre presença de elastose solar no tecido conjuntivo e de alterações epiteliais 

sugestivas de displasia epitelial no vermelhão adjacente ao tumor em quase todos os 

casos, havendo uma relação significativa entre essas condições.8, 10 

 

Abreu et al.,10 elaboraram um estudo de coorte retrospectivo em CEC de lábio e 

verificaram a relação entre a QA e o prognóstico do CEC, correlacionando a ausência 

ou ocorrência de metástase com a presença ou ausência de QA no vermelhão. 

Observaram uma menor ocorrência de metástase em tumores com QA adjacente do que 

em tumores sem QA adjacente, levando a supor que os tumores que se originam de QA 

têm melhor prognóstico. A QA prévia poderia, portanto, ser considerada como um 

indicador de melhor prognóstico para o CEC do lábio, fato não relatado na literatura.10 

 

2.2 Angiogênese e Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)  

 

Angiogênese é o processo pelo qual se formam novos vasos a partir de vasos pré-

existentes. O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é primordial para este 

fenômeno. A proliferação de vasos sanguíneos é crucial para uma grande variedade de 

processos fisiológicos tais como desenvolvimento embriológico, crescimento normal e 

diferenciação, cicatrização e funções reprodutivas.6 
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A angiogênese é um evento crítico no crescimento tumoral e na metástase.16 Neoplasias 

não se desenvolvem mais do que 1 a 2mm3 a menos que uma rede capilar intratumoral 

seja construída por mediação de fatores de crescimento secretados por células 

tumorais.17 

 

O processo de neoformação vascular é composto por uma seqüência de eventos, 

controlados por um balanço entre fatores indutores e inibidores.18 O VEGF foi 

recentemente reconhecido como o regulador chave da angiogênese tumoral, 

promovendo a permeabilidade vascular, a proliferação celular, a migração de células 

endoteliais e a inibição da apoptose.16,19  

 

O VEGF é um mitógeno seletivo de células endoteliais vasculares, estimulando 

diretamente a formação de novos vasos sanguíneos. Ao mesmo tempo, a elevação do 

nível de VEGF irá resultar no extravasamento, no espaço extravascular, de proteínas 

plasmáticas, a exemplo do fibrinogênio pelo aumento da permeabilidade vascular. Essas 

proteínas são então incorporadas na rede de fibrina, que é uma matriz essencial para o 

crescimento da célula endotelial.17 

 

A família VEGF consiste em várias glicoproteínas dominantes secretadas na sua forma 

ativa por células neoplásicas, leucócitos, células endoteliais e células do estroma 

tumoral.20 A família VEGF em humanos é composta pelos membros VEGF-A, VEGF-

B, VEGF-C, VEGF-D, e o Fator de Crescimento Placentário (PIGF).19 O VEGF é 

produzido por vários 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  (região de domínio quinase)/flk-1(quinase de fígado fetal-1) e 

conhecidos como VEGFR-1 e VEGFR-2 respectivamente.5 A ligação dos fatores de 

crescimento pró-angiogênicos a esses receptores expressos pelas células endoteliais dos 

vasos sanguíneos são responsáveis pela sinalização para a proliferação e diferenciação 

das células endoteliais em humanos.21 A expressão do VEGFR-3 (flt-4) restringe-se às 

células endoteliais linfáticas, capilares fenestrados e veias de órgãos endócrinos, 

monócitos e macrófagos.22 

 

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

receptor VEGFR-2 e através da via de sinalização PI3-K (fosfatidilinositol-3 quinase), 
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induz a expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 que eleva a expressão de citocinas 

pró-angiogênicas CXCL-8(ligante 8 da cisteína-aminoácido-cisteína) e CXCL-1 (ligante 

1 da cisteína-aminoácido-cisteína) resultando na proliferação de células endoteliais.23 

 

A hipóxia tem sido considerada a maior indutora da expressão local do gene VEGF em 

tumores, pois, geralmente, o fluxo sanguíneo tumoral é caótico e variável, criando áreas 

de hipóxia e de acidez o que regula a produção de inibidores ou estimuladores da 

angiogênese e seleciona células cancerosas de maior agressividade e com potencial 

metastático.16        

 

VEGF X QA X CEC 

 

Durante a transição da mucosa normal, passando por displasia, para CEC foi observada 

uma super-regulação do VEGF. Isto sugere um importante papel do VEGF na 

transformação de mucosa normal para CEC.24  

 

Dados conflitantes na literatura e falta de consenso sobre a relação entre VEGF e a QA 

sugerem que o aumento da severidade da displasia não está necessariamente ligado com 

o aumento da expressão do VEGF.25 Kitdal et al,26 estudaram vários espécimes de 

arquivo de mucosa normal, displásica e CEC de esôfago por meio de 

imunohistoquímica para VEGF e concluíram que as lesões displásicas de esôfago 

apresentaram neovascularização aumentada quando comparada ao epitélio normal, 

indicando um estágio precoce do desenvolvimento tumoral.  

 

É bem aceito que a produção de fatores angiogênicos por células tumorais é essencial 

para o desenvolvimento de tumores sólidos, e uma alta expressão desses fatores está 

relacionada com um pior quadro clínico, sugerindo que propriedades angiogênicas 

relacionam-se com agressividade tumoral.16  

 

A sobreprodução de VEGF por células neoplásicas sugere que este fator angiogênico 

possui um papel importante na formação tumoral. Análises quantitativas de tumores 

mostraram a associação entre um pior prognóstico com baixas taxas de sobrevida e a 

sobreexpressão do VEGF.15 A associação entre a expressão do VEGF e o prognóstico, 

vascularização e progressão da doença em CEC de boca não está bem elucidada.27 
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Existem dados conflitantes na literatura sobre o assunto, e uma falta de consenso foi 

observada quando se estudou outros tipos de tumores.17 

 

A metástase está associada com uma pior taxa de sobrevida e a necessidade de um 

tratamento mais agressivo. As metástases são de difícil diagnóstico clínico, e 

marcadores químicos podem apresentar vantagens. A maioria das pesquisas não 

encontrou diferença significativa entre tumores VEGF-positivo e a ocorrência das 

metástases. Por outro lado, alguns estudos encontraram que a expressão do VEGF foi 

significativamente maior em pacientes com envolvimento dos linfonodos regionais. 

Moryama et al,28 relacionaram o CEC de boca com uma expressão intensa do VEGF 

evidenciando uma alta freqüência de metástases para os linfonodos. 

 

2.3. Terapia antiangiogênica  

 

Nas últimas décadas, o avanço da biologia molecular permitiu a identificação de 

diversos fatores de crescimento responsáveis pelo desenvolvimento dos tumores sólidos 

como o CEC. Uma das terapias promissoras no tratamento deste tipo de câncer está 

baseada nas drogas antiangiogênicas.29  

 

A terapia antiangiogênica pode inibir a proliferação endotelial no tumor ou induzir a 

apoptose da célula endotelial dependendo da concentração de reguladores angiogênicos 

positivos (VEGF, bFGF, PDGF) e negativos (endostatina, angiostatina) gerados pelo 

tumor.30  

 

Essa terapia antiangiogênica tem sido baseada principalmente na inibição de vias de 

sinalização pró-angiogênicas tumorais com destaque para via VEGF-VEGFR. Várias 

estratégias foram desenvolvidas para se inibir a sinalização de VEGF incluindo 

anticorpo monoclonal para VEGF ou VEGFR, os receptores extracelulares solúveis que 

se ligam ao domínio da heparina do VEGF165, entre outros.31 

 

Algumas drogas para a terapêutica anti-angiogência com diferentes mecanismos de ação 

têm sido desenvolvidas destacando-se dentre elas: Interferon-alfa (inibidor da produção 

de bFGF), Neovastat-AE941 (inibidor de metaloproteinase e VEGFR), SU5416 

(bloqueio de sinalização de VEGFR), TNP-470 (inibidor de proliferação endotelial), 
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entre outras. Muitas drogas já se encontram em fase de estudo clínico e outras já foram 

aprovadas pelo órgão americano FDA (Food and Drug Administration) para uso 

terapêutico.32 

 

Em animais tratados com o anticorpo anti-VEGF, a densidade de vasos sanguíneos em 

secções tumorais foi menor quando comparada com a dos controles.6 Futuros estudos 

são necessários para um melhor mecanismo da regulação do VEGF na tumorigênese de 

carcinomas orais.27 

 

3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Dados conflitantes na literatura e falta de consenso sobre a relação entre VEGF, QA e 

CEC sugerem necessidade de mais estudos para elucidar melhor os mecanismos 

patogênicos do câncer oral. Isto não apenas facilitará o desenvolvimento de um regime 

de tratamento efetivo, como também poderá 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 Introdução: Quando o aparecimento do carcinoma escamocelular (CEC) de 

lábio é precedido por uma lesão cancerizável, os tecidos epitelial e conjuntivo 

apresentam transformações celulares que apontam para um desenvolvimento de 

malignidade. Objetivo: Estudar a expressão do VEGF e do Fator VIII, relacionando-os 

com os graus de displasia epitelial e com os graus de diferenciação dos CECs. 

Metodologia: Foram analisados 10 casos de tecido da mucosa normal (TN) e 34 casos 

de CECs associados a queilites actínicas (QA)s. A expressão dos anticorpos anti-VEGF 

e anti-Fator VIII foi analisada por métodos imunohistoquímicos. Resultados: 

Observou-se que a displasia epitelial nas QAs quando presente variou de leve a severa. 

Não foi encontrada associação entre os tipos de displasias e o grau de diferenciação dos 

CECs. Todos os CECs, QAs e TNs expressaram o Fator VIII e o VEGF. Observou-se 

aumento significativo na expressão do VEGF e do Fator VIII nos CECs em relação às 

QAs e aos TNs. Notou-se ausência de significância na expressão do VEGF e do Fator 

VIII nos diferentes graus de severidade da displasia. Houve expressão significativa do 

VEGF nos diferentes graus de diferenciação do carcinoma. No entanto, não foi 

observada esta expressão ao analisar o Fator VIII nestes tecidos.  Ao correlacionar o 

Fator VIII e o VEGF observou significância apenas nos TNs. Conclusão: A expressão 

do VEGF e do Fator VIII pode ser um importante indicador de carcinogênese bucal, no 

entanto estudos adicionais com isoformas específicas, a exemplo do VEGF-C associado 

à progressão tumoral e metástase, tornam-se necessários, para um melhor entendimento 

do papel do VEGF na tumorigênese labial.  

Palavras-chave: Queilite Actínica, VEGF, Fator VIII,  Carcinoma Escamocelular.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Queilite actínica é uma lesão cancerizável que pode se transformar em carcinoma 

escamocelular de lábio.1 O lábio inferior é o local mais acometido pela radiação solar e 

dentre as principais manifestações clínicas da QA observa-se a presença de úlcera de 

base endurecida, rígida, exudativa e crostosa. Histologicamente são freqüentes na QA, 

atipias celulares a exemplo de perda da razão núcleo citoplasma, hipercromatismo 

nuclear, pleomorfismo celular e nuclear, grande número de mitoses irregulares, podendo 

apresentar ainda, cordões e ilhas invasivas de células epiteliais malignas e pérolas de 

ceratina.2 No CEC de lábio, a presença de elastose solar e outras alterações histológicas, 

sugestivas de queilite actínicas crônicas prévias adjacentes ao tumor são achados 

comuns em quase todos os casos.3 

 

Paralelamente a estas transformações celulares individuais, a angiogênese no tecido é 

essencial para o desenvolvimento e expansão dos tumores.4 Muitos fatores angiogênicos 

implicam na progressão do tumor5. Entre estes, o Fator de Crescimento Endotelial 

Vascular (VEGF) é uma potente citocina angiogênica que promove o aumento do 

suporte sanguíneo em vários diferentes tumores. Esse fator de crescimento age 

aumentando a permeabilidade vascular e o crescimento de células endoteliais, sua 

proliferação, migração e diferenciação. Um significante aumento da vascularização 

ocorre durante a transformação da mucosa normal, através de diferentes estágios de 

displasia até o CEC do lábio.6 

 

A expressão do VEGF tem sido estudada em muitos cânceres, inclusive no carcinoma 

de boca, com resultados conflitantes. Todo esse conhecimento relativo à angiogênese e 

a comprovação de que as neoplasias malignas dependem essencialmente do suprimento 

sanguíneo tem inspirado muitos pesquisadores pela busca de moléculas 

antiangiogênicas a serem utilizadas como alvos potenciais no tratamento do câncer.  

 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar a imuno-expressão do VEGF e do 

Fator VIII, um marcador de densidade endotelial, em lesões de QA e CEC de lábio com 

intuito de oferecer um suporte a mais na pesquisa das etapas iniciais da carcinogênese 

labial.  
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2. METODOLOGIA  
 

O projeto desta pesquisa quantitativa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública (CEP-Bahiana/EBMSP) sob o número de 

protocolo 22/2008 (ANEXO 1) 

 

2.1. Seleção dos casos  

 

Trinta e quatro casos de CECs associados a lesões de QAs foram selecionados dos 

arquivos do laboratório de Patologia bucal da Escola Bahiana de Medicina e Saúde 

Pública (EBMSP). Todos estes casos foram provenientes de peças cirúrgicas de 

ressecção de lábio inferior. O diagnóstico anátomo-patológico foi revisado e confirmado 

por dois patologistas experientes em lâminas 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 seleção dos casos teve como fim observar o padrão imunohistoquímico dos 

anticorpos (VEGF e Fator VIII) em epitélio normal, displásico e neoplásico de lábio.  

 

2.2. Estudo histopatológico 

 

Nas lesões de QAs foram utilizados os critérios histológicos para diagnóstico de 

displasia epitelial definidos pela Organização Mundial de Saúde (OMS).7 Foram 

considerados em cada secção a presença ou não de estratificação epitelial irregular, 

hiperplasia da camada basal, processos reticulares em forma de gota, perda da 

polaridade das células basais, aumento da razão núcleo/citoplasma, polimorfismo 

nuclear, aumento do tamanho dos nucléolos, hipercromatismo nuclear, redução da 

aderência intercelular, mitoses suprabasais e disceratose.  

 

O grau de severidade da displasia seguiu os parâmetros estabelecidos por Bánóczy e 

Csiba:8 a) epitélio com ausência de atipia; b) displasia epitelial leve quando duas 

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

características estiverem presentes.  

 

A avaliação histológica dos CECs de lábio foi realizada de acordo com o sistema de 

graduação de malignidade desenvolvido pela OMS9 que classifica o tumor em pouco, 

moderadamente e bem diferenciado. Os bem diferenciados foram assim denominados 

quando sua arquitetura tecidual se assemelha a um padrão normal de epitélio escamoso. 

Já os pouco diferenciados caracterizam-se pelo predomínio de células imaturas, 

numerosas mitoses típicas e atípicas, com mínima ceratinização. Os CECs 

moderadamente diferenciados apresentam certo grau de pleomorfismo nuclear, 

atividade mitótica e pouca ceratinização.9 

 

2.3. Procedimentos Imunohistoquímico 

 

Em todos os materiais incluídos em parafina foram realizados cortes de tecido de quatro 

micrômetros (µm) de espessura que foram montados em lâmina de vidro previamente 

preparadas com organosilano a 6%.  

 

O método de imuno-marcação utilizado foi o da streptavidina-biotina peroxidase, e os 

anticorpos primários foram o monoclonal anti-VEGF (DAKO; 1:50) e o policlonal anti-

FatorVIII (DAKO; 1:25). Os cortes histológicos foram submetidos à desparafinização 

em banhos sequenciais de xilol, acetona, álcool, (absoluto, 95%, 70%, 50%, 30%) e 

água destilada em temperatura ambiente. Em seguida, submetidos, à recuperação 

antigênica com tampão citrato, pH 6,0 com posterior bloqueio das ligações inespecíficas 

(leite Molico a 10%) e então incubados ¨overnight¨ a 4oC com o anticorpo primário. Os 

anticorpos secundários utilizados seguiram as orientações do Kit LSAB-Peroxidase 

(DAKO Corporation, USA) e a revelação foi realizada através do DAB com peróxido 

de hidrogênio a 30%. As lâminas foram contra-coradas com hematoxilina e montadas 

em lamínula com bálsamo do Canadá para avaliação morfológica e análise quantitativa.  

 

Como controles positivos foram utilizados cortes de tecido de granulação removidos por 

indicação cirúrgica prévia e como controles negativos, os mesmos tecidos, sendo 

suprimidos da reação os anticorpos primários. 
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2.4. Histomorfometria 

 

A expressão tecidual do VEGF e do Fator VIII foram analisadas de forma quantitativa 

através do software Motic Images Advanced 3.0® no laboratório de microscopia da 

EBMSP. Em cortes de tecidos normais, displásicos e carcinoma, obteve-se uma área 

padrão para todos os casos. Dentro dessa área mensurou-se a o tamanho da área 

marcada pelo VEGF e pelo Fator VIII. Em seguida foi calculada a porcentagem da área 

com marcação dos anticorpos em relação à área total selecionada. Todas as análises 

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

 

2.5. Análise estatística  

 

A diferença da incidência de alterações histológicas entre as diferentes severidades da 

displasia foi analisada pelo teste Qui-quadrado (χ)2. 

 

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

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

 

A diferença de porcentagem da área marcada pelo VEGF e pelo Fator VIII nos tecidos 

normais, displásicos e neoplásicos foi analisada pelo teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis. 

 

A análise da expressão do VEGF e do Fator VIII entre os tecidos normais e os 

displásicos e neoplásicos, respectivamente foi realizada pelo teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis. 

 

A expressão do VEGF e do Fator VIII nos diferentes graus de displasia e nos diferentes 

graus de diferenciação dos CECs foi analisada pelo teste de Mann-Whitney, após 

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

 

A associação entre a expressão do VEGF e do Fator VIII nos diferentes tipos de tecidos 

foi analisado pelo coeficiente de correlação de Spearman. 

                                                           
® Motic China Group CO. LTD 
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3. RESULTADOS  

 
3.1. Análise histológica 

 

Os 34 casos estudados, corados com hematoxilina-eosina (HE) foram avaliados sob 

microscopia de luz. Todos os tumores possuíam lesões de QA associados, onde o grau 

displásico variou de ausente a severo, de acordo com os parâmetros de Banoczy e Csiba, 

1976.8 

 

Em relação às lesões de QA, observou-se que dois casos apresentaram ausência 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 lábio, 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 - Distribuição dos casos em relação aos diferentes graus de displasia e 
carcinoma. 
 

Condição Classificação n (%) 

   

Displasia 

Ausente  2(6%) 

Leve 10 (29,4%) 

Moderada 13(38,2%) 

Severa 9(26,4%) 

   

Carcinoma 
Bem diferenciado 22(64,7%) 

Moderadamente diferenciado  12(35,3%) 

Fonte: Serviço de Estomatologia da EBMSP, 2010 
 

 

Em relação à distribuição das alterações histológicas nas displasias epiteliais, observou-

se que a estratificação epitelial irregular foi a atipia mais freqüente (75%), seguidas pelo 

hipercromatismo nuclear (71,8%), processos reticulares em gota (53,1%) e hiperplasia 

da camada basal (34,3%) (Tabela 2). Alterações histológicas, como aumento da razão 

núcleo citoplasma, polimorfismo nuclear e redução da aderência intercelular foram 
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estatisticamente mais prevalentes em displasia severa quando comparado com os outros 

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

 

Tabela 2 – Percentual das alterações histológicas de acordo com os diferentes graus de 
displasia epitelial. 
 

Alterações Histológicas 

Displasia Epitelial 

Leve Moderada Severa Total  

(n=10) (n=13) (n=9) (n=32) p 

Estratificação 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 33,3 15,6 0,45 

Perda da polaridade das células basais 10 23 55,5 28,1 0,06 

Aumento da razão núcleo-citoplasma 0 0 33,3 9,3 0,02 

Hipercromatismo nuclear 60 76,9 77,7 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 

Redução da aderência intercelular 0 0 55,5 15,6 0,05 

Ceratinização da camada espinhosa 10 1,69 11,1 9,3 0,75 

Fonte: Serviço de Estomatologia da EBMSP 
Teste Qui-quadrado 
Nível de significância de 5% 

 

 

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

apresentando invasão de cordões 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 atípicas, perda da razão núcleo-

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

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

 
 
Na verificação da existência de associação significativa entre os diferentes graus de 

severidade de displasia epitelial e os diferentes graus de diferenciação dos CECs não foi 

observado diferença entre os graus de malignidade do carcinoma em relação aos graus 

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

 

Tabela 3 - Associação entre os graus de atipia de displasia epitelial e os graus de 
diferenciação 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: Serviço de Estomatologia da EBMSP 
Teste Tukey 
Nível de significância de 5% 

 
 
 

3.2. Análise da expressão imunohistoquímica do VEGF e do Fator VIII em tecido 

normal e nas lesões de QA e CEC.  
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Dos 34 casos de QAs analisados observou-se que 100% da amostra expressaram a 

proteína VEGF. Nestas lesões, independente do grau de displasia, observou-se 

expressão do VEGF na camada basal e parabasal, com uma concentração desta proteína 

na camada basal (Figura 2a). Em relação ao CEC de lábio, todos os espécimes 

analisados apresentaram positividade para o VEGF com predomínio de expressão nas 

camadas basal e parabasal (Figura 2b). Em ambas as lesões o padrão de marcação foi 

difuso e o fator de crescimento estava expresso no citoplasma das células epiteliais. 

Observou-se também a expressão do VEGF nas células inflamatórias estromais, ácinos 

das glândulas salivares e músculo. 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 

pôde-se observar uma expressão mais intensa do VEGF na camada parabasal (Figura 

2c). 
                 

 

                                       
Figura 2a – Intensa imunomarcação de VEGF na camada basal e parabasal. 
(Streptavidina-biotina 400X) 

a 
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Figura 2b – Intensa imunomarcação de VEGF na camada basal e parabasal. 
(Streptavidina-biotina 400X) 
 
 

 

                                            
Figura 2c – Expressão do VEGF na camada basal e parabasal. (Streptavidina-biotina 
400X) 

 

 

Em relação à expressão do Fator VIII foi observado expressão em todos os casos de QA 

(Figura 3a), CEC (figura 3b) e de tecido normal (Figura 3c). 
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Ao analisar a porcentagem da área marcada pelo VEGF e pelo Fator VIII constatou uma 

maior expressão destas proteínas nos CECs quando comparado com lesões displásicas e 

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

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

Variavel VEGF 

Media±DP 

P FVIIII 

Media±DP 

p 

   

 

p<0,05 

  

 

p<0,05 

Normal 14,26±8,65 2,12±1,53 

Displasia 7,19±5,30 5,43±2,60 

Carcinoma 19,69±9,96 7,23±4,09 

Fonte: Serviço de Estomatologia da EBMSP, 2010 
*Teste de Kruskal-Wallis 
Nível de significância de 5%   

 
Ao analisar a diferença de expressão do VEGF e do FATOR VIII entre os tecidos 

normais e os displásicos observou uma maior expressão do VEGF nos tecidos normais 

quando comparado aos tecidos displásicos, e uma maior expressão do Fator VIII nos 

tecidos displásicos do que nos normais (Kruskal-Wallis, p<0,05) (Tabela 5). Também 

foi feito análise da expressão do VEGF e do Fator VIII para os diferentes tipos de 

displasia. Constatou-se que não houve diferença estatística na expressão do VEGF e do 

Fator VIII entre os diferentes graus de displasias. (Teste de Mann-Whitney, p<0,05) 

(Tabela 5).  

 

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

Condição Classificação VEGF 

Media±DP 

p1 p2* FVIIII 

Media±DP 

p1 p2* 

Normal - 14,26±8,65 

p<0,05 
 

p>0,05 

2,12±1,53 

p<0,05 
 

p>0,05 

    

Displasia 

Leve 7,69±3,58 5,06±2,29 

Moderada 5,46±3,40 5,84±2,79 

Severa 10,40±6,26  5,61±2,72 

Fonte: Serviço de Estomatologia da EBMSP, 2010 
1.Teste de Kruskal-Wallis para todas as variáveis 
2.* Teste de Mann-Whitney para os diferentes tipos de displasia 
Nível de significância de 5%   
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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 vários critérios para se estabelecer o grau de displasia em lesões de boca, 

que embora se reconheçam detalhadamente os aspectos histológicos que as 

caracterizam, a sua interpretação final é subjetiva.10 

 

Durante os estágios iniciais da queilite actínica são observadas alterações histológicas 

no epitélio como hiperceratose e acantose. Para Pimentel et al.,12 estas alterações podem 

estar presentes, em algum grau, nas etapas subseqüentes da lesão. 

 

As atipias mais freqüentes associadas às lesões de displasia severa no presente estudo 

foram aumento da razão núcleo-citoplasma, polimorfismo nuclear e redução da 

aderência intercelular. Costa et al.,15 observou estratificação epitelial irregular, aumento 

da razão núcleo citoplasma, aumento do tamanho dos nucléolos, pleomorfismo nuclear 

e redução da aderência intercelular como as atipias associados ao aumento da 

severidade da displasia epitelial. Em contrapartida, Kaugars et al.,14 encontraram esta 

associação em relação a outras características histológicas como acantose, presença de 

inflamação no tecido conjuntivo, inflamação perivascular, espessura da camada de 

ceratina e degeneração basofílica do tecido conjuntivo.  

 

Considerando a evolução do comportamento biológico dos CECs, as lesões que 

acometem o lábio inferior são geralmente bem definidas, de mais fácil diagnóstico e 

melhor prognóstico em relação aos CECs localizados em outras regiões da cavidade 

bucal16.  Em relação ao CECs de lábio deste estudo observou-se que a maioria foi bem 

diferenciada, e não foram encontradas lesões anaplásicas ou pouco diferenciadas. Estes 

resultados talvez possam ser justificados pelo fato das lesões que acometem o lábio 

serem geralmente bem diferenciadas.16 

 

Para um melhor entendimento das bases moleculares do CEC de lábio, optou-se nesta 

pesquisa, fazer uma associação entre métodos imunohistoquímicos e avaliações 

histológicas de rotina, analisando a expressão do VEGF e do Fator VIII nas lesões de 

CECs do lábio associadas às lesões de QAs.  

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

in vivo, promovendo aumento do suprimento sanguíneo, proliferação, migração e 
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remodelação da matriz extracelular.17 Também conhecido por Fator de Permeabilidade 

Vascular (VPF), pertence a uma família de genes que inclui Fator de Crescimento 

Placentário (PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E.18 Dentre as 

suas várias isoformas, o VEGF-C encontra-se relacionado à progressão tumoral e 

metástases.19 No nosso estudo foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-VEGF com 

marcação de todas as isoformas da proteína. 

 

Nas lesões de queilite actínica estudadas, notou-se expressão do VEGF em 100% dos 

casos. Ao comparar a expressão desta proteína com os tipos de displasia pôde-se 

perceber que houve uma marcação uniforme em todos os casos de displasias com uma 

concentração desta proteína na camada basal do epitélio, independente do grau de 

severidade. No entanto, Carlile et al.,5 e Tae et al.,20 encontraram em lesões displásicas 

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

decréscimo da expressividade deste anticorpo na displasia severa.20 

 

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

comparado aos tecidos displásicos. Kyzas et al.,21 e Maeda et al.,22 não observaram 

diferenças significativas entre a expressão do VEGF em displasia epitelial quando 

comparado com a mucosa normal. Kyzas et al.,20 sugere que esta marcação expressiva 

do VEGF em mucosa normal pode está associada à função que esta citocina exerce na 

regulação de funções da mucosa sob condições fisiológicas.20 É interessante lembrar 

que o VEGF tem papel na angiogênese embrionária, fisiológica como, por exemplo na 

cicatrização de tecidos, e inflamatórias. 20 

 

De acordo com Li et al.,4 Johnstone e Logan,6 e Kyzas et al.,23 não existe associação 

entre o grau de diferenciação da neoplasia e a expressão do VEGF. Em relação aos CEC 

estudados, todos os casos evidenciaram marcação homogênea positiva para o VEGF, 

com predomínio na porção basal e parabasal, e com maior significância nos carcinomas 

bem diferenciados. Estes resultados não foram encontrados por Maeda et al.,22 onde dos 

45 CEC orais avaliados, apenas 42,2% apresentaram positividade para este anticorpo. 

Com relação ao padrão de marcação, Carlile et al.,5 afirmaram ser heterogênea com 

alternância de áreas fortemente positivas e negativas. Tae et al.,20 acreditam que a 

expressão do VEGF por si só não é suficiente para marcar tumores invasivos, uma vez 
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que esta proteína também expressa-se em mucosa normal do epitélio, hiperplasias e 

displasias.  

 

Existem poucos estudos que correlacionam a expressão do VEGF com a densidade 

microvascular em tumores e lesões displásicas. Neste estudo não foi encontrado 

correlação entre estes fatores no CEC e na QA, no entanto apresentou associação 

significante nos tecidos normais. Tae et al, 200020 observaram esta correlação entre os 

diferentes graus de displasias.  

 

A maior dificuldade em estudar angiogênese em humanos é a falta de um protocolo 

metodológico para medir a atividade angiogênica.20 

 

 

5. CONCLUSÃO 
 

A expressão do VEGF e do Fator VIII em QAs e CECs labial pode ser um importante 

indicador de carcinogênese bucal, no entanto não foi possível associar a expressão do 

VEGF com a progressão tumoral uma vez que esta proteína encontrou-se presente com 

o mesmo padrão de marcação nos diferentes estágios de QA.  

 

A maior expressão de VEGF nos tecidos normais do que nas displasias indicam o 

envolvimento do VEGF no papel fisiológico e inflamatório da mucosa normal e uma 

provável subrregulação desta citocina nos tecidos displásicos. 

 

Estudos adicionais com isoformas específicas, a exemplo do VEGF-C associado à 

progressão tumoral e metástase, tornam-se necessários, para um melhor entendimento 

do papel do VEGF na tumorigênese 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 

VIII 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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