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Squamous cell Introduction: Squamous cell carcinoma is the most common neoplasm of the larynx, and its
carcinoma of larynx; evolution depends on tumor staging. Vascular endothelial growth factor is a marker of angioge-
VEGF; nesis, and its expression may be related to increased tumor aggressiveness, as evidenced by the
Immunohistochemistry; presence of cervical lymphatic metastases.

Cervical lymphatic Objectives: To evaluate the expression of the vascular endothelial growth factor marker in non-
metastases glottic advanced squamous cell carcinoma of the larynx (T3/T4) and correlate it with the pre-

sence of cervical lymph node metastases.

Methods: Retrospective clinical study and immunohistochemical analysis of vascular endothelial
growth factor through the German scale of immunoreactivity in products of non-glottic squa-
mous cell carcinomas.

Results: This study analyzed 15 cases of advanced non-glottic laryngeal tumors (T3/T4), four of
which exhibited cervical lymphatic metastases. There was no correlation between vascular en-
dothelial growth factor expression and the presence of cervical metastases.

Conclusion: Although vascular endothelial growth factor was expressed in a few cases, there
was no correlation with the spread of cervical lymph metastases.
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PALAVRAS-CHAVE

Correlacao entre expressao do fator de crescimento endotelial e presenca
de metastase linfatica nos carcinomas epidermoides avancados de laringe

Introdugdo: O carcinoma de células escamosas € a neoplasia mais frequente da laringe e seu
prognostico depende do estadiamento. A progressao da doenca esta relacionada a fatores intrin-
secos celulares do cancer, nao conhecidos. O VEGF (vascular endothelial growth factor) é um
marcador de angiogénese e sua expressdo pode estar relacionada a uma maior agressividade
tumoral, evidenciada pela presenca de metastases linfaticas cervicais.

Objetivos: Avaliar a expressao do marcador VEGF em carcinoma de células escamosas da laringe
avancados (T3/T4), ndo gloticos e correlacionar quanto a presenca de metastases linfaticas

Método: Estudo clinico retrospectivo de analise imunohistoquimica do VEGF através da escala
Germanica de imunorreatividade em produtos de carcinomas epiderméides nao gloticos.

Resultados: Analisados 15 casos de tumores avancados de laringe (T3/T4) nao gloticos, sendo
sete com presenca de metastases linfaticas cervicais. Nao houve correlacao entre a expressao

Conclusdo: O VEGF foi pouco expressado nos casos estudados e nao foi observada sua correlacao

© 2015 Associacéo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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do VEGF e a presenca de metastases cervicais.
com a disseminacdo de metastase linfatica cervical.
Todos os direitos reservados.

Introducao

A angiogénese é caracterizada pela formacao de novos vasos
sanguineos capilares, originados de uma vasculatura pré
-existente. Este processo é essencial para prover nutrientes
e oxigénio, assim como fatores de crescimento que susten-
tem a funcao celular e sua sobrevida. Assim sendo, ela esta
relacionada com o crescimento tumoral e com o desenvolvi-
mento de metastases."?

Na angiogénese ocorre uma interacdo complexa entre as
células endoteliais, a matriz extracelular proteica e os fato-
res solUveis existentes no plasma. As células endoteliais
saem do seu estado quiescente quando estimuladas pelo fa-
tor VEGF (vascular endothelial growth factor) e iniciam os
seguintes passos: dissolucao da membrana basal; migracao
e proliferacao das células endoteliais; formacao de tubos
capilares; maturacao; e sobrevivéncia dos novos vasos for-
mados. Dessa forma, garante-se o aporte sanguineo neces-
sario para a evolucao neoplasica.’?

0 carcinoma de células escamosas € a neoplasia mais fre-
quente da laringe, e seu prognostico depende do tamanho
da lesao, do nivel de invasao local, disseminacdo cervical
linfatica e existéncia de metastases a distancia.'?

Histologicamente, os carcinomas epidermoides da laringe
e da hipofaringe sao semelhantes aos de outras regioes, sen-
do classificados em diferentes graus de diferenciacao pela
proliferacao neoplasica de células escamosas e pelo carater
infiltrativo. Na dependéncia do poder de queratinizacao e
atipias celulares sao graduados em bem, moderadamente
ou pouco diferenciados.?

0 sistema linfatico da regiao glotica é escasso, o que dimi-
nui a caracteristica metastatica dos tumores que se desen-
volvem nesta regido. As regides supragldtica e infraglética
apresentam drenagem linfatica rica, sendo a drenagem da
regidao supraglotica principalmente para linfonodos da ca-
deia jugulo-carotidea alta e para linfonodos da cadeia jugu-

lo-carotidea média (em menor quantidade), e a infraglotica
tende a ser isolada para um Unico lado, para os linfonodos
jugulo-carotideos médio e inferiores, podendo drenar para a
cadeia do mediastino anterossuperior.? Por tal motivo, opta-
mos por excluir deste estudo os tumores gloticos.

Em busca de tratamento para estes tumores, estudos de
terapias-alvo e novos quimioterapicos crescem e ganham
importancia na literatura. Assim como o cetuximab, anticor-
po monoclonal que bloqueia o fator de crescimento endote-
lial (EGFR), em uso para o tratamento de cancer de cabeca
e pescoco, o bevacizumab e outros anticorpos monoclonais
recombinantes anti-VEGF vém demonstrando resultados
promissores.*>

Estes anticorpos ligam-se as isoformas do VEGF com alta
afinidade, e impedem que a citocina faca ligacao com o re-
ceptor das células endoteliais e desencadeie o processo de
angiogénese. O uso dos anticorpos monoclonais inibidores
da angiogénese para tratamento de cancer colorretal, de
rim e de pulmao ja esta aprovado pelo FDA. Para cancer de
laringe/cabeca e pescoco encontra-se em estudo.*®

Considerando que o VEGF tem um importante papel na
angiogénese tumoral e que este fator esta relacionado com
a formacao, progressao e metastase tumoral, sua expressao
pode estar relacionada a uma maior agressividade tumoral,
evidenciada por uma disseminacao metastatica cervical.?

Este estudo teve por objetivo de avaliar a expressao do
marcador VEGF em carcinoma de células escamosas da la-
ringe nao gloticos avancados (T3/T4) e correlacionar quanto
a presenca ou auséncia de metastase linfatica cervical.

Método

Trata-se de um estudo clinico retrospectivo, realizado com
uma amostra obtida por um corte transversal em uma coor-
te historica, usando materiais provenientes (pecas cirurgi-
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cas) de cirurgias de resseccao de carcinoma de células
escamosas de laringe nao glotica em hospital universitario
terciario especializado, durante um periodo determinado de
10 anos. Os procedimentos realizados pelos pacientes foram
hemi-laringectomias ou laringectomias totais, com respecti-
vas linfadenectomias.

Os pacientes foram divididos pela presenca ou auséncia
de metastases cervicais e pelo estadiamento clinico-cirargi-
co. Os casos de tumores de carcinoma de células escamosas
de laringe nao glotica e hipofaringe foram obtidos no banco
de tumores do Depto. de Anatomia Patolégica de um hospi-
tal terciario. Destes, foram selecionados 15 casos de tumo-
res avancados de laringe nado gloticos, sendo trés casos de
tumores da base da lingua, dez de tumores da supraglote e
dois de hipofaringe/seio piriforme.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos na pesquisa os tumores cujos blocos de pa-
rafina foram localizados e continham material suficiente
para novos cortes; e existéncia dos dados necessarios para
estadiamento da lesdo quanto aos critérios de topografia do
tumor, tamanho da lesao, nivel de invasao em tecidos adja-
centes, comprometimento linfonodal e metastase a distan-
cia. Os dados clinicos e do estadiamento tumoral foram
obtidos a partir dos prontuarios dos pacientes.

Todos os casos que nao estavam de acordo com o citado
acima foram excluidos.

Analise imuno-histoquimica

Para os exames imuno-histoquimicos foi utilizado o método
avidinabiotinaperoxidase e o anticorpo VEGF (tipo IgG1, di-
luicao 1:100, marca Santa Cruz, pré-tratado com tampao de
citrato).

Foram feitos controles positivos e negativos do marcador,
com a finalidade de compara-los com os casos estudados.
Como controle positivo, utilizou-se tecido linfoide (orienta-
cao do fabricante).

A leitura das laminas foi feita de forma randomizada, por
um investigador que nao tinha o conhecimento do diagndsti-
co prévio dado pelo patologista, nem o conhecimento do
status clinico do paciente, de forma comparativa com os
controles positivos e negativos. Fotografias digitalizadas em
grande aumento (400x) foram feitas das areas altamente
reativas (hot spots), com a utilizacao de maquina fotografi-
ca Nikon COOLPIX Camera 995. Apds isso, as imagens foram
enviadas ao computador para analise histologica, que utili-
zou o software Imagelab 2000.

Todos os parametros foram avaliados de forma cega.

Finalmente, os achados histologicos e imuno-histoquimi-
cos foram correlacionados com o estadio TNM [Classificacao
TNM- UICC-AJCC (2010)].6

A graduacao da expressao do VEGF foi baseada na Escala
Germanica de Imunorreatividade. Esta consiste na multipli-
cacao do coeficiente de intensidade da expressao do imuno-
marcador vs. o coeficiente de porcentagem de células
positivas.

O coeficiente de intensidade da expressao do imunomar-
cador foi graduado de 0-3, assim caracterizado: 0 - auséncia
de coloracao; 1 - fracamente corado; 2 - moderadamente
corado; 3 - fortemente corado.

Para a obtencéo do coeficiente de porcentagem de células
positivas, foi seguida a seguinte sequéncia: foram contados o
numero de células positivas (coradas) e negativas (nao cora-
das), em um espaco amostral de no minimo 500 células, e
estratificado da seguinte forma: coeficiente 0 se auséncia de
coloracao, coeficiente 1 se 1%-10% de positividade, coeficien-
te 2 se 11%-50% de positividade, coeficiente 3 se 51%-80% de
positividade e coeficiente 4 se 81%-100% de positividade.

0 valor final da Escala Germanica de Imunorreatividade
(coeficiente de intensidade da expressao do imunomarca-
dor X coeficiente de porcentagem de células positivas) varia
de 0-12, sendo estratificado: 0 (negativa), 1-4 (fraca), 5-8
(moderada) e 9-12 (forte). Para facilitar a analise os casos
negativos/fracos, foram considerados como grupo 1, e os
casos moderados/fortes como grupo 2.

Analise estatistica

Ap6s agrupamento dos dados, foram feitas as analises esta-
tisticas com o software IBM SPSS Statistics® utilizando teste
de Qui-quadrado e Teste Exato de Fisher.

Para simplificacao e melhor analisar os dados, estes foram
agrupados da seguinte forma:

o Escala Germanica de Imunorreatividade:
Negativa e fraca - Grupo 1
Moderada e Forte - Grupo 2
« indice de proliferacao celular:
Baixa e leve proliferacao celular - Grupo 1
Moderada e alta proliferacao celular - Grupo 2
o TNM (Classificacdo TNM- UICC-AJCC - 2010)°
T1eT2-Grupo1 /T3 eT4- Grupo 2
NO - Grupo 0 / N1, N2 e N3 - Grupo 1

Aspectos éticos

0 trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
da instituicao (485/11).

Resultados

Foram avaliados 15 casos, sendo quatro com metastases
cervicais presentes.

0 estadiamento destes pacientes, através do TNM (2010),
esta descrito na tabela 1. Observa-se que apenas quatro dos
15 casos apresentavam metastases cervicais presentes. Na
tabela 1 ainda encontra-se detalhada a distribuicao dos
quatro casos com metastase cervical, de acordo como T.

A tabela 2 mostra a expressao do VEGF nos casos estuda-
dos, sendo considerados como grupo 1 os que tiveram ex-
pressao negativa ou fraca, e grupo 2 os com moderada ou

Tabela 1 Distribuicdo dos 15 pacientes de acordo com o es-
tadiamento TNM

T3 T4
NO 4 7
N1/N2/N3 2 2
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Tabela 2 Tabela com a distribuicao dos grupos 1 e 2 (ex-
pressao do VEGF) nos 15 casos, sua correlacao com as pre-
senca de metastases cervicais e analise estatistica realizada

n NO N1/N2/N3

Grupo 1 (negativo/fraca 11 7 4
expressdo VEGF)
Grupo 2 (moderadal/ forte 4 4 0
expressdo VEGF)
VEGF vs NO ou N1/N2/N3

Qui-quadrado 0,159

Teste Exato de Fisher 0,516

VEGF, vascular endothelial growth fator.

forte expressao, de acordo com a Escala Germanica. A supe-
rexpressao do VEGF em células epiteliais de carcinomas es-
camosos foi observada em apenas 26,6% dos casos estudados.

A tabela 2 ainda aponta a correlacao da expressao do
VEGF, nos grupos 1 e 2, de acordo com a presenca ou ausén-
cia de metastase linfatica cervical, com p de 0,363.

Nao houve correlacao entre a superexpressao deste mar-
cador com a presenca de metastase linfonodal cervical
(p =0,159).

Discussao

Na literatura, trabalhos que avaliaram tumores de cabeca e
pescoco, que incluiram nao somente carcinomas de células
escamosas de laringe (gloticos e nao gloticos), mas também
de cavidade oral e faringe, relatam haver um aumento de
VEGF correlacionado com aumento da angiogénese, com a
progressao neoplasica e com o prognostico, sendo que as
analises levaram em consideracao a positividade do marca-
dor, independentemente da sua intensidade.’»” Ha apenas
um estudo recente que aborda especificamente o cancer de
laringe e sua relacao com VEGF. Nesse caso, a positivida-
de deste marcador foi superior a 72%,'° diferentemente do
resultado aqui encontrado, talvez pelo pequeno nimero de
casos de nossa amostra.

Ha divergéncias entre os autores quanto a correlacao en-
tre expressao de VEGF com a presenca de metastases linfo-
nodais e de metastases a distancia. Uma vertente encontrou
em seus estudos resultados positivos entre expressao de
VEGF, presenca de metastases linfonodais cervicais e metas-
tases a distancia.2®%"

Ja a meta-analise de Panayiotis A. et al. afirma que o VEGF
tem correlacao com pior sobrevida em pacientes com carci-
noma de células escamosas de cabeca e pescoco; porém, a
correlacao da superexpressao de VEGF com a presenca de
metastases linfonodais/metastases a distancia esta longe de
ser bem estabelecida.™ Boonkitticharoen V. também nao en-
controu correlacao entre este marcador e metastases.™

Um estudo asiatico recente demonstrou que ha intima re-
lacdo da expressdao VEGF-C/VEGFR-3 com metastases lin-
fonodais em carcinomas espinocelulares de laringe. A
expressao desses marcadores apenas foi positiva na analise
de metastases cervicais, e ndo se relacionaram com a idade,
sexo, estadio T ou localizacao primaria da lesao laringea.™

O anticorpo contra receptor de fator de crescimento epi-
telial (EGFR) ja é aprovado pela FDA (Food and Drugs Admi-
nistration) ha alguns anos para a terapia do carcinoma de
cabeca e pescoco. Entretanto, seu uso em pacientes com
recorréncia tumoral e/ou doenca metastatica tem demons-
trado pouca eficacia. O VEGF tem sido implicado como um
possivel mecanismo de resisténcia para a terapia anti-EGFR.
Dessa forma, ensaios clinicos recentes buscam estudar o uso
de drogas anti-EGFR em associacao com anticorpos anti-VE-
GF (bevacizumab), combinacao esta que tem sido bem tole-
rada pelos pacientes (estudos de fase I/1l).">"7

Atualmente, diversos ensaios clinicos em fase Il estudam o
papel do bevacizumab em tumores de cabeca e pescoco, in-
cluindo a sua combinacao com cetuximab, cisplatina e radio-
terapia para cancer nao metastatico em estadio Il / IV; com
erlotinib em doenca locorregionalmente avancada e/ou me-
tastatica; e com cetuximab, docetaxel e cisplatina (inducéo)
seguido por cetuximab, cisplatina e radioterapia na doenca
locorregionalmente avancada nao tratada anteriormente.®

A emergéncia deste tratamento promissor traz consigo im-
portantes questoes. Com indicacoes amplas, o uso de indiscri-
minado do bevacizumab pode desenvolver resisténcia. Assim,
estudos tém buscado definir e validar biomarcadores da sua
eficiéncia. Até agora, os genodtipos especificos do VEGF e a
hipertensao arterial (agravada ou induzida pelo tratamento)
parecem estar relacionados a uma melhor resposta.' Outros
marcadores, como o CD105, CD34 e CD31, relacionados ao
processo de angiogénese, podem ser Uteis na identificacao de
pacientes candidatos a um tratamento antineoplasico mais
agressivo, incluindo o uso dos anticorpos monoclonais.?

Ha autores que acreditam na possibilidade de a regulacao
da expressao do VEGF ser modulada pelo microRNA-206, e
esta via pode ser trabalhada no futuro para uma terapia
anticancer relacionada com esse marcador tumoral.?!

Apesar de nao termos observado a correlacao do VEGF
com metastase linfatica cervical, a terapia-alvo vem de-
monstrando resultados promissores para tratamento de can-
cer em cabeca e pescoco.?

Conclusao

O VEGF foi pouco expressado, e nao foi observada sua corre-
lacao com a disseminacao de metastases linfaticas cervicais
em nossa amostra (15 casos).
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