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Abstract

Introduction: Tumors of the lip and oral cavity differ in various aspects; therefore a clarification
of the distinctions among these sites may help to better understand the biologic behavior of
neoplasms occurring in these locations.

Objective: Considering that angiogenesis and lymphangiogenesis are two major elements that
can influence various aspects of tumor biology, we aimed to compare these factors between
squamous cell carcinoma of the lower lip and oral cavity.

Methods: A total of 84 primary squamous cell carcinomas including 45 oral and 39 lower lip tu-
mors were selected and immunohistochemically stained with monoclonal antibody against D2-
40 and CD105. Mean microvessel density was assessed in tumoral tissue, while lymphatic vessel
density was calculated in both neoplastic tissue and invasion front. Data were statistically ana-
lyzed using t-test and p-values of <0.05 were considered significant.

Results: We found a mean microvessel density + standard deviation of 31.94 + 18.9 in oral cav-
ity and 27.54 + 20.8 in lower lip squamous cell carcinomas, with no significant difference (p =
0.32).Mean lymphatic vessel density + standard deviation was 13.05 + 8.2 and 16.57 + 10.79
in of oral cavity and lower lip neoplastic tissue, respectively. The corresponding values were
9.94 + 5.59 and 12.50 + 7.8 in the invasive front. Significant differences were not observed in
either of the lymphatic vessel density variables between the two sites.

Conclusion: According to our results, it seems that the search for additional factors other than
those related to the vasculature should continue, to help clarify the differences in biologic be-
havior between lower lip and oral cavity squamous cell carcinomas.
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Linfangiogénese e angiogénese em carcinomas de células escamosas de labio inferior
e da cavidade oral

Resumo

Introducgdo: Os tumores de labio e da cavidade oral diferem em varios aspectos; portanto, o
conhecimento das diferencas entre eles pode ajudar na melhor compreensao do comportamen-
to bioldgico das neoplasias que ocorrem nesses locais.

Objetivo: Considerando que a angiogénese e a linfangiogénese sao dois elementos importantes
que podem influenciar diversos aspectos da biologia dos tumores, objetivamos comparar esses
fatores entre o carcinoma de células escamosas (CCE) de labio inferior e da cavidade oral.
Método: No total, foram selecionados 84 CCEs primarios (45 tumores da cavidade oral e 39 tu-
mores de labio). Esses tumores foram corados por processo imunohistoquimico com anticorpo
monoclonal anti-D2-40 e CD105. Avaliamos a densidade média de microvasos (DMV) no tecido
tumoral, enquanto que a densidade vascular linfatica (DVL) foi calculada tanto no tecido neo-
plasico como no front de invasao. Os dados foram estatisticamente analisados com o uso do
teste t e valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

Resultados: Chegamos a uma média para DMV + DP de 31,94 + 18,9 para CCEs na cavidade oral
e de 27,54 + 20,8 no labio inferior, sem diferenca significante (p = 0,32). As médias para DVL +
DP foram de 13,05 + 8,2 e 16,57 + 10,79 no tecido neoplasico da cavidade oral e labio inferior,
respectivamente. Os valores correspondentes foram 9,94 + 5,59 e 12,50 + 7,8 no front invasivo.
Nao foram observadas diferencas significantes nas duas variaveis DVL entre os dois locais.
Conclusao: De acordo com os nossos resultados, a pesquisa por fatores adicionais, além daque-
les relacionados a vasculatura, deve ter continuidade, para auxiliar no esclarecimento das dife-
rencas do comportamento biologico entre CCEs no labio inferior e na cavidade oral.

© 2015 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-license (https://creativecommons.org/

licenses/by/4.0/).

Introducao

Carcinomas de células escamosas (CCEs) tém origem nas
células epiteliais de diversos 6rgaos, e seu comportamento
bioldgico depende de diferentes fatores, sendo um deles a
localizacao anatomica do tumor.” Um bom exemplo para isso
¢ a existéncia de consideraveis diferencas etioldgicas e prog-
nosticas entre CCEs de labio e de cavidade oral. As neoplasias
de labio demonstram menor tendéncia para metastase em
linfonodos regionais e taxa de sobrevida mais elevada, de
aproximadamente 90%.2%3

Sao muitos os fatores envolvidos na etiopatogénese do
CCE. Contrariamente ao que ocorre no CCE de cavidade oral,
em que o uso do tabaco é o fator etioldgico mais bem conhe-
cido, foi sugerido que a exposicao cronica a luz solar seja um
elemento importante no CCE de labio inferior, que, sabida-
mente, recebe maior quantidade de radiacao ultravioleta,
em comparacao com o labio superior.?*5 Estudos recente-
mente publicados demonstraram que as expressoes de alguns
marcadores relacionados ao microambiente tumoral e as
células neoplasicas dos CCEs labiais sdo diferentes dos que
ocorrem na cavidade oral.?? Portanto, nos parece que as
diferencas entre esses dois locais nao se limitam a etiologia
e ao prognostico, mas que também podem estar relacionadas
a fatores moleculares associados ao seu estroma e as estru-
turas celulares.?? Em consequéncia, varios investigadores
acreditam que o CCE de labio deve ser considerado como
uma entidade distinta, devendo ser avaliado como tal. Por
outro lado, alguns estudos celulares-moleculares nesses lo-

cais nao demonstraram qualquer diferenca bioldgica nos
marcadores avaliados.®’

A angiogénese é um processo importante e fundamental na
progressao e metastase de malignidades. Antes de 1960, os
pesquisadores acreditavam que a nutricao e a irrigacao san-
guinea dos tecidos neoplasicos eram proporcionadas gracas
a dilatacao dos vasos sanguineos disponiveis no tumor. Estu-
dos subsequentes revelaram que a angiogénese - a formacao
de novos vasos sanguineos - é vital para o crescimento e
propagacao das malignidades.® O desenvolvimento de uma
rede de novos vasos sanguineos no tumor é condicao essen-
cial para proporcionar nutrientes e oxigénio e para remover
residuos. Para que a angiogénese tenha inicio, diversas mo-
léculas sao liberadas pelas células malignas, que enviam si-
nais aos tecidos circunjacentes do hospedeiro. Essa situacao
pode resultar na ativacao de certos genes, seguida pela pro-
ducao de proteinas, o que leva a inducdo da angiogénese.*°

Linfangiogénese € a formacao de novos vasos linfaticos a
partir de vasculatura preexistente; analogamente a angiogé-
nese, a linfangiogénese possui varios mecanismos de inducao."
O crescimento dos vasos linfaticos ocorre em uma série de
processos normais e patologicos, por exemplo, cicatrizacao de
feridas, inflamacao e progressao para malignidades.'>"

Os CCEs da cavidade oral e do labio tém sido avaliados em
separado em termos de angiogénese e linfangiogénese, e ja
foram publicados diversos artigos que abordam a associacao
desses processos com o prognostico e a invasao do CCE.'*1
No entanto, um numero limitado de estudos com resultados
conflitantes comparou a angiogénese e a linfangiogénese
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entre esses locais."”''® Merece destaque que, nessas investi-
gacoes, os CCEs de labios superior e de labio inferior foram
reunidos em um mesmo grupo e avaliados como uma entida-
de isolada. Considerando que o CCE de labio inferior nao foi
ainda exclusivamente avaliado em comparacao com o CCE
de cavidade oral, e considerando também as importantes
diferencas entre tumores de labio superior vs. inferior, ob-
jetivamos comparar a angiogénese e a linfangiogénese entre
CCEs de labio inferior e de cavidade oral, com o uso dos
marcadores CD105 e D2-40.

Método
Amostras

O presente estudo retrospectivo foi realizado com base em
individuos com CCE primario, consecutivamente examinados
no Instituto do Cancer do Complexo Hospitalar Imam Kho-
meini, filiado a Universidade de Ciéncias Médicas de Tehran
entre 2007 e 2012. Para tanto, consultamos o arquivo de
prontuarios desse centro. Casos com historia de quimiotera-
pia, radioterapia ou de qualquer outro tratamento antes da
cirurgia foram excluidos do estudo, bem como amostras de
bidpsia excisional com necrose significativa e tecido inade-
quado. Idade e género foram registrados para cada paciente,
de acordo com os dados clinicos anotados em seus prontua-
rios clinicos. Os blocos de parafina do material fixado em
formalina para todas as lesdes, também em correspondéncia
com o prontuario de cada paciente, foram recuperados do
arquivo da Patologia, para a analise imuno-histoquimica. Esse
projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
de Ciéncias Médicas de Tehran (codigo n° 70-10646).

Coloragao imuno-histoquimica

As seccoes histologicas (3 pm) fixadas em formalina e inclui-
das em parafina foram montadas em laminas revestidas de
poli-L-lisina e submetidas a desparafinizacao em xileno, se-
guidas de reidratacao em série de alcool e recuperacao de
antigeno. Para D2-40, essa operacdo foi realizada pela imer-
sao das amostras em tampao citrato (0,1M, pH = 6) e aque-
cimento em forno de micro-ondas durante dois ciclos de 15
minutos cada; para CD105, foi realizado pré-tratamento com
proteinase K durante 5 minutos. Em seguida, a peroxidase
endogena foi blogueada pela incubacao das sec¢des em so-
lucao de peroxido de hidrogénio a 3% e metanol durante meia
hora. Em seguida a lavagem com tampao Tris-salina (TBS), as
amostras foram tratadas com anticorpos monoclonais D2-40
(D2-40, Dako Cytomation) ou CD105 (SN6h, Dako, Glostrup,
Dinamarca) durante 1 hora em camera Umida a diluicoes de
1:1000 e 1:30, respectivamente. TBS foi utilizado na lavagem
antes da incubacao com o EnVision System (Dako Cytomation,
Glostrup, Dinamarca) a temperatura ambiente, durante
30 minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi visualizada com
diaminobenzidina e a contracoloracao foi efetuada com he-
matoxilina de Mayer. Com as laminas experimentais, foram
simultaneamente processados controles positivos, consistin-
do de carcinoma de mama com imunorreacoes conhecidas
para D2-40 e tecido hepatico normal para CD105, juntamen-
te com controles negativos (omissdo do anticorpo primario
para controle negativo).

Avaliacao da coloragao

A densidade microvascular (DMV) e a densidade de vasos
linfaticos (DVL) foram quantificadas de acordo com o método
descrito previamente.? Resumidamente, com o uso de um
microscopio de dois cabecotes (Olympus BH2, Toquio, Ja-
pao), dois patologistas orais selecionaram cinco pontos re-
presentativos a X100 de ampliacao; em seguida, foi feita a
contagem de microvasos a X400 (area do campo: 0,18 mm?)
e foi calculada a média da contagem de microvasos para cada
amostra. Qualquer possivel discordancia foi resolvida por
consenso.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o uso do teste t, e p <
0,05 foi considerado significante.

Resultados

Obtivemos um total de 84 casos de CCE, 45 dos quais estavam
localizados na cavidade oral e 39 no labio inferior. Das
39 amostras de CCE de labio inferior, cinco (13,5%) eram
mulheres e 34 (86,5%) eram homens vs. 31 (68,9%) pacientes
homens e 14 (31,1%) mulheres com CCE de cavidade oral.
A faixa etaria dos pacientes com CCE de labio inferior e de
cavidade oral foi de 31-90 (média: 65) e 19-64 (média: 61)
anos, respectivamente. Os tumores da cavidade oral esta-
vam localizados na lingua (21: 46,7%), assoalho da boca
(8: 17,8%), mucosa bucal (6: 13,3%), gengiva (6: 13,3%) e
maxila (4: 8,9%).

A avaliacao imuno-histoquimica da DVL foi realizada em
separado no tecido neoplasico e no front invasivo do tumor
(fig. 1), enquanto a DMV foi avaliada globalmente nos tecidos
de CCE (fig. 2).

A média da DMV + DP foi de 31,94 + 18,9 na cavidade oral
e de 27,54 + 20,8 no labio inferior. Os valores médios mais
altos e mais baixos da DMV (92,00 e 5,30, respectivamente)
foram observados no grupo de CCE da cavidade oral. Nao foi
observada diferenca significante entre o labio inferior e a
cavidade oral (p = 0,32)

eJA."\. AR di's . M
Figura 1 Seccao representativa da densidade de vasos linfati-
cos com o uso da imuno-histoquimica com anticorpo monoclo-
nal anti-D2-40 (Magnificacao original x200).
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Figura 2 Densidade microvascular demonstrando neoforma-
cao de vasos imunocorados com anticorpo monoclonal anti-
CD105 (Ampliacéo original x200).

A média da DVL + DP no tecido tumoral foi de 13,05 + 8,2 no
grupo de CCE da cavidade oral e de 16,57 + 10,79 no grupo de
CCE do labio inferior. A margem invasiva do tumor teve médias
de DVL + DP de 9,94 + 5,59 e 12,50 + 7,8 na cavidade oral e no
labio inferior, respectivamente. Os valores mais altos e mais
baixos das médias de DVL foram observados no front tumoral,
quando comparados com o tecido neoplasico; o valor mais alto
foi de 48,67 em um tumor de cavidade oral e o mais baixo foi
de 0,67 em um tumor de labio inferior. Nem no tecido tumoral
(p = 0,105) ou no front invasivo (p = 0,098) foram observadas
diferencas significantes entre o labio inferior e a cavidade oral.

Atabela 1 lista uma comparacao de DMV e DVL entre CCEs
de cavidade oral e de labio inferior, de acordo com a idade
e o género. Com base em nossos resultados, pacientes com
CCE de labio inferior com menos de 60 anos de idade demons-
traram DVL neoplasica significantemente mais elevada, em
comparacao com pacientes acima dos 60 anos (p = 0,012).

Discussao

A metastase de células malignas em linfonodos € um dos
principais fatores progndsticos em muitos tumores solidos,

como o CCE oral.?' A angiogénese e a linfangiogénese propor-
cionam novos vasos, através dos quais as células malignas
podem deixar a area circunjacente do tumor primario." Di-
ferentes aspectos desses dois processos foram avaliados em
casos de CCE de cavidade oral e de labio com o uso de varios
marcadores.'*'® Atualmente, CD105 é utilizada na avaliacao
de vasos neoformados. Essa proteina se liga preferencialmen-
te as células endoteliais ativas envolvidas no processo de
angiogénese. Por essa razao, CD105 se expressa intensamen-
te nas células endoteliais proliferativas, enquanto sua ex-
pressao é fraca ou negativa em vasos normais. O poder e a
capacidade de CD105 para diferenciacao quantitativa entre
células endoteliais ativas/proliferativas e normais/quiescen-
tes tornam possivel avaliar com maior precisdo os vasos san-
guineos tumorais neoformados.?>%

Por outro lado, € menor o nimero de estudos tratando de
vasos linfaticos, devido a auséncia de técnicas oculares apro-
priadas. No passado, muitos pesquisadores acreditavam que
os tumores, devido a auséncia de vasos linfaticos, nao po-
diam induzir linfangiogénese. Na Gltima década, foram iden-
tificados anticorpos especificos contra células endoteliais
linfaticas, o que levou a uma modificacdao no ponto de vista
geral com relacdo a esse processo.'" D2-40 é um marcador
que se expressa em células endoteliais de vasos linfaticos;
nos ultimos anos, tem sido utilizado na avaliacdo da DVL.*
No presente estudo, usamos D2-40 e CD105 com o objetivo
de avaliar a angiogénese e a linfangiogénese em pacientes
com CCE de labio inferior e de cavidade oral. Nossos resul-
tados demonstraram valores mais altos para DMV na cavida-
de oral em comparacao com o labio, mas a diferenca nao foi
significante. Concordando com nossos achados, Margaritescu
et al.,? que usaram CD-105, relataram nao ter encontrado
diferenca significativa entre esses locais; no entanto, esses
autores constataram maiores valores de DMV em CCEs de
labio. Contrastando com essa posicao, Oliveira-Neto et al.”
demonstraram diferencas significantes para DMV entre CCEs
de labio e de cavidade oral. Esses autores observaram que
DMV estava mais elevada em tumores orais. A exposicao
cronica ao sol, como pode ser observado na pele fotoenve-
lhecida, foi sugerida como um fator capaz de diminuir o nu-
mero de vasos sanguineos na derme superior,? enquanto a
mucosa da cavidade oral é conhecida por sua rica vasculari-
dade e eficacia da irrigacao sanguinea. Esse fato pode ser

Tabela 1 Comparacao de densidade de microvasos e de vasos linfaticos em casos de CCE de cavidade oral e de labio inferior
Género/idade N° (%) DMVa Valor de p DVL® tumoral Valordep Margem Valor de p
invasiva DVL
CCEde  Homens 31 (68,9) 34,23 +16,13 0,254 10,56 £ 5,73 0,527 12,72 + 8,27 0,734
cavidade Mmulheres 14 (31,1) 27,61 + 17,53 9,30 + 5,74 13,69 + 8,18
oral < 60 anos 17 (37,8) 30,95+ 15,33 0,685 9,68 +5,85 0,935 12,33 +£9,05 0,958
> 60 anos 28 (62,2) 33,28 + 17,95 10,34 + 5,87 12,47 + 7,74
CCEde  Homens 34 (86,5) 26,91+20,82 0,422 12,15+ 8,86 0,392 16,46 + 11,17 0,391
labio Mulheres 5(13,5) 37,53 +29,25 16,33 + 11,11 21,66 + 12,36
inferior _ 0 anos 13(33,3) 21,34:12,86 0,284 18,18 + 13,61 0,012 19,15 + 11,26 0,464
> 60 anos 26 (66,7) 30,47 + 23,63 10,17 = 4,66 16,12 + 11,34

2 Densidade microvascular.
b Densidade de vasos linfaticos.
¢ Significativo (p < 0,05).
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responsavel pelos valores mais altos para DMV em nossos
CCEs intraorais. Além de levar em conta o papel promotor de
metastases da angiogénese, a DMV mais alta dos tumores
de cavidade oral, nesse estudo, acompanha os resultados de
estudos prévios, nos quais os tumores de cavidade oral de-
monstram maior tendéncia para metastase em linfonodos e
também uma taxa de sobrevida mais baixa, quando compa-
rados aos tumores de labio.2?

Contrariamente aos nossos achados para DMV, a média de
DVL nessa investigacdo foi mais alta em CCEs de labio inferior
vs. cavidade oral; mas, como ocorre com a DMV, nao foi ob-
servada diferenca significante entre os locais, nem no tecido
tumoral, nem na margem invasiva. Oliveira-Neto et al."” tam-
bém demonstraram que a diferenca em DVL entre a cavidade
oral e o labio inferior nao foi significante; no entanto, seus
resultados demonstraram uma DVL ligeiramente mais eleva-
da em CCEs de labio, em comparacao com os tumores de
cavidade oral. Contrastando com nossos achados, Watanabe
et al.,” em uma amostra de 105 CCEs de cavidade oral e de
apenas trés casos de tumores labiais, observaram uma DVL
média significantemente mais alta nos CCEs de labio vs. ca-
vidade oral. Tendo em vista que a metastase de CCE em
linfonodos ocorre mais comumente na cavidade oral do que
no labio inferior, e que os vasos linfaticos proporcionam um
acesso mais facilitado ao sistema linfatico para as células
malignas, era de se esperar que a DVL média fosse mais ele-
vada nos CCEs de cavidade oral, em comparacao com os tu-
mores labiais, enquanto que, em nosso estudo, observamos
o contrario. Diferentes fatores celulares e moleculares estao
envolvidos no desenvolvimento e progressao da metastase
linfatica, senda a linfangiogénese apenas mais um fator. A
avaliacao de outros fatores efetivos pode revelar mais ade-
quadamente as diferencas bioldgicas entre CCEs de labio
inferior e de cavidade oral.

As diferencas estatisticamente significantes nos dois fato-
res entre o labio e a cavidade oral, observadas na presente
investigacdo, sdo comparaveis ao observado em estudos pre-
cedentes; tais estudos constataram que o cancer de labio
esta intimamente relacionado a malignidades do trato diges-
tivo superior.®> Além disso, é digno de nota que em todos os
estudos acima mencionados as “amostras labiais” incluiam
os labios superior e inferior, enquanto que nos excluimos de
nossa amostra casos de CCE de labio superior. Em consequén-
cia, nossos achados refletem as DMVs e DVLs dos tumores de
labio inferior em comparacao com neoplasias orais; portanto,
nossos resultados nao podem ser comparados acuradamente
com essas investigacoes. A importancia da exclusiva selecao
do CCE de labio inferior se reflete no fato de que tais neo-
plasias se revelaram biologicamente distintas dos tumores de
labio superior. Nessas localizacbes, as malignidades também
diferem em prevaléncia e possivelmente em etiologia: o CCE
de labio inferior € mais comum que o tumor de labio superior,
e o papel da radiacao UV e do fumo com cachimbo sao mais
importantes como fatores causadores de CCE de labio inferior
vs. labio superior.'? Por outro lado, o crescimento da ma-
lignidade no labio inferior € mais lento que o crescimento no
labio superior; além disso, tem melhor progndstico. Por essas
razoes, alguns investigadores sugerem que o CCE de labio
superior deve ser avaliado como entidade distinta, para que
sejam produzidos resultados mais confiaveis.?¢? Com relacao
aos dados demograficos, observamos uma DVL neoplasica
significantemente mais alta em pacientes com CCEs de labio

inferior com menos de 60 anos, em comparacao com indivi-
duos com 60 ou mais anos de idade. Esse achado concorda
com estudos prévios, que demonstraram um curso agressivo
da doenca em alguns pacientes jovens, e com estudos que
indicaram diferencas no perfil molecular de pacientes jovens
e idosos com CCE.*® Devemos mencionar que, se tivéssemos
acesso aos dados de estadiamento TNM, sobrevida e metas-
tases dos pacientes, poderiamos comentar com maior con-
vicgao sobre a relacdo da metastase com a angiogénese e a
linfangiogénese nos CCEs de labio inferior e de cavidade oral.

Comentarios finais

Nos ultimos anos, estudos publicados sobre varios marcado-
res celulares e moleculares em CCEs de labio e de cavidade
oral revelaram algumas diferencas indicativas de suas varia-
coes biolodgicas.?? Por outro lado, a expressdo de outras pro-
teinas nao demonstrou diferencas entre esses dois grupos.”?
Com base nos resultados da presente investigacao, nao pa-
rece que a angiogénese e a linfangiogénese ajudem no escla-
recimento da diferenca bioldgica entre CCEs de labio inferior
e de cavidade oral. Parece-nos que a busca por outros fato-
res, além daqueles relacionados a vasculatura, devera ter
continuidade, para ajudar no esclarecimento das diferencas
de comportamento bioldgico entre CCEs de labio inferior e
de cavidade oral.

Conflitos de interesse

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.

Referéncias

1. Yan W, Wistuba Il, Emmert-Buck MR, Erickson HS. Squamous
cell carcinoma - similarities and differences among anatomical
sites. Am J Cancer Res. 2011;1:275-300.

2. Batista AC, Costa NL, Oton-Leite AF, Mendonca EF, Alencar RC,
Silva TA. Distinctive clinical and microscopic features of squa-
mous cell carcinoma of oral cavity and lip. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2010;109:e74-9.

3. Zancope E, Costa NL, Junqueira-Kipnis AP, Valadares MC, Silva
TA, Leles CR, et al. Differential infiltration of CD8+ and NK ce-
lls in lip and oral cavity squamous cell carcinoma. J Oral Pathol
Med. 2010;39:162-7.

4. Silverman S Jr. Demographics and occurrence of oral and
pharyngeal cancers, the outcomes, the trends, the challenge.
J Ala Dent Assoc. 2001;132:75-11S.

5. de Visscher JG, van der Waal I. Etiology of cancer of the lip:
a review. Int J Oral Maxillofac Surg. 1998;27:199-203.

6. Cruz MC, Pereira AL, Lopes FF, Nonaka CF, Silva RR, Freitas RA,
et al. Immunohistochemical expression of E-cadherin and
CD44v6 in squamous cell carcinomas of the lower lip and ton-
gue. Br Dent J. 2009;20:64-9.

7. Amaral Pereira AL, Lopes FF, da Cruz MC, da Silveira EJ, Pinto
LP, de Souza LB, et al. Role of integrins in the carcinogenesis of
squamous cell carcinoma of the tongue and lower lip. Appl Im-
munohistochem Mol Morphol. 2013;21:154-8.

8. Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic implications.
N Engl J Med. 1971;285:1182-6.

9. Folkman J, Cotran RS. Relation of vascular proliferation to tu-
mor growth. Int Rev Exp Pathol. 1976;16:207-48.



Alaeddini M, Etemad-Moghadam S

20.

. Carmeliet P, Jain RK. Angiogenesis in cancer and other disea-

ses. Nature. 2000;407:249-57.

. Zhang Z, Helman JI, Li LJ. Lymphangiogenesis, lymphatic en-

dothelial cells and lymphatic metastasis in head and neck can-
cer - a review of mechanisms. Int J Oral Surg. 2010;2:5-14.

. Bruyére F, Noél A. Lymphangiogenesis: in vitro and in vivo mo-

dels. FASEB J. 2010;24:8-21.

. Stacker SA, Achen MG, Jussila L, Baldwin ME, Alitalo K.

Lymphangiogenesis and cancer metastasis. Nat Rev Cancer.
2002;2:573-83.

. Lopez-Graniel CM, Tamez de Ledn D, Meneses-Garcia A, Gome-

z-Ruiz C, Frias-Mendivil M, Granados-Garcia M, et al. Tumor
angiogenesis as a prognostic factor in oral cavity carcinomas.
J Exp Clin Cancer Res. 2001;20:463-8.

. Artese L, Rubini C, Ferrero G, Fioroni M, Santinelli A, Piattelli

A. Microvessel density (MVD) and vascular endothelial growth
factor expression (VEGF) in human oral squamous cell carcino-
ma. Anticancer Res. 2001;21:689-95.

. Kyzas PA, Stefanou D, Agnantis NJ. Immunohistochemical ex-

pression of vascular endothelial growth factor correlates with
positive surgical margins and recurrence in T1 and T2 squa-
mous cell carcinoma (SCC) of the lower lip. Oral Oncol.
2004;40:941-7.

. Oliveira-Neto HH, Gleber-Netto FO, de Sousa SF, Franca CM,

Aguiar MC, Silva TA, et al. A comparative study of microvessel
density in squamous cell carcinoma of the oral cavity and lip.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2012;113:391-8.

. Watanabe S, Kato M, Kotani |, Ryoke K, Hayashi K. Lymphatic

vessel density and vascular endothelial growth factor expres-
sion in squamous cell carcinomas of lip and oral cavity: a clini-
copathological analysis with immunohistochemistry using anti-
bodies to D2-40, VEGF-C and VEGF-D. Yonago Acta Med. 2013;
56:29-37.

. Lindqvist C, Teppo L. Is upper lip cancer “true” lip cancer?

J Cancer Res Clin Oncol. 1980;97:187-91.

Alaeddini M, Salah S, Dehghan F, Eshghyar N, Etemad-Mogha-
dam S. Comparison of angiogenesis in keratocystic odontogenic
tumours, dentigerous cysts and ameloblastomas. Oral Dis.
2009;15:422-7.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Massano J, Regateiro FS, Januario G, Ferreira A. Oral squamous
cell carcinoma: review of prognostic and predictive factors.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2006;102:
67-76.

Fonsatti E, Altomonte M, Nicotra MR, Natali PG, Maio M. Endo-
glin (CD105): a powerful therapeutic target on tumor-associa-
ted angiogenetic blood vessels. Oncogene. 2003;22:6557-63.
Sharma S, Sharma MC, Sarkar C. Morphology of angiogenesis in
human cancer: a conceptual overview, histoprognostic pers-
pective and significance of neoangiogenesis. Histopathology.
2005;46:481-9.

Longatto Filho A, Oliveira TG, Pinheiro C, de Carvalho MB,
Curioni OA, Mercante AM, et al. How useful is the assessment
of lymphatic vascular density in oral carcinoma prognosis?
World J Surg Oncol. 2007;5:140.

Margaritescu C, Simionescu C, Mogoanta L, Badea P, Pirici D,
Stepan A, et al. Endoglin (CD105) and microvessel density in
oral squamous cell carcinoma. Rom J Morphol Embryol.
2008;49:321-6.

Sawane M, Kajiya K. Ultraviolet light-induced changes of
lymphatic and blood vasculature in skin and their molecular
mechanisms. Exp Dermatol. 2012;21:22-5.

Moore SR, Allister J, Roder D, Pierce AM, Wilson DF. Lip cancer
in South Australia, 1977-1996. Pathology. 2001;33:167-71.
Knabel MR, Koranda FC, Panje WR, Grande DJ. Squamous-cell
carcinoma of the upper lip. J Dermatol Surg Oncol. 1982;8:
487-91.

Dawn A1, Lawrence N. Significant differences in nonmelanoma
skin cancers of the upper and lower lip. Dermatol Surg. 2013;
39:1252-7.

Vered M, Dayan D, Dobriyan A, Yahalom R, Shalmon B, Barshack
I, et al. Oral tongue squamous cell carcinoma: recurrent disea-
se is associated with histopathologic risk score and young age.
J Cancer Res Clin Oncol. 2010;136:1039-48.



