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Introducere.

Cancerele orale reprezinta o problema majord de sdnatate in lume atat datorita
incidentei crescute si a ratei reduse de supravietuire, cat si prin defectele functionale si
cosmetice ce insotesc boala si tratamentul ei. Carcinogeneza orald constituie un model unic
pentru studierea naturii multistadiale a cancerului prin prezenta subsecventa la acelasi
individ a leziunilor precanceroase si a celor maligne invazive, reflectind progresia
alterarilor fenotipice si genotipice asociate bolii [1,2].

Asa cum s-a demonstrat experimental unul din evenimentele importante ale
tumorigenezei este achizitionarea unei retele sanguine de nutritie —angiogeneza.
Angiogeneza, care presupune formarea de noi vase sanguine din cele preexistente,
constituie unul din fenotipurile esentiale ale dezvoltarii neoplazice, fenomen implicat si in
procesele fiziologice normale [3-4].

In procesul de angiogeneza sunt implicate o mare varietate de factori cu rol
proangiogen (factorul de crestere al endoteliului vascular-VEGF, factorul de crestere
fibroblastic bazic-FGFb, factorul de crestere epidermal derivat din plachete- PDEGF,
interleukina 8, angiogenina si metaloproteinazele) [5] sau cu rol inhibitor
(trombospondina-1, factorul plachetar-4, fragmente de plasminogen, de prolactina,
interferonul-a, inhibitorul tisular al matrix metaloproteinazei-1) [6]. Studii privind
angiogeneza in cancerele capului si gatului au dovedit implicarea unei mari varietati de
factori proangiogeni (IL-8 si VEGF), produsi atat de cheratinocitele normale cat si de
celulele neoplazice [7, 8].

Este stiuta tendinta carcinoamelor orale de a metastaza inca din stadiile incipiente in
limfoganglionii laterocervicali, ca urmare a particularitatiilor anatomice ale cavitatii orale
[9]. In mare parte acesta caracteristica fenotipica a CSO se datoreaza limfangiognezei, ce
presupune formarea de noi vase limfatice din cele prexistente. Unii autori au demonstrat o
corelatie directa intre nivelul expresiei VEGF-C in celulele tumorale si rata metastazarii
limfoganglionare in CSO [10,11]. Ohno si colab. [12] au aratat ca limfangiogeneza
intratumorala din CSO prezinta variatii topografice, neexistand in zonele profunde ale
tumorii, la marginea fronutului de invazie, cel mai probabil datorita scaderi expresiei
VEGF-C in celulele tumorale de la acest nivel.

Toate aceste studii au dus la conturarea unei terapii antitumorale relativ noua, terapia
antiangiogenica a carei tinta direta o constituie celulele endoteliale care formeaza
microvascularizatia tumorii, controland cresterea acesteia. O serie de experimente animale
au demonstrat eficienta unora din agentii antiangiogeni in blocarea cresterii carcinoamelor
scuamoase de la nivelul capului si gatului [13,14], motiv pentru care unele sunt folosite in
practica chimioterapeutica curenta a CSO sau fac obiectul de studiu al unor trialuri clinice
in curs de desfasurare [15,16].
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MATERIAL SI METODE

Prezentul studiu a fost realizat in parte retrospectiv, in parte prin selectarea cazurilor
actuale. Cazurile investigate au fost selectionate pe parcursul ultimilor 4 ani ianuarie 2005-
septembrie 2008.

Datele clinice ale cazurilor selectate retrospectiv au fost extrase din foile de
observatie aflate in arhiva Clinicii de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciala, din registrele
Policlinicii Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Craiova, precum si din registrele
Laboratorului de Anatomie Patologica al aceluiasi spital. Principalele date investigate au
fost cele epidemiologice (varsta pacientilor, sexul si identificarea unora dintre factorii de
risc asociati cu carcinogeneza orala, cum ar fi asocierea unor leziuni premaligne sau
existenta Tn antecedente de cazuri familiale de cancer oral), date legate de topografia
lezionald (oferite de examenul local si explorari paraclinice) si unele caracteristici
macroscopice ale pieselor operatorii (marimea, gradul extensiei tumorale, invazia in
structurile adiacente, prezenta focarelor necrotice sau hemoragice si a metastazelor loco-
regionale).

Materialul histopatologic utilizat a fost reprezentat de blocuri de parafind
corespondente cazurilor selectate existente in histoteca Laboratorului de Anatomie
Patologica iar pentru cazurile noi selectate de piesele de exereza chirurgicald furnizate de
Clinica de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciala. Acestea din urma au fost prelucrate prin tehnica
uzuala de includere la parafina, dupa fixarea in prealabil in formol 10% tamponat, saplare
(24H 1n apa curgatoare), deshidratare (in alcoluri etilice de concentratie crescanda: 50°,
70°, 90° si 100°) si clarificare (in benzen). Blocurile de parafind atat cele vechi cat si cele
noi obtinute au fost sectionate la microtom, iar sectiunile seriate rezultate au fost colorate
cu coloratia uzuala Hematoxilina-Eozina.

Evaluarea histopatologica a leziunilor a vizat urmadtorii parametrii: varietatea
carcinomului scuamos, gradul de diferentiere, stadiul progresiei tumorale, aspectul
metastazelor, prezenta celulelor maligne reziduale la nivelul marginilor de siguranta,
asocierea cu leziuni displazice sau cu alte modificari. Pe baza acestora au fost selectate un
numar de 40 de cazuri ce au fost supuse investigatiilor imunhistochimice si de
imunoflurescenta.

Tehnicile de imunochistochimie si imunofluorescenta au constat din (tehnici
descrise in amanunt in cele 2 aticole publicate)[17,18]:

e reactii simple prin care in principiu au fost testati anticorpii folositi, urmarindu-se
expresia acestora in CSO, fie la nivelul celulelor tumorale, fie la nivelul vaselor de
angiogeneza (Tabel 1);

e reactii duble prin care s-a urmarit morfologia vaselor sanguine si limfatice, precum
si expresia unora din factorii proangiogeni si prolimfangiogeni in CSO (Tabel 2).

Raport existent si pe pagina web a grantului: 3
http://www.grants.umfcv.ro/PNII-idpce2007-1/Articole.html



Tabel 1. Anticorpi folositi in studiu- testarea lor pe cel tumorale si vase

Nr  Anticorp Clona Firma Dilutia Tip de demascare
crt. producatoare

1. mouse monoclonal Ki-67 MIB-1 Dako 1:25 Tris EDTA pH9

2. mouse monoclonal CD68 KP-1  Dako 1:50 Tris EDTA pH 9

3. mouse monoclonal AAl Dako 1:150 Tris EDTA pH 9
Triptaza mastocitara

4. mouse monoclonal CD31 JC70A Dako Ready to

use

5. mouse monoclonal Factor F8/F6 Dako 1:25 Citrat pH6
Von Willebrand

6. mouse monoclonal SN6h  Dako 1:2000/ Proteoliza cu proteinaza K
CD105 1:1000

7. mouse monoclonal SN6h  Dako 1:2000/ Fara demascare/Proteoliza cu
CD105 1:1000 proteinaza K

8. mouse monoclonal 4Gl1  Abcam 1:50 Proteoliza cu proteinaza K
CD105

9. mouse monoclonal D2-40 D2-40 Dako 1:100 Citrat pH6

10 Rabbit policlonal- Novus 1:200 Citrat pH6
podoplanina Bilogicals

11 Rabbit  policlonal - Abcam 1:25 Pepsina
Laminina

12 mouse monoclonal- CIV22 Dako 1:25 Citrat pH6
colagen IV

13 mouse monoclonal - E-184 Abcam 1:500 Citrat pH6
SMAa

14 Rabbit policlonal-VEGF  Ab-1  NeoMarkers 1:50 EDTA pH8

15 mouse monoclonal- VG-1  Abcam 1:100 Citrat pH6
VEGF

16 Rabbit policlonal-VEGF- InVitrogen 1:50 Citrat pH6
C

17 Rabbit  policlonal - Abcam 1:50 Citrat pH6
VEGFRI1 (Flt1)

18 Rabbit  policlonal - Abcam 1:50 Citrat pH6
VEGFR2

19 Rabbit policlonal -Tie-2 SantaCruz 1:100 Citrat pH6
(H-176)

20 Rabbit  policlonal - SantaCruz 1:100 Citrat pH6

Plasminogen (H-90)

Tabel 2. reactiile duble folosite in investigarea morfologiei vaselor sanguine si limfatice,
precum si a expresiei unora din factorii proangiogeni si prolimfangiogeni in CSO
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Nr Anticorpi Tip de reactie Ce s-a urmarit

crt. dubla
1. CDI105+Ki-67 IF Cuantificarea  vaselor sanguine active (in
proliferare)
2. D2-40+Ki-67 IF Cuantificarea vaselor limfatice active (in
proliferare)
3. CDI105+SMA IHC Maturarea vaselor
CDI105+F VIII
4. CDI105+colagen IV IF Morfologia vaselor sanguine
CD105+laminina
5. D2-40+colagen IV IF Morfologia vaselor limfatice
D2-40+laminina
6. CDI105+VEGF IF Cuantificarea vaselor sanguine VEGF+
7. CDI05+VEGFRI IF Cuantificarea vaselor sanguine active- implicate in
CD105+ VEGFR2 angiogeneza
8. CDI105+ CD68 IHC Evaluare densitatii macrofagelor si corelarea cu
densitatea vaselor
9. CDI105+ Triptaza THC Evaluare densitatii mastocitelor si corelarea cu
mastocitara densitatea vaselor
10. CD105+ CD68+Triptaza Corelare intre densitatea vaselor si cea a
mastocitara macrofagelor si mastocitelor in CSO

IF=imunoflorescenta; IHC=imunohistochimie

Toate datele colectate (clinico-epidemiologice si histopatologice) au fost stocate
computerizat cu ajutorul programului Microsoft Excel (versiunea 2002). O parte a acestor
rezultate a fost inscrisa si pe 0 pagind web
(http://www.grants.umfcv.ro/pniiidpce20071/Prezentare.html).

REZULTATE SI DISCUTII

Activitatile specifice 2.1, 2.2 si 2.3 reliefate prin cele 2 articole publicate in
etenso (referentele bibliografice 17 si 18, articolele anexate raportului).

Investigind sensibilitatea marcajului celulelor endoteliale ale vaselor sanguine din
CSO la markerii: CD105, CD31 s1 FVIII am consemnat o sensbilitate, dar mai ales o
specificitate mult mai buna a vaselor de neoangiogeneza pentru markarul CD105 [17]. In
literatura sunt citate mai multe studii ce si-au propus sa evalueze senzitivitatea si
specificitatea marcajului endoteliului vaselor de neoangiogeneza prin utilizarea a numerosi
markeri panendoteliali (CD34, CD31, si factorul von Willebrand), rezultate fiind
controversate [19-23]. Alti autori au aratat ca endoglina (CD105) pare sa reactioneze
specific cu celula endoteliala angiogenica, fapt ce ia facut sa afirme ca exista o puternica
legatura intre microdensitatea vasculara (MVD) apreciata cu ajutorul acestui markar si
prognosticul rezervat in diferite neoplazii umane [24-29].

Studiile efectuate de noi au aratat ca marcajul la endoglina in CSO are maximum de
intensitate la nivelul frontului de invazie, mai ales in zonele cu reactie inflamatorie [17,18].
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Acest fapt vine sa confirme afirmatia potrivit careia marcajul la CD105 tinde sa descreasca
pe masura ce ne departam de frontul de invazie tumoral [30].

Analizele statistice din studiile noastre nu au aratat exsitenta unor asociatii
semnificative ale MVD calculat pentru expresia endoglinei cu virsta, sexul, topografia
primara a tumorii, stadiul clinic si gradul de diferentiere [17,18]. Totusi, studiile de acest
gen cu acest markar, desi putine arata ca ar exista o asociere semnificativ statistic intre un
MVD inalt si prognosticul prost al unor astfel de carcinoame scuamoase ale capului si
gitului [30-33].

Toate aceste rezultate pot sta la baza dezvoltarii unei terapii antiangiogenice pe baza
de anticorpi monoclonali anti-endoglina. Astfel de studii exista, unul dintre acesti anticorpi
dovedindu-se un bun inhibitor al angiogenezei, cresterii tumorale si metastazarii la soarece
in functie de doza administrata [34]. In acelasi scop, Shiozaki et al [35] a obtinut un
anticorp chimeric (proteina de fuziune) anti-CD105 cu proprietati antiangiogenice pe care
l-a testat cu succes pe primate neumane.

Cazurile investigate de noi au scos in evidenta existenta unei arhitectonice vasculare
tumorale haotice in CSO. Vasele tumorale au prezentat de regula o morfologie aberanta,
fiind tortuoase, cu lumen rareori vizibil si numeroase ramificari. Ca si dimensiuni ele au
fost variabile, dar in tumora au predominat cele de calibru mic (sub 15um in diametru) si
celulele endoteliale izolate [17, 18]. Vasele cele mai largi au fost evidentiate de noi la
frontul de invazie si ele au avut un traiect neregulat si alungit in sectiuni transverse. Uneori
arhitectura vasculara a fost mult mai complexa, fiind reprezentata de retele vasculare cu
numeroase ramificatii si cu un traiect extrem de sinuos. Cele de la nivelul frontului de
invazie au avut frecvent o distributie circumferentiala, formind deseori o manta in jurul
insulelor carcinomatoase. Acelasi model arhitectural a fost intilnit si in profunzimea CSO
bine diferentiate. Ramuri ale acestei retele in manta deseori s-au insinuat printre
proliferarile carcinomatoase in interiorul acestor insule tumorale [17, 18].

Datele din literatura scot in evidenta diferentele existente atit din punct de vedere
structural cit si functional intre vascularizatia tumorilor si cea din testurile normale de
origine ale acestor tumori [36]. In general se crede ca patternul angiogenezei si tipurile de
vase induse de diferitele tumori umane difera de la un tip de tumora la altul. Astfel inca din
anii 1979 Warren [36] a consemnat faptul ca morfologia vasculara a unei anumite tumori
este in general caracteristica acelei tumori, dar ea nu este unica pentru acea tumora.

Prima incercare de caracterizare morfologica a vaselor de neoangiogeneza tumorala
a aprtinut lui Warren [36] si ea are o valoare doar istorica.

Cea mai recenta clasificare este cea elaborata de catre Gee et al [37] care au grupat
neovasele tumorale in functie de marime, gradul lor de perfuzie si prezenta sau absenta
pericitelor in trei categorii principale:

e tipul imatur constand din muguri endoteliali neperfuzati, cu o intensa rata de
proliferare, lipsite de pericite ce iau nastere din vase functionale;

e tipul intemediar constand din vase de calibru mic, perfuzate, dar inca neacoperite
de pericite;
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e tipul matur reprezentat prin vase de calibru mare, perfuzate si acoperite in cea mai
mare parte de pericite.

Luand in considerare aceasta clasificare in studiile intreprinse de noi am observat
predominenta vaselor de tip imatur si intermediar in CSO [17,18]. Astfel profund in
tumora au predominat celulele endoteliale izolate, CD105 pozitive, SMA si colagen IV
negative, si cu o reactivitate variabila pentru FVIII. Acestea sunt cele mai imature vase,
nefiind acoperite de pericite, fara membrana bazala si adesea le lipsesc corpit Weibel-
Palade. Aceste vase au avut cel mai index de proliferare dintre toate celelate tipuri de vase
de neoangiogeneza a CSO. Cel mai frecvent tip de vase intilnit de noi in angiogeneza din
CSO a fost cel de tip intermediar. Acestea aua vut urmatorul profil imunohistochimic:
CDI105 si colagen IV pozitive, SMA negative si o reactivitate variabila pentru FVIII.
Morfologic aceste vase nu au prezentat pericite, dar au avut o membrana bazala de grosime
variabila si adesea cu discontinuitati. Tipul matur de vase in cazuistica noastra a fost cel
mai putin intilnit, iar imunohistochimic acestea au fost pozitive la toti cei 4 markeri
investigati. Acestea au avut membrana bazala, adesea continua, au fost acoperite de
pericite si au prezentat corpi Weibel-Palade.

Aceasta caracterizare a populatiei de vase din carcinoamele scuamoase orale facuta de
noi este un element de noutate pe plan international. Importanta acestei caracterizari rezida
in posibilitatea ca fiecare din elementele structurale componente ale acestor vase de
angogeneza sa devina tinta terapeutica. Astfel tintirea membranei bazale s-a dovedit ca
duce la apoptoza celulelor enoteliale si regresia tumorii [38-41]. Ceva mai recent Lu et al.
[42] au aratat ca tintirea farmacologica a celulelor endoteliale (cu inhibitorul receptorului
VEGF- AEE788) si a pericitelor (cu inhibitorul receptorului PDGF- STI571) au indus in
modelul ortotopic de cancer ovarian la soarece regresia tumorii, partial prin distrugerea
pericitelor si cresterea consecutiva a sensibilitatii acestor vase la agentii chimioterapici.

Activitatea specifice 2.4. Evaluarea gradului de implicare a factorilor pro- si
anti-angiogeni in CSO [vezi referintele bibliografice 43,44].

Investigand expresia VEGF in CSO am consemnat o variabilitate a reactivitatii
acestor tumori intre 44-55% [43,44]. Expresia acestui factor de crestere pe cazuistica de
CSO studiata de noi in corelatie cu alti parametri clinico-morfologici a dat rezultate
contradictorii. Astfel pe un studiu initial de 11 de cazuri am consemnat corelarea expresiei
VEGF cu MVD, gradul de diferetiere tumorala si prezenta invaziei [43]. Ulterior
schimband anticorpul si pe un numar mai mare de cazuri 25 am consemnat nu am putut
gasii o corelatie semnificativ statistica intre expresia lut VEGF st MVD nici cu gradul de
diferentiere histologic, nici cu stadiul clinic sau fumatul [44]. Este bine stiut faptul ca in
procesul de angiogeneza sunt implicate o mare varietate de factori cu rol proangiogen
(factorul de crestere al endoteliului vascular-VEGF, factorul de crestere fibroblastic bazic-
FGFb, factorul de crestere epidermal derivat din plachete- PDEGF, interleukina 8,
angiogenina si metaloproteinazele) [5] sau cu rol inhibitor (trombospondina-1, factorul
plachetar-4, fragmente de plasminogen, de prolactina, interferonul-a, inhibitorul tisular al
matrix metaloproteinazei-1) [6]. Studii privind angiogeneza in cancerele capului si gatului
au dovedit implicarea unei mari varietati de factori proangiogeni (IL-8 si VEGF), produsi
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atat de cheratinocitele normale cat si de celulele neoplazice [7, 8]. Aceiasi variabilitate a
expresiei VEGF-ului in CSO a fost remarcat de numerosi autori, iar cele mai multe din
rapoarte indica faptul ca n-ar exista o corelatie semnificativa intre valorile MVD si nivelul
expresiei VEGF in astfel de tumori si nici intre acestea si topografia lezionala sau gradul
de diferentiere tumorala [45]. Este insa unanim acceptat faptul ca nivelul expresiei VEGF
poate fi considerat ca un factor de prognostic independent al pacientilor cu CSO, acesta
fiind cu atit mai mare cu cit stadiul clinic al pacientilor este mai avansat [31, 45-47].

In ceea ce priveste expresia receptorilor (VEGFR1 si VEGFR2) acestui factor de
crestere studiile noastre au demonstrat existenta expresiei ambilor markeri atit in tumori cit
si la nivelul vaselor de singe tumorale, dar cu intensitati diferite [rezultate inca
nepublicate]. Cea mai mare expresie ati tumoral cit si la nivelul vaselor a fost obtinuta pt
VEGFR1 comparativ cu VEGFR2. Existenta celor 2 receptori la nivelul endoteliului
vascular a fost pusa evidenta inca din 1999 [48]. In celulele nonendoteliale prezenta celor
doi receptori a fost descrisa in diferite tipuri de celule tumorale [49], inclusiv in celule
carcinomatoase din CSO ale capului si gitului [50].

Activitatile specifice 3.1, 3.2 si 3.3 [vezi referinta bibliografice 51].

Utilizand ca marcar al celulei endoteliale limfatice podoplanina am constatat ca
vasele limfatice in CSO sunt distribuite neuniform [51]. Totusi, evaluarea densitatii vaselor
limfatice (LVD) a evidentiat faptul ca acestea sunt mult mai numeroase la periferia
tumorilor (intr-o arie de 1mm fata de interfata tumora-tesut gazda). Referitor la vasele
limfatice intratumorale am consemnat ca acestea sunt mai numeroase in ariile superficiale,
densitatea lor scazand in zonele profunde ale tumorilor [51]. Este stiuta tendinta
carcinoamelor orale de a metastaza inca din stadiile incipiente in limfoganglionii
laterocervicali, ca urmare a particularitatiilor anatomice ale cavitatii orale [9]. Se estimeaza
o rata a incidentei metastazelor oculte limfoganglionare in CSO variind intre 27-40%
[52,53]. De asemenea 20%-40% din pacientii cu CSO prezinta postoperator recidive
limfoganglionare laterocervicale [54]. In mare parte aceste caracteristici fenotipice ale
CSO se datoreaza limfangiognezei, ce presupune formarea de noi vase limfatice din cele
prexistente. Identificarea markerilor relativi specifici ai endoteliului limfatic s-a facut abia
in ultimii 10 ani: podoplanina [55], Prox-1 [56], LYVE-1 [57] si VEGFR-3 [58, 59];
primul factor cu certa actiune prolimfoangiogena, respectiv VEGF-C a fost descoperit in
1996 [10]. Similar rezultatelor noastre, Ohno et al. [12] a evidentiat faptul ca LVD este mai
mare in ariile superficiale ale tumorii decit in ariile de mucoasa orala normala, iar in ariile
profunde tumorale numarul acestora a scazut dramatic comparativ cu ariile peritumorale.
Acest lucru pare sa sugereze faptul ca limfangiogeneza intratumorala in ariile profunde,
adiacente frontului de invazie este mai degraba inhibata decit indusa [12]. Franchi et al.
[60] au consemnat si ei o scadere semnificativa a vaselor limfatice intratumorale din CSO
comparativ cu tesutul peritumoral. Padera et al. [61] au raportat absenta vaselor limfatice
functionale intratumorale intr-un model tumoral de rozatoare.

Sub raportul gradului de proliferare a celulelor endoteliale limfatice am constatat ca
indexul proliferativ este inferior celui al celulelor endoteliale ale vaselor sanguine tumorale
[rezultate inca nepublicate]. De asemenea cele mai numeroase vase limfatice active (in
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proliferare) le—am consemnat la periferia tumorii si in ariile superficiale). Ohno et al. [12] a
evidentiat prezenta de vase limfatice in proliferare numai in ariile superficiale ale tumorii,
acestea luand nastere din hiperplazia sau inmugurirea vaslor limfatice preexistente ale
mucoasei orale normale.

Dintre factorii prolimfangiogeni cunoscuti am cuantificat doar expresia factorului de
crestere VEGF-C [rezultate inca nepublicate]. Expresia acestui factor de crestere este
heterogena la nivelul populatiei celulare tumorale din CSO studiate. Intensitatea reactiei
pare sa fie mai mare spre ariile de suprfata fata de cele profunde. In plus am consemnat o
reactie mai intensa indeosebi in ariile adiacente stromei inflamatorii. Sedivy et al. [62] a
consemnat faptul ca densitatea vaselor limfatice este semnificativ mai mare in tumorile
VEGF-C pozitive comparativ cu cele VEGF-C negative, lucru de altfel confirmat si de
catre Ohno et al. [12]. Aceste rezultate confirma faptul ca VEGF-C este un mitogen potent
responsabil de proliferarea celulelor endoteliale limfatice in CSO. In plus, Ohno et al. [12]
au consemnat faptul ca expresia lui VEGF-C a fost scazuta in tesutul intratumoral, in
special in ariile vecine frontului de invazie. Ali [2008] a evidentiat rolul prolimfangiogen
in CSO si a altor factori de crestere: factorul de crestere derivat plachetar, factorul bazic de
crestere fibroblastic, factorul I de crestere similar insulinei si factorul de crestere
hepatocitar, sugerind ca acestia se pot constitui in potentiale tinte terapeutice
antilimfangiogenice in CSO.

Parteneri celulari macrofage, mastocite
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