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RESUMO



Metastase em linfonodo € um importante indicador prognostico em céanceres de
cabeca e pescogo, incluindo carcinomas salivares. Nestes, o risco de metastases
em linfonodos é variavel e fortemente associado com o tipo histolégico do tumor.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade vascular linfatica (DVL) e a
expressao dos fatores de crescimento linfangiogénicos das células tumorais em
diferentes tipos de carcinomas salivares subdivididos de acordo com o risco para
metastases em linfonodos. Em 15 tumores de alto risco (indiferenciado,
mucoepiderméide de alto grau e carcinomas de ducto salivar) e 60 de
baixo/moderado risco (adendide cistico, mucoepidermoide de grau
baixo/intermedidrio, célula acinar, mioepitelial, carcinoma mioepitelial-epitelial e
carcinoma polimérfico de baixo grau) foram examinadas as expressdes do fator de
crescimento do endotélio vascular-C (VEGF-C), fator de crescimento do hepatdcito
(HGF) e D2-40 (para avaliacdo da LVD). Nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre carcinomas de alto e baixo/moderado risco, em relagdo a DVL e
a expressao de VEGF-C ou HGF. Além disso, a expressao destas proteinas nao
teve correlacdo com a DLV. Invasdo vascular linfatica foi encontrada
principalmente em carcinomas de alto risco. A DLV intratumoral foi
significativamente mais baixa do que a peritumoral, independentemente do risco
para metastases e do sitio primario da lesdo. Em concluséo, os tipos histolégicos
dos carcinomas salivares que estdao associados com alto risco para metastase em
linfonodos ndo apresentam aumento da DVL ou expressdao do VEGF-C e HGF.
A maior tendéncia para metastases nestes carcinomas parece estar relacionada
com a sua capacidade para invadir os vasos linfaticos. Estudos adicionais sobre a
interacdo das células tumorais com as células endoteliais sdo necessarios para
aumentar a nossa compreensao sobre o potencial metastatico dos carcinomas

salivares.
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ABSTRACT



Nodal metastasis is an important prognostic indicator in head and neck cancers,
including salivary carcinomas. In these, the risk for lymph node metastasis is
variable and strongly associated with the tumor histologic type. The aim of the
current study was to evaluate the lymphatic vessel density (LVD) and expressions
of lymphangiogenic growth factors by tumor cells in different histologic types of
salivary carcinomas subdivided according to the risk for nodal metastasis.
In 15 high-risk (undifferentiated, high-grade mucoepidermoid and salivary duct
carcinomas) and 60 low/moderate-risk tumors (adenoid cystic, low/intermediate-
grade mucoepidermoid, acinic cell, myoepithelial, epithelial-myoepithelial and
polymorphic low-grade carcinomas) the expressions of vascular endothelial growth
factor-C (VEGF-C), hepatocyte growth factor (HGF) and D2-40 (for assessing
LVD) were examined. No significant differences were encountered between high
and low/moderate/-risk carcinomas regarding LVD and VEGF-C or HGF
expressions. Furthermore, the expression of these proteins did not correlate with
LVD. Lymphatic vascular invasion was mainly found in high-risk carcinomas.
Intratumoral LVD was significantly lower than peritumoral, regardless of the risk for
metastasis and primary site of the lesion. The histologic types of salivary
carcinomas which are associated with high-risk for nodal metastasis do not present
increased LVD or VEGF-C and HGF expressions. The greater tendency for
metastasis in these carcinomas seems to be related to their capacity to invade
lymph vessels. Further studies on tumor cell interactions with lymphatic endothelial
cells are needed to improve our understanding of the metastatic potential of

salivary carcinomas.
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LISTA DE ABREVIATURAS

DLV- Densidade Vascular Linfatica

HGF- Fator de Crescimento dos Hepatdcitos
VEGF- Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
PLGF- Fator de Crescimento Placentario

PDGFs- Fatores de Crescimento Derivados de Plaguetas
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1.1- Antecedentes na literatura

Os vasos linfaticos sao a principal via de metastase para a maioria dos
tipos de carcinoma (1), no entanto, pouco se sabe a respeito do mecanismo de
linfangiogénese (formacao de novos vasos linfaticos) e os meios através dos quais
ocorrem as metastase. Um dos motivos da dificuldade de se estudar estas
estruturas era a falta, até recentemente, de um anticorpo especifico para o
endotélio linfatico. Entretanto, atualmente, ha varios marcadores disponiveis
comercialmente, sendo a podoplanina considerada a mais especifica e a mais

utilizada na pesquisa de vasos linfaticos tumorais (2).

Com o advento destes marcadores linfaticos, surgiram varios estudos
sobre a rede linfatica em varios tipos de tumores mostrando diferencas
importantes entre eles. Em alguns deles, tais como o carcinoma epidermdide de
cabeca e pescogco e 0 melanoma cutaneo, os vasos linfaticos, tanto intra quanto
peritumorais, sao funcionantes e passiveis de invasdo, além de ocorrer
linfangiogénese dentro da massa tumoral (3, 4, 5). Em contrapartida, outras
neoplasias como os carcinomas de mama, ovario € pulmao nao evidenciaram
linfaticos intratumorais, sendo funcionantes apenas os peritumorais (6, 7, 8,
9, 10).

Nos tumores de glandula salivar ndo ha estudos sobre a rede vascular
linfatica, exceto um trabalho recente, em carcinomas originados em adenoma
pleomérfico (11). Nestes carcinomas, a rede linfatica era constituida
principalmente por vasos pré-existentes e tanto os linfaticos peritumorais quanto

os intratumorais eram condutores de células carcinomatosas.

Os carcinomas de glandula salivar sdo neoplasias que apresentam
grande diversidade histologica, podendo ser classificados em pelo menos 18 tipos
histoldgicos, segundo os critérios da Organizagdo Mundial da Saude - 1991 (OMS)
(12). Do ponto de vista de comportamento biolégico estes carcinomas podem ser
agrupados em trés categorias, conforme a probabilidade de dar metastases

cervicais (13):

Introdugao Geral
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a) baixo risco (menos de 20%)- carcinoma adendide cistico, carcinoma

mucoepidermoide de graus baixo e intermediario,

b) risco moderado (20 a 50%)- carcinoma de células acinares, carcinoma

ex-adenoma pleomorfico, carcinoma mioepitelial,

c) risco alto (maior que 50%)- adenocarcinoma, carcinoma indiferenciado,

carcinoma mucoepidermoide de alto grau e carcinoma do ducto salivar.

Entre os carcinomas originados no adenoma pleomérfico, que pertence
a categoria dos tumores com risco moderado para metastases cervicais,
foram encontradas diferencas entre os carcinomas com e sem diferenciacao
mioepitelial, sendo que émbolos linfaticos carcinomatosos e metédstases foram

observados exclusivamente nos tumores sem diferenciacdo mioepitelial (11).

E possivel que as diferencas em relacdo a rede linfatica encontradas
nos tumores reportados na literatura, assim como nos casos de carcinoma
ex-adenoma pleomorfico, possam refletir diferencas genuinas quanto ao
comportamento maligno dos diversos tipos de canceres humanos. Conhecimento
sobre a vascularizacao linfatica é importante para o entendimento da relacao
tumor/estroma e da carcinogénese. Além disso, o descobrimento de fatores de
crescimento relacionados a linfangiogénese tem levantado a questdao de como
eles sdo expressos nos canceres humanos e se contribuem para a habilidade

metastatica dos tumores.

1.2- Vasos linfaticos e linfangiogénese

O sistema linfatico € um sistema circulatério de drenagem, constituido
por vasos coletores, linfonodos, troncos e ductos que transportam a linfa de volta
para a circulacdo sanguinea (14, 15, 16, 17, 18). Origina-se na periferia dos

tecidos como uma rede de vasos em fundo cego, conhecidos como linfaticos

Introdugao Geral
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iniciais ou terminais, medindo de 10-60um de diametro, revestidos apenas por
uma camada continua, ndo fenestrada de células endoteliais (17, 19, 20, 21).
Este sistema, além de propiciar meios para o retorno do fluido intersticial para a
circulacdo sanglinea e ter papel importante na resposta imune
(transporta linfocitos e células apresentadoras de antigeno para os linfonodos),
€ uma excelente via de disseminacdo neoplasica que decorre dos seguintes
aspectos: os linfaticos iniciais sdo bem mais largos que os capilares sanguineos,
nao possuem membrana basal continua, apresentam velocidade de fluxo bem
menor que aquela do sistema sanguineo e a linfa, por ter composicédo semelhante
a do fluido intersticial, € capaz de promover a viabilidade celular (21, 22, 23, 24).

Apesar dos vasos linfaticos serem as principais vias de metastase para
a maioria dos tipos de carcinoma (1), pouco se sabe a respeito do mecanismo de
linfangiogénese (formacao de novos vasos linfaticos) e os meios através dos quais
ocorrem as metastases (14, 15, 16, 18, 21). O descobrimento dos marcadores das
células endoteliais linfaticas (CEL) permitiu, pela primeira vez, caracterizar
indubitavelmente, os linfaticos tumorais e a avaliacao da linfangiogénese durante a
progressao tumoral. Os conceitos, que até a pouco prevaleciam, que 0s vasos
linfaticos estavam ausentes nos tumores e que a linfangiogénese néo ocorria no
cancer (25, 26, 27) foram revistos em decorréncia da aplicacdo destes
marcadores. Entre estes, a anti-podoplanina, o anti-Prox -1 e o anti-LYVE-1
sdo os anticorpos comercialmente existentes mais especificos para o endotélio
linfatico e destes a anti-podoplanina é considerada o mais especifico e 0 mais
utilizado na pesquisa de vasos linfaticos tumorais (2). A podoplanina € uma
glicoproteina de membrana de 38-KDa que € intensa e seletivamente expressa em
vasos linfaticos, ndo apresentando marcacdo em vasos sanguineos (28, 29).
Entretanto, também pode ser expressa em alguns tecidos e células normais,
tais como ostedcitos, condrécitos, poddcitos do rim, leptomeninges,
células alveolares tipo | do pulmao, ceratindcitos basais da pele, da cérvix uterina
e do esbfago, miofibroblastos, células mioepiteliais da mama e das glandulas

salivares, e nos bronquio (30).
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Em relacdo aos fatores (moléculas) que tém papel importante em
induzir a linfangiogénese, os dois mais estudados sdo membros da familia VEGF
(fator de crescimento do endotélio vascular). A familia do VEGF dos mamiferos é
formada pelos VEGFs-A, -B, -C -D e -E e também pelo fator de crescimento
placentario (PIGF). A sinalizacao do VEGF nas células endoteliais ocorre por meio
de trés receptores tirosina kinase (VEGFRs): VEGFRs-1, -2 e -3. O VEGFR-1
liga-se ao VEGFs-A e -B e ao PIGF, o VEGFR-2 liga-se ao VEGFs-A, -C , -D e -E,
enquanto que o VEGFR-3 liga-se apenas ao VEGFs-C e -D. Nos tecidos adultos,
o VEGFRs-1 e -2 sdao predominantemente expressos pelas células endoteliais
vasculares sanguineas e sinalizam para promover a proliferacdo celular,
migracao e angiogénese. O VEGFR-3 é restrito as células endoteliais linfaticas no
tecido adulto e em alguns vasos sanguineos fenestrados (22). O VEGF-C e
VEGF-D, que sao ligantes do VEGFR-3, sdo considerados fatores indutores de
linfangiogénese, embora alguns estudos experimentais tenham mostrado possivel
participacao destas moléculas também na angiogénese (22).

Em relacdo a expressao destes dois fatores linfangiogénicos (VEGF-C
e VEGF-D) em células neoplasicas do tumor primario e sua correlagdo com
invasédo linfatica ou metastase linfonodal, o VEGF-C é o que, aparentemente,
tem associacdo mais significativa (22). Correlacdo positiva entre niveis de
VEGF-C e metastase foi reportada em varios tumores, entre eles, carcinoma
epidermdbide de cabeca e pescoco (31), carcinoma colorretal (32), carcinoma
cervical (33) e carcinoma gastrico (22, 34). Entretanto, no que se refere ao
VEGF-D, a correlacdo entre sua expressao no cancer primario e metastase é,
nao raro, discordante entre os estudos e, em alguns, é descrita expressao

diminuida de VEGF-D no tumor em comparacao com o tecido normal (31, 35).

Até recentemente, o VEGF-C e o VEGF-D, através da interacdo com o
receptor VEGFR-3, eram consideradas as unicas moléculas estimuladores da
linfangiogénese, porém, varios estudos demonstraram que outros fatores podem
participar da inducdo de linfaticos, entre estes, angiopoietina -2 (26),
neuropilina -2 (37), Prox-1 (38), fator de crescimento de fibroblastos-2 (39, 40),

Introdugao Geral
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fator de crescimento dos hepatdcitos (HGF) (41) e membros da familia dos fatores
de crescimento derivados das plaquetas (PDGFs) (39). A familia PDGF é
composta por cinco proteinas: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC e
PDGF-DD, cuja atividade biol6gica € mediada por trés formas de receptores
tirosina kinase (PDGFR alfa, PDGFR alfa/beta, PDGFR beta). A complexidade de
interacdo dos varios ligantes receptores sugere que estes fatores de crescimento
tenham funcdes fisioldgicas distintas e importantes, sendo que, recentemente,
foram encontradas evidéncias que apontam o PDGF-BB como fator
linfangiogénico (39). Estudos in vitro mostraram que o PDGF-BB estimula a
atividade MAP kinase e a motilidade de células endoteliais linfaticas e, in vivo,
induz o crescimento de vasos linfaticos (42). Além disso, foi encontrada correlacéao
positiva entre expressdao de PDGF-BB em células de fibrossarcoma murino,
na linfangiogénese e no aumento de metastases linfonodais (42). Em cancer
humano, carcinomas mamarios podem expressar altos niveis de PDGF-BB (43).
Acredita-se que esta importante agcdo do PDGF em induzir a linfangiogénese seja
independente da sinalizacado VEGF-C/-D/VEGFR-3 (39) e que a familia dos
PDGFs promova a progressao tumoral maligna agindo como fator de crescimento
direto para as células tumorais, estimulando a angiogénense sanguinea e as

metastases sanguineas, a linfangiogénese e as metastases linfaticas (39).

Além das células tumorais, outras que fazem parte da reacdo
inflamatéria ao tumor, também podem expressar fatores indutores de
linfangiogénese. Em cancer de mama foi descrito que macréfagos associados ao
tumor expressavam VEGFs- C e -D, indicando assim, uma fonte adicional de
fatores linfangiogénicos (2). Curiosamente, o VEGF-C também €& quimiotatico para
macréfagos (44) e facilmente induzido por citocinas pré-inflamatérias (45),
0 que poderia explicar a correlacdo positiva entre resposta inflamatéria tumoral e
expressao de fator linfangiogénico relatada em carcinomas de mama e cervical
(2, 46).

O HGF foi originalmente identificado como uma proteina liberada por
plaguetas de ratos apos hepatectomia parcial, atuando na aceleracdo da
regeneracao hepatica (47). Pertence a superfamilia do gene protrombina-
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plasminogénio (48) e foi descrito inicialmente como fator com agéo especifica para
o figado. Atualmente sabe-se que o HGF tem acdo mitogénica em varios tipos
celulares, como melandcitos e células dos tubulos renais, na motilidade celular,
angiogénese e atividade anti-apoptética em células epiteliais normais e
neoplasicas (49). O HGF é também necessario na morfogénese e homeostasia
em varios estagios do desenvolvimento normal do corpo e durante o
desenvolvimento fetal (50). A expressdo do HGF tem sido reportada em tumores
malignos e benignos originarios de varios 6rgaos, incluindo medula éssea, mama,
préstata, célon, pulméo, figado, rim, Gtero, colo e endométrio (24). A expressao
estromal do HGF tem sido relacionada com metastases em carcinomas salivares
(51).

O HGF tem um papel direto na promocao do crescimento da célula
tumoral e invasao, além de estimular a linfangiogénese através de um mecanismo
indireto e, em modelos experimentais, 0 aumento da expressdao do HGF esta
relacionado com a indugédo do crescimento de vasos linfaticos peritumorais (41).
Em carcinoma de células escamosas da cavidade oral ha uma significativa

correlagao entre LVD e a expressao do HGF (51).

Quanto a analise da rede linfatica nos diversos tumores, o método mais
difundido é o estudo da microdensidade vascular linfatica (MDVL), que pode ser
verificada no interior e na periferia do tumor (10, 25, 52). Como ja comentado
anteriormente, trabalhos aplicando esta metodologia encontraram diferencas entre
os tumores que, provavelmente, refletem diferengas bioldgicas da neoplasia e do
sitio (tecidos com diferentes densidades linfaticas, por exemplo, orofaringe e prega
vocal) onde elas ocorrem. Nos carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco e
nos melanomas cutaneos, os vasos linfaticos, tanto intra quanto peritumorais,
sdo funcionantes e passiveis de invasdo, porém, nos carcinomas de mama,
de ovario e de pulmdo ndo sado detectados linfaticos intratumorais,

sendo funcionantes apenas os peritumorais (6, 7, 8, 9,10).
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1.3- D2-40 (Podoplanina)

O anti-D2-40 é um anticorpo monoclonal recente, que reconhece,
especificamente, a podoplanina humana, originalmente produzido contra um
antigeno gonadal fetal M2A (53), que é expresso nas células das neoplasias
germinativas testiculares (54). Sua purificacdo demonstrou que este antigeno é
uma sialoglicoproteina de superficie, de 40kd, que possui uma estrutura de
carboidrato do tipo mucina simples, com extensa O-glicosilagdo, semelhante a
podoplanina, necessaria para a antigenicidade do anticorpo (54). Pelo fato de
também corar os vasos linfaticos, levantou-se a hipétese de que o antigeno M2A
poderia reconhecer a podoplanina humana, o que foi confirmado por estudos de
Western blotting e ELISA (55).

A podoplanina humana, descrita por Wetterwald e colaboradores em
1996 (56), sob a designacdao de antigeno E11, é uma glicoproteina
transmembrana tipo mucina, de 38kd, que apresenta extensa O-glicosilagao e alto
teor de &cido sialico. Estudos recentes demostraram que sua regulacao é feita
pelo gene Prox 1, gene mestre que controla o desenvolvimento dos progenitores
linfaticos das veias embrionarias (57). Inicialmente expressa nas células do
endotélio linfatico (28, 29), do plexo cordide, nas células alveolares tipo |,
nos osteoblastos e nas células mesoteliais peritoneais, foi posteriormente
identificada na superficie das células epiteliais glomerulares de camundongos
(podécitos) e, pelo fato de estar envolvida nos processos podais na nefrose
induzida por puromicina, recebeu a denominacdo de podoplanina (30).
Trabalhos mais recentes demonstraram que a podoplanina é surpreendemente
expressa em alguns tipos celulares de tecidos normais que estdo expostos ao
fluido de interface, entre elas as células mioepiteliais das glandulas salivares e as
células epiteliais dos ductos biliares hepaticos que estdo expostas a bile alcalina
(55, 58).

Numerosos homoélogos desta proteina foram identificados, tais como o
T1 alpha, expresso na superficie apical das células alveolares tipo 1 dos pulmdes
de rato (59), o OTS-8 (60), o RTI40 (61),0 gp38 (62), o gp40 canino (63),
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0 gp36 humano (64) e 0 PA2.26 murino (65). A expressao da podoplanina/T1alfa
nas células alveolares tipo | (55, 66) e nos podécitos glomerulares do rim,
indicam que a extensa porcdo O-glicosilada da podoplanina com seu alto
conteldo de acido sialico e sua estrutura negativa alterada podem ter funcao

protetora nos compartimentos fluidos internos e externos.

Schacht e colaboradores (67), evidenciaram que a super-expressao da
podoplanina nas células endoteliais vasculares cultivadas promoveu a formagéo
de extensbes celulares alongadas, aumento da adesao das células endoteliais,
migracao e formacao de tubulos. Estes achados sugerem que a podoplanina pode
ter importante papel na reorganizagdo citoesquelética. Esta potencial fungcédo da
podoplanina apdia-se nos resultados destes mesmos autores que observaram
forte expressdao nos miofibroblastos da prdostata, nas células mioepiteliais da
mama e das glandulas salivares, nos fibromiécitos dos testiculos e nas células do
peri-neuro, todas as células contrateis que apresentam frequentes alteragcées na
sua forma, mediada por miofilamentos (68). Portanto, a podoplanina pode ter
importante papel, também, na mediagéo das propriedades contrateis celulares.

Ainda segundo estes autores, nos seus estudos em pele de ratos,
a expressao da podoplanina foi fraca e focal nos queratindcitos basais da pele
humana normal e negativa na maioria dos queratinécitos. No entanto, a maioria
dos carcinomas escamosos da pele humana expressaram fortemente a
podoplanina, particularmente os recorrentes e os pouco diferenciados, sendo esta
ausente nos carcinomas escamosos bem diferenciados. A observacdo da
super-regulacdo do homédlogo da podoplanina PA2.26 durante a carcinogénese
epidérmica nos murinos e os achados prévios de que a super-expressdao da
podoplanina promoveu a motilidade e a migracdo celular , indicam que esta
proteina desempenhe significante papel na progressdo dos tumores epiteliais,
possivelmente pelo aumento da disseminacdo das células tumorais via vasos

linfaticos.
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Estudo recente sobre o imuno-perfil das células mioepiteliais nas areas
intra-ductais do carcinoma ex-adenoma pleomérfico, demostrou que a expressao
do D2-40 foi mais forte nas células mioepitelais benignas que circundam as
células epiteliais malignas, do que nas células mioepiteliais benignas em areas
“ducto-like” do adenoma pleomérfico. Estes achados sugerem que no processo
malignizacdo, as células mioepiteliais benignas diferenciam-se e poderiam,
possivelmente, produzir importantes proteinas relacionadas a supressao tumoral
(69,70).

Ao contrario da maioria dos marcadores endoteliais utilizados na rotina
da Patologia Cirurgica, que sdo expressos em vasos linfaticos e sanguineos,
a podoplanina € uma proteina seletivamente expressa no endotélio linfatico,
sendo um marcador util para determinar invasao linfatica tumoral (29, 71, 72) e
para demonstrar a diferenciacdo linfatica de tumores vasculares benignos e
malignos (29, 73, 74, 75). A podoplanina também tem se mostrado util no
diagnéstico  diferencial de varias neoplasias ndo-vasculares como ©0s
mesoteliomas epitelidides (74), os tumores de células germinativas gonadais e
extra-gonadais (53, 54, 76, 77, 78), os hemangioblastomas (58) e os sarcomas

sinoviais (30).
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2- JUSTIFICATIVA
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Em carcinomas de glandulas salivares ha raros estudos sobre a
vascularizacdo linfatica e sua correlacdo com a expressao dos fatores de
crescimento linfangiogénicos nas células tumorais. O presente estudo corrobora
com o entendimento da linfangiogénese induzida pelo tumor, a qual tem se

revelado como um novo alvo para o controle do cancer metastatico.
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3.1- Objetivo geral

Comparar a densidade microvascular linfatica e a expressao dos fatores
linfangiogénicos entre carcinomas salivares agrupados em duas categorias,
conforme a probabilidade de dar metastases cervicais (risco baixo/moderado e

alto).

3.2- Objetivos especificos

Em carcinomas salivares, subdivididos quanto a probabilidade de dar

metastases cervicais (riscos baixo/moderado e alto) iremos:

Avaliar a microdensidade vascular linfatica intratumoral e peritumoral;
e Analisar a frequéncia de émbolos neoplasicos em linfaticos intra e peritumorais;

e Analisar a porcentagem de células carcinomatosas que expressam VEGF-C e
HGF (fatores linfangiogénicos);

e Comparar as microdensidades vasculares linfaticas intra e peritumorais e a
porcentagem de células tumorais que expressam fatores de crescimento
associados a linfangiogénese (VEGF-C, HGF) entre os dois grupos de

carcinomas.
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Abstract

Nodal metastasis is an important prognostic indicator in head and neck
cancers, including salivary carcinomas. In these, the risk for lymph node
metastasis is variable and strongly associated with the tumor histologic type.
The aim of the current study was to evaluate the lymphatic vessel density (LVD)
and expressions of lymphangiogenic growth factors by tumor cells in different
histologic types of salivary carcinomas subdivided according to the risk for nodal
metastasis. In 15 high-risk (undifferentiated, high-grade mucoepidermoid and
salivary duct carcinomas) and 60 low/moderate-risk tumors (adenoid cystic,
low/intermediate-grade mucoepidermoid, acinic cell, myoepithelial, epithelial-
myoepithelial and polymorphic low-grade carcinomas) the expressions of vascular
endothelial growth factor-C (VEGF-C), hepatocyte growth factor (HGF) and D2-40
(for assessing LVD) were examined. No significant differences were encountered
between high- and low/moderate/-risk carcinomas regarding LVD and VEGF-C or
HGF expressions. Furthermore, the expression of these proteins did not correlate
with LVD. Lymphatic vascular invasion was mainly found in high-risk carcinomas.
Intratumoral LVD was significantly lower than peritumoral, regardless of the risk for
metastasis and primary site of the lesion. The histologic types of salivary
carcinomas which are associated with high-risk for nodal metastasis do not present
increased LVD or VEGF-C and HGF expressions. The greater tendency for
metastasis in these carcinomas seems to be related to their capacity to invade
lymph vessels. Further studies on tumor cell interactions with lymphatic endothelial
cells are needed to improve our understanding of the metastatic potential of

salivary carcinomas.

Keywords: lymph vessels, salivary carcinoma, VEGF-C, HGF.

Artigo
28



Introduction

Nodal metastasis is an important prognostic predictor in head and neck
cancers, including salivary carcinomas. The risk for lymph node metastasis in
these carcinomas is highly variable (9% - 85%) [1] and strongly associated with the
tumor histologic type [1-5]. It is a general consensus that high-grade
mucoepidermoid carcinomas, salivary duct carcinomas, undifferentiated
carcinomas and squamous cell carcinomas are high-risk tumors for nodal
metastasis [1, 3-5]. In these the risk for neck metastasis has been described to be
>50% [1] and, thus, elective neck dissection is considered in their management
[1-3].

Lymph vessels provide the main avenue for nodal metastasis and in
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) it has been shown that tumors
of different anatomic regions do not vary significantly in their lymphangiogenic
properties [6, 7]. However, a high lymph vessel density (LVD) seems to be an
indicator of the risk of lymph node metastasis in HNSCC [6-9]. Regarding salivary
gland tumors, the lymphatic vessels have rarely been studied [10-12] and in a
particular type of salivary carcinoma, i.e. in those arising in pleomorphic adenomas
(CXPA) the lymphatic network was found to be mainly composed of pre-existing
vessels [10].

The aim of the current study was to evaluate LVD in different histologic
types of salivary carcinomas subdivided according to the risk for nodal metastasis.
Furthermore we looked at the clinical follow up of the patients and analyzed
expressions of lymphangiogenic growth factors by tumor cells. Lymphangiogenesis
is regulated by multiple growth factors [13] in which vascular endothelial growth
factor (VEGF)-C plays a key role as an essential and selective lymphangiogenic
factor whereas hepatocyte growth factor (HGF) is a novel lymphangiogenic factor
with an indirect mechanism of action [14]. The contribution of these proteins to
tumor LVD and nodal metastasis in salivary carcinomas has yet to be investigated.
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Materials and Methods

The present study was approved by the Committee of Ethics of the
University of Campinas, Brazil and was performed in 75 cases of salivary
carcinomas which were retrieved from the files of the Department of Pathology of
the University of Campinas. The study population consisted of 30 men (40%) and
45 women (60%), the average age at the time of diagnosis was 52.71 years
(ranged from 7 to 72 years). The tumors were classified according to Regis de
Brito Santos et al (2001) in low/moderate-risk for nodal metastasis [1] - 60 cases
(adenoid cystic carcinomas - 15 cases, low/intermediate-grade mucoepidermoid
carcinomas - 8, acinic cell carcinomas - 13, myoepitelial carcinomas- 6, epithelial-
myoepithelial carcinomas- 12 and polymorphic low-grade adenocarcinomas-
6 and high-risk - 15 cases (undifferentiated carcinomas - 3 cases, high-grade
mucoepidermoid carcinomas - 5 and salivary duct carcinomas 7). Regarding tumor
location 64.71% were in the major salivary glands and 35.29% in the minor ones.
Demographic and clinical information was obtained from the patients’ medical

records. None of them had received preoperational chemotherapy or radiotherapy.
Tissue microarrays

Salivary carcinoma samples were selected for tissue microarray (TMA)
studies to evaluate the expressions of VEGF-C and HGF in tumor cells by
immunohistochemical method. Three tissue cores of 1mm diameter were punched
(Tissue-Tek Quick-Ray™ Tissue Microarray System; Sakura; USA) as
representative of the whole tumor in each case. Necrotic or hemorrhagic areas
were avoided. The selected cores were placed into receptor blocks of TMA.
Sections with 5um thickness were obtained for the immunohistochemical studies.

Immunohistochemistry

The antibodies used in this study were D2-40 (for detection of lymph
vessels), VEGF-C and HGF (Table 1). For immunohistochemical staining,
5um sections from each paraffin block were deparaffinized, hydrated and

endogenous peroxidase activity was quenched by immersion of the slides in
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3% hydrogen peroxide. The antigen retrieval (AR) was achieved by boiling them in
a steamer immersed in citrate buffer (pH 6.0), except for D240. For D240 AR was
performed using TrisEDTA (pH 9.0). After washing, the sections were incubated at
4°C, with the primary antibody, overnight. Signal detection was performed using
EnVision peroxidase system (DAKO, Carpenteria, CA, USA) for 1h at 37°C.
Subsequently, sections were stained for 5 min at 37°C with 3.3’- diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) and counter-stained with Mayer's hematoxylin.
The isotype-matched negative controls did not show colored-precipitate on the

tissue, which indicates that artifactual staining was minimized.

Evaluation of staining

Assessment of LVD: Intratumoral LVD (3 hotspots were located within
tumor mass) and peritumoral LVD (3 hotspots were located within an area 500um
from the tumor border) were assessed separately. In each tumor section stained
for D2-40 the lymphatic vessels were manually counted at 200X (0.7386 mm? field)
by two authors (MFM and LF) using a double-headed microscope. The mean
number of lymphatics assessed was determined as LVD and the mean peritumoral
LVD and intratumoral LVD were calculated for each case. Invasion of the D2-40
intratumoral or peritumoral lymphatic vessels by carcinoma cells (tumor emboli)

was also evaluated.

Assessment of VEGF-C and HGF expressions: Brown staining of the
cell cytoplasm was regarded as positive. The relative numbers of neoplastic
VEGF-C + and HGF + cells were considered in relation to all neoplastic cells
observed in each stained section. When the number of positive cells was more
than 10%, the case was judged positive. The positive neoplastic cells were
assessed regarding quantity using a three-tiered scale: >10% - 25%, >25% - 50%
and >50% of positive cells.
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Statistical analysis

A chi-square test or a Fisher exact test was used to assess the
associations among categorical data. Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney U test
were used for comparison of the numeric variables between the different groups as
appropriate. Data were presented as mean + SD, and the results with p<0.05 were
considered significant. All the statistical procedures were performed using SPSS
software for Windows, version 12.0 (SPSS® Inc. lllinois, USA).

Results
LVD

Peritumoral LVD was significantly higher than intratumoral LVD
(Figure 1) in carcinomas with high-risk for nodal metastasis as well as in
low/moderate-risk tumors. In the latter, peritumoral LVD means ranged from
15.83 to 71.83 and intratumoral from 0.50 to 12.40. No significant difference was
found among the carcinomas of this group (p=0.130 for peritumoral LVD and
p=0.209 for intratumoral). In high-risk tumors peritumoral LVD means ranged from
13.33 to 39.71 and intratumoral from 0.00 to 8.40 and no significant difference was
found among these carcinomas either (p=0.311 for peritumoral LVD and p=0.233
for intratumoral). Furthermore, no correlation was detected between intratumoral

and peritumoral LVD and risk for nodal metastasis or tumor site (Table 2).

Tumor emboli within lymph vessels were observed in 1 out of 60 cases
(1.6%) in low/moderate-risk carcinomas and in 3 out of 15 (20%) in high-risk
tumors. These emboli (Figure 1F) were found in intratumoral (4 cases) and
peritumoral (1 case) lymphatics (one high-grade mucoepidermoid carcinoma
presented intra and peritumoral emboli). Nodal metastasis at time of primary
surgery was detected in 5 patients and their tumors did not show significant
differences in terms of LVD when compared with those of patients without
metastasis (Table 2).
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VEGF-C and HGF expressions

No correlation was found between the amount of positive cells for
VEGF-C and HGF (Figure 2) and intratumoral or peritumoral LVD (Table 2).
The expression of these proteins did not correlate with the risk for nodal metastasis
either (Table 3).

Discussion

To our knowledge, this is the first study in which LVD was assessed in a
series of different histologic types of salivary carcinomas from diverse primary
locations (major and minor salivary glands). We showed that high-risk tumors for
nodal metastasis (high-grade mucoepidermoid carcinomas, salivary duct
carcinomas, undifferentiated carcinomas) presented no significant difference in
LVD when compared with low/moderate-risk carcinomas. These findings suggest
that high- and low-risk salivary carcinomas are equally lymphangiogenic.
Furthermore, despite the small number of patients with nodal metastasis,
the absence of significant differences of LVD between salivary carcinomas with
and without metastasis reinforces this assumption. Therefore, measurements of
LVD seem to have no utility for estimation of metastatic risk for salivary

carcinomas.

Our findings contrast with the observations for HNSCCs, particularly for
SCC affecting the oral cavity, which is also a common site for salivary carcinomas
[7, 8, 15]. In HNSCC, LVD measurements have been suggested as potential
indicators of the risk of lymph node metastasis [6-9]. We believe that these
discrepancies between SCC and salivary carcinomas regarding LVD and risk for
nodal metastasis may reflect genuine differences between the malignant behaviors
of these two types of carcinomas of the head and neck region. The mechanisms by
which tumor cells leave the primary site, invade lymphatics and metastasize are
complex. We speculate that in salivary carcinomas the main difference between
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high- and low-risk tumors for nodal metastasis could be their capacity to invade
lymph vessels in addition to the mere presence of these channels. In this sense,
in the current series, the finding of tumor emboli mainly in high-risk carcinomas
lends support to this hypothesis. The mechanisms that control tumor cell
interactions with lymphatic endothelium are still poorly understood and further
studies are needed to explore the genetic and biochemical determinants involved

in tumor cell entry into lymphatics in salivary carcinomas.

In human cancers, LVD has been analyzed within the main neoplastic
mass (intratumoral lymphatics) as well as at the tumor margin (peritumoral
lymphatics). In certain types of neoplasms, such as breast, ovarian, endometrial
and lung cancers [16-19], no intratumoral lymphatic network has been found. In
contrast, in others such as cutaneous melanoma, HNSCC and SCC of uterine
cervix [8, 20, 21] intratumoral lymphatics do exist and have been associated with
nodal metastasis and adverse clinical outcome. In salivary carcinomas we detected
lymph vessels in both intra- and peritumoral regions, although the latter was
significantly higher regardless of the tumor site and metastatic risk. These findings
suggest that the density of lymph vessels is governed by factors unrelated to
histologic differentiation or primary tumor location. It has been postulated that
growing tumor cells mechanically collapse or destroy the lymphatic network [22]
and this could explain the significantly lower intratumoral LVD in salivary
carcinomas. Low intratumoral LVD has also been found in HNSCC [7, 23]. It is of
interest is that in our cases tumor emboli were detected mainly in intratumoral
lymphatics, strengthening our previous suggestion that these can act as conduits

for tumor cells in salivary carcinomas [10].

VEGF-C and VEGF-D are ligands for the receptor tyrosine kinase
VEGFR-3 that is expressed on lymphatic endothelium. In experimental models,
it has been shown that overexpression of VEGF-C or -D induces lymph vessel
growth and lymph node metastases [24-27]. However, in human tumors this
correlation has not always been found. There are contradictory results in different
cancers or even in the same type of tumor with regard to VEGF-C expression and
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lymphangiogenesis or nodal metastasis [6, 20, 28]. In the current series,
carcinomas with high- and low/moderate-risk for nodal metastasis presented
similar expressions of VEGF-C. Furthermore, no correlation between VEGF-C
expression by carcinoma cells and number of intra/ peritumoral lymphatics was
encountered. These findings suggest that in salivary carcinomas tumor-produced
VEGF-C may not be functional or alternatively this protein is not the only vascular
stimulator involved in tumor lymphangiogenesis. This process is regulated by
multiple factors that are produced by various cell types, including tumor-associated
macrophages and fibroblasts [20, 29, 30]. Moreover, in addition to VEGF-C/VEGF-
D/VEGFR-3 axis (the main signal transduction system in Ilymphatics),
other lymphangiogenic factors (such as HGF and angiopoietin) have recently been
described to influence this system (reviewed in Van der Auwera et al 2006).

HGF is a growth factor that belongs to the plasminogen-prothrombin
gene superfamily that has a direct role in promoting tumor cell growth and invasion
and stimulates lymphagiogenesis through an indirect mechanism [14]. In tumor
model overexpression of HGF was found to induce lymphatic vessel growth in the
peritumoral region [14] and in human oral SCC a significant correlation was
detected between LVD and HGF expression [31]. In contrast, in high grade salivary
carcinomas absence of correlation between HGF expression in tumor cells and
regional lymph node and distant metastasis has been reported [32]. Our findings
are in agreement with these data as we did not observe any significant relationship
between HGF tumor expression and LVD. However, stromal expression of HGF,
which was not studied in this work, has been described to be related to metastasis
in salivary carcinomas [32]. Therefore, the role of HGF in metastasis of salivary
carcinomas may involve mechanisms other than lymphangiogenesis that need to

be better explored.

In conclusion, the histologic types of salivary carcinomas which are
associated with high-risk for nodal metastasis do not present increased LVD or
VEGF-C and HGF expressions. It is likely that the greater tendency for metastasis
in these carcinomas depends on their capacity to invade lymph vessels.
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Table 1- Details of the antibodies used for immunohistochemistry

Buffer
Antibody Clone Dilution Source
(antigen retrieval)
D240 D240 1:200 *DAKO Tris-EDTA
VEGF-C H-190 1:100 # Santa Cruz Citrate
HGF N-19 1:500 # Santa Cruz Citrate

*Dako Corporation Glostrup, Denmark; # Santa Cruz Biotechnology, USA
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Table 2- Correlations of LVD with clinicopathological parameters and VEGF-C and

HGF expressions

ILVD PLVD
Factors N p p *P
(mean+SD) (mean+SD)
Risk for metastasis 0.953 0.518
Low/moderate 60 7.90+17.43 43.54+45.08 0.000
High 15  5.17+8.03 33.67+29.31
Tumor location 0.766 0.927
Major salivary glands 33  9.64+18.92 39.53+32.48 0.000
Minor salivary glands 24  7.38+16.76 49.46+60.14
Nodal Metastasis 0.608 0.806
With 5 9.40+18.82 46.00+51.73 0.000
Without 55  6.15+14.51 38.50+43.52
VEGF-C expression
by tumor cells 0.774 0.319
S 25% 29  6.93+16.19 39.34+28.38 0.000
>25% 16 4.50+10.75 34.75+38.12
HGF expression by
tumor cells 0.275 0.328
S 25% 30 7.43+16.39 38.00+29.08 0.000
>25% 13 4.00+11.82 34.69+39.82

*Intratumoral versus peritumoral lymphatic vessel density. ILVD, intratumoral lymphatic vessel density;

PLVD, peritumoral lymphatic vessel density.
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Table 3- Expressions of VEGF-C and HGF in salivary carcinomas subdivided

according to the risk for nodal metastasis

Total
Growth factor Low/moderate-risk High-risk P
cases
VEGF-C expression
by tumor cells 0.612
<25% 13 20.0% 18.8%
> 25% 53 80.0% 81.2%
HGF expression by
tumor cells 0.191
< 25% 46 62.7% 81.8%
>25% 24 37.3% 18.2%
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Figure 1- Peritumoral and intratumoral lymphatic vessels stained for D2-40
(brown): A, B and C - acinic cell carcinoma (low/ moderate-risk tumor
for nodal metastasis); D, E, F and G - salivary duct carcinoma with
sarcomatoid component (high-risk tumor for nodal metastasis).
The peritumoral lymphatic vessel density (A, D) is higher than the
intratumoral one (B, E) in both types of carcinomas. Note the tumor
embolus within an intratumoral lymphatic vessel in the salivary duct
carcinoma (inset - F)
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Figure 2- VEGF-C (A) and HGF (B) expressions by tumor cells in mucoepidermoid
and acinic cell carcinomas
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5- DISCUSSAO GERAL
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Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro estudo no qual a DLV foi
avaliada em uma série de diferentes tipos histolégicos de carcinomas salivares de
localizagdes primarias diversas (glandulas salivares maiores e menores).
Nés demonstramos que tumores com alto risco para metastases em linfononodos
(CME 3 de alto grau, carcinomas indiferenciados - CAl e carcinomas de ducto
salivar - CDS) ndo apresentam diferenga significativa em relagcdo a densidade
vascular linfatica quando comparados com carcinomas de baixo risco.
Estes achados sugerem que os carcinomas de baixo e alto risco sdo equivalentes
quando a linfangiogénese. Além disso, apesar do pequeno numero de casos com
metastases em linfonodos, a auséncia de uma diferenca significativa da DLV entre
0s carcinomas salivares com e sem metastases reforca a consideracéo de que a
DLV nao tem implicagdes no risco para metastases. Portanto, a avaliagdo da DLV
parece nao ter nenhuma utilidade para a estimativa do risco de metastase nos

carcinomas salivares.

Nossos achados contrastam com as observagdes dos carcinomas de
células escamosas de cabegca e pescoco, particularmente em relagcdo aos
carcinomas de células escamosas que afectam a cavidade oral, que também é
um local comum para os carcinomas salivares (4, 79). Em carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescoco, a avaliagdo da DLV tem sido sugerida como um
potencial indicador do risco de metastases linfonodais (3). Acreditamos que as
discrepancias entre os carcinomas de células escamosas e 0s carcinomas
salivares quanto a DLV e ao risco para metastase em linfonodos possam refletir
diferencas genuinas entre os comportamentos malignos destes dois tipos de
carcinomas da regido da cabeca e pescoco. Os mecanismos pelos quais as
células tumorais deixam o sitio primario, para invadir os vasos linfaticos e dar
metastase sdo complexas. Nos consideramos a possibilidade de que a principal
diferenga entre os carcinomas de baixo e alto risco para metastases em linfonodos
seja a sua capacidade de invadir os vasos linfaticos, além da mera presenca dos
proprios vasos. Nesse sentido, o encontro de émbolo tumoral principalmente em
carcinomas de alto risco reforga essa hipotese. Os mecanismos que controlam as

interagées entre as células tumorais e o endotélio linfatico ainda sdo pouco
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compreendidos e estudos adicionais sdo necessarios para investigar o0s
determinantes genéticos e bioquimicos envolvidos na entrada das células tumorais
em vasos linfaticos nos carcinomas salivares. Em canceres humanos, a DLV tem
sido analisada dentro da massa tumoral principal (linfaticos intratumorais), assim
como na margem do tumor (linfaticos peritumorais). Em certos tipos de neoplasia,
como carcinomas de mama, ovario, endométrio e pulméao, nenhuma rede linfatica
intramural foi encontrada. Em contraste, em outros tipos de tumores, como o
melanoma cutaneo, carcinoma epidermdéide e carcinoma epidermoide de colo
uterino

(4, 71, 80) linfaticos intratumorais sao observados e tém sido associados com
metastases em linfonodos e evolugao clinica adversa. Em carcinomas salivares,
ndés detectamos a presenca de vasos linfaticos tanto na regido intra como
peritumoral, embora na regido peritumoral a quantidade de linfaticos tenha sido
significativamente mais alta, independentemente do sitio do tumor e do risco de
dar metastases. Esses achados sugerem que a densidade vascular linfatica é
regida por outros fatores sem relacdo com o tipo histoldégico e o sitio tumoral.
Tem sido postulado que o crescimento das células tumorais colapsa por pressao
mecanica ou destroi a rede linfatica (8) e isso poderia explicar a DLV intratumoral
significativamente menor em carcinomas salivares. Baixa DLV intratumoral
também foi encontrada nos carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco (1, 79). E interessante destacar que nos nossos casos, os émbolos
carcinomatosos foram detectados principalmente em vasos linfaticos
intratumorais, fortalecendo nossa sugestao anterior de que estes vasos possam
atuar como vias de disseminacdo para as células tumorais em carcinomas

salivares (11).

Os fatores VEGF-C e VEGF-D se ligam no receptor tirosina quinase
VEGFR-3, que é expresso no endotélio linfatico. Em modelos experimentais,
foi demonstrado que a superexpressao de VEGF-C ou D induz o crescimento de
vasos linfaticos e de metastases linfonodais (81-82). Todavia, em tumores
humanos essa correlacdto nem sempre foi encontrada. Ha& resultados

contraditérios em diferentes tipos de canceres ou até no mesmo tipo de tumor no
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que diz respeito a expressdo do VEGF-C e a linfangiogénese ou metastase em
linfonodo (3, 71, 83). Este processo é regulado por mdultiplos fatores que séo
produzidos por varios tipos celulares, incluindo macréfagos associados ao tumor e
fibroblastos (2, 71, 84). Além disso, paralelamente ao eixo VEGF-C/VEGF-
D/VEGFR-3 (o principal sistema de transducédo de sinal nos vasos linfaticos),
recentemente outros fatores linfangiogénicos (como o HGF e angiopoietina) tém
sido descritos a influenciar este sistema (84).

by

O HGF é um factor de crescimento que pertence a superfamilia do
gen protrombina-plasminogénio, que tem um papel direto na promocdo do
crescimento da célula tumoral e invasdo, além de estimular a linfangiogénese
através de um mecanismo indireto (41, 85). Em modelos experimentais,
0 aumento da expressao do HGF esta relacionado com a inducao do crescimento
de vasos linfaticos peritumorais (41), e em carcinomas de células escamosas da
cavidade oral ha uma significativa correlacdo entre DLV e a expressdo do HGF
(86).

Entretanto, alguns trabalhos ndo encontraram correlagdo entre carcinomas
salivares de alto grau e a expressdo de HGF em relagdo a metastases em
linfonodos e em sitios distantes do tumor. Nossos achados estdo de acordo com
esses dados, uma vez que também ndo encontramos relagdo significativa entre a
expressao tumoral do HGF e DLV. Entretanto, a expressao estromal do HGF,
que nao foi estudada neste trabalho, tem sido relacionada com metastases em
carcinomas salivares (23). Portanto, o papel do HGF nas metastases dos
carcinomas salivares pode envolver outros mecanismos que nao a

linfangiogénese e precisam ser melhor explorados.
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6- CONCLUSAO GERAL
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1- Carcinomas de glandulas salivares com alto risco para metastases em
linfonodos nao apresentam diferenca significativa em relacdo a densidade
vascular linfatica quando comparados com carcinomas de baixo/moderado

risco.

2- Embolos carcinomatosos estdo presentes principalmente em vasos linfaticos
intratumorais, indicando esta localizacdo como possivel via de disseminacao

para as células neoplasicas.

3- A expressao dos fatores linfangiogénicos VEGF-C e HGF nao tém correlacao
com o risco para metastases em linfonodos, ndo havendo correlagao entre a
quantidade de células positivas para VEGF-C e HGF e a densidade vascular

linfatica intratumoral e peritumoral.
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