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REsumo

Objetivo: Analisar expressao da cadeia y2 da laminina 332 na membrana basal de vasos de carcinoma de células escamosas orais (CCE) e seu aspecto de conti-
nuidade para detecgdo de possiveis processos invasivos vasculares, importante evento na progressao da doenca. Ainda, associar os aspectos clinicos do paciente e da
leséo com os achados microscopicos. Material e Métodos: Foi realizada técnica imuno-histoquimica para deteccéo da cadeia y2 da laminina 332 em 16 casos de CCE,
sendo oito Bem Diferenciado e oito Moderadamente Diferenciado. Os aspectos microscopicos avaliados foram expresséo da molécula na membrana basal de vasos
e 0 seu aspecto de continuidade. Possiveis associagdes entre dados clinicos e achados microscépicos foram avaliadas. Resultados: Um total de 15 casos (93,75%)
apresentaram vasos com expressao da cadeia y2. Em CCE Bem Diferenciados, 85,71% das lesdes apresentaram vasos com perda de continuidade da membrana basal,
enquanto que em CCE Moderadamente Diferenciados 100% dos casos tiveram vasos com esse aspecto. Em relagdo as associacdes entre aspectos clinicos e integridade
da membrana basal vascular, nos CCE Bem Diferenciados foram observadas correlagdes positivas da perda de continuidade com o género e idade acima de 60 anos (p <
0,0001). Para CCE Moderadamente Diferenciado, as associagdes foram com género masculino (p < 0,0001), habito de fumar (p < 0,0001) e idade < 60 anos (p < 0,0001).
Conclus&o: Nossos dados sugerem que a expressao da cadeia y2 em estruturas vasculares esta presente em lesées de CCE e pode estar associada ao comportamento
mais agressivo da doenca.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas orais; Laminina 332; Cadeia y2.
ABSTRACT

Objective: 1) To analyze the y2 chain expression of laminin 332 in the basement membrane of vessels of oral squamous cell carcinoma (OSCC), and the appearance
of continuity, to identify possible vascular invasive procedures which are important events in the disease progression. 2) To examine the association between clinical
aspects from patients and microscopic findings from lesions. Material and Methods: Immunohistochemistry was performed to detect y2 chain of laminin 332 in 16 cases
of OSCC; of which, eight were classified as being “Well Differentiated” and eight as being “Moderately Differentiated.” Microscopic aspects were evaluated, including the
expression of the molecule in the basement membrane of vessels and the appearance of continuity. Results: 15 cases (93.75%) showed vessels with y2 chain expression.
In OSCC defined as being “Well Differentiated,” 85.71% of lesions presented with loss of vessel continuity of the basement membrane, whereas in OSCC defined as being
“Moderately Differentiated,” 100% of presented vessels with this aspect. Regarding associations between clinical aspects of patients and integrity of the vascular basement
membrane, in OSCC defined as being “Well Differentiated,” positive correlations were observed between loss of continuity and both gender and age >60 years (p < 0.0001).
For OSCC defined as being “Moderately Differentiated,” positive associations were observed for being male (p < 0.0001), currently smoking (p < 0.0001) and being <60
years old (p < 0.0001). Conclusion: Our data suggest that the y2 chain expression in vascular structures is presentin OSCC and is associated with more aggressive disease.

Keywords: Oral squamous cell carcinomas; Laminin 332; y2 chain.

Introducao
a cavidade oral e faringe foram diagnosticados 42.440 novos casos de cancer e 8.390 mortes foram estimadas em
2014 nos EUA.! O carcinoma de células escamosas oral (CCE) é o cancer oral mais comum, com 90-95% dos ca-
so0s. Representa a sexta neoplasia mais frequente em homens e a oitava em mulheres.? Em 2014, houve no Brasil o
surgimento de 11.280 novos casos em homens e mais de 4 mil em mulheres.’ Varios fatores de risco participam do desen-
volvimento do CCE, com papel de destaque para consumo excessivo de dlcool e tabaco. Esses habitos estdo envolvidos em,
aproximadamente, 90% das manifesta¢des de cancer oral no mundo.*

Quando as lesdes sdo diagnosticadas em estagios mais avangados, além de aspectos da doenga e do paciente, o com-
prometimento de estruturas adjacentes deve ser avaliado cuidadosamente. Por ser uma neoplasia maligna que apresenta
capacidade de invadir e destruir os tecidos, possibilitando migragao para locais distantes,® a invasdo linfovascular deve ser
considerada no prognoéstico do paciente. Esse tipo de processo invasivo vem sendo associado a condi¢des piores da doenga,
bem como as elevadas taxas de recorréncia, comportamento agressivo, metastases e baixa sobrevida.®

Embora a detec¢do da invasdo linfovascular seja importante, as laminas coradas com técnica de rotina (Hematoxilina e
Eosina-HE) representam desafio na detecgdo do processo, principalmente porque os tecidos podem estar desorganizados ou
ja bastante remodelados. Portanto, a utilizacdo de biomarcadores representa ferramenta de grande valor diagnoéstico, pois
permite a detec¢do de condigdes especificas nas diferentes estruturas das lesdes.

Constituindo a parede dos vasos existe uma importante estrutura denominada membrana basal, uma especializagiao
da matriz extracelular (MEC). A membrana basal é formada por uma rede tridimensional de macromoléculas incluindo,
colagenos, laminina, entactina, nidogénio e proteoglicano de heparan sulfato. Diversas fun¢des ja foram descritas para essa
estrutura como suporte, ancoragem celular, determinagdo da polaridade celular, organiza¢do de proteinas na membrana
plasmatica, promogéo da sobrevivéncia e via para a migracdo celular.’
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Das diversas moléculas da membrana basal, as lamininas formam um grupo amplo de glicoproteinas compostas pelas
cadeias a, § e y,® e um total de dezessete isoformas com diferentes combinagdes dessas cadeias ja foram descritas.” A lami-
nina 332 (a3£33y2) é uma das mais estudadas e representa importante componente da membrana basal na interface epitélio-
-conjuntivo.” Tem sido associada com a progressiao do tumor em uma variedade de neoplasias epiteliais malignas." Sua
presenga também foi descrita na membrana basal de vasos sanguineos."

Lesdes com comportamento agressivo possuem alta capacidade de produzir enzimas que degradam componen-
tes da MEC favorecendo a invasdo tumoral.'*'* Assim, a investigacdo de aspectos microscopicos invasivos em lesdes
de CCE oral podera contribuir para o entendimento sobre o comportamento da doenga, responsavel por altos in-
dices de mortalidade e morbidade.

O presente estudo buscou avaliar a expressdo da cadeia y2 da laminina 332 em vasos de CCE oral em uma
amostra populacional brasileira. Também foram realizadas associa¢des de dados clinicos dos pacientes e das
lesdes com os achados microscopicos com intuito de tragar um perfil clinicopatolégico mais detalhado da do-
enca na populagio estudada.

Material e Métodos

Toda amostra utilizada pertence ao Servico de Anatomia Patolégica do Curso de Odontologia/Universidade Federal do
Espirito Santo. As amostras foram obtidas a partir de bidpsias incisionais ou excisionais de diferentes locais da cavidade oral
de pacientes que procuraram atendimento no Programa de Prevencdo e Diagndstico de Cancer e Lesdes de Boca, desen-
volvido pelas disciplinas de Estomatologia e Cirurgia Buco-Maxilo-Facial II. O material obtido foi fixado em formaldeido
10% e incluido em parafina. Para as analises microscopicas, foram preparadas laminas histoldgicas, submetidas as técnicas
HE para diagndstico histopatoldgico, e imuno-histoquimica para analise da cadeia y2 da laminina 332. Durante a sele¢do
da amostra, foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo
paciente ou responsavel; prontudrio do paciente devidamente preenchido contendo género, idade e fator de risco (tabaco);
dados da lesao: localizag¢do anatomica e diagndstico histopatologico e material suficiente para andlise microscopica. O tra-
balho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (processo nimero CAAE: 45995815.9.0000.5060).

Na andlise imuno-histoquimica, foram realizados cortes seriados com 3 de espessura e processados para detecgao da
cadeia y2 utilizando-se o anticorpo Laminin y2 na dilui¢do de 1:100 (B-2, gerado em camundongo, Santa Cruz). Inicial-
mente, as laminas sofreram desparafinizagdo em xilol e reidratacdo em série decrescente de etanol. Foi realizada remocao
de pigmento formdlico com hidréxido de amonio a 10% em etanol 95%, durante 10 minutos. Em seguida, passou-se para
recuperagdo antigénica com solugdo tampao de citrato pH 6,4 a 95°C. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com
solugdo de perdxido de hidrogénio e o bloqueio de anticorpos inespecificos com solugdo de BSA 1%. A incubagao do anti-
corpo primario ocorreu durante 16 horas a 4° C. Passou-se para incuba¢do do anticorpo secundario e terciario pelo Sistema
Reveal (Springer, Biogen), conforme instrugdes do fabricante. A revelagdo foi realizada com cromégeno Diaminobenzidina
(DAB) e contracoloragdo com hematoxilina de Mayer. Entre as etapas foram feitas passagens em solu¢ao tampao de PBS.
Como controle negativo da imunomarcagéo, foi realizado o mesmo processamento, porém com substitui¢do do anticorpo
primdrio por PBS.

Para analise microscépica dos vasos, foi utilizada a obje-
tiva de 100x e em cada lamina foram capturadas 10 imagens
de campos aleatérios que serviram como area representati-
va do corte. Para evitar que um mesmo vaso fosse avaliado
mais de uma vez ou alguma estrutura deixasse de ser avalia-
da, cada imagem foi dividida em seis campos com o auxilio
de grade e as estruturas identificadas com um “X” (Figura
1). O aspecto microscopico inicial considerado foi: presenga
ou auséncia de expressdo da cadeia y2 na membrana basal
de estruturas vasculares. Quando presente, a membrana ba-
sal foi classificada como continua ou descontinua. Por fim,
nos casos de descontinuidade, foi definido o percentual de
vasos com perda de continuidade de sua membrana basal
em relacao ao numero total de vasos com imunomarcagio,
sendo estabelecidos dois grupos: grupo 1 com até 60% dos
vasos com membrana basal descontinua e grupo 2 com
mais de 60%. Todos os dados foram computados utilizando
o programa Microsoft Office Excel 2007. Um total de trés

Figura 1. Foto de um campo com linhas representando a grade.
! ) > Cada imagem foi dividida em seis pequenas areas para auxiliar na
avaliadores passou por etapas de calibragdo e testes cegos identificacdo de vasos com expressao da cadeia y2 da laminina

para que o estudo fosse realizado de forma homogénea e  332. Barra de escala = 20 um
imparcial.
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Apos a coleta de dados, foram estabelecidas as associagdes entre caracteristicas microscopicas e pardmetros clinicos. Os
dados clinicos (idade, sexo e exposi¢do ao tabaco) foram examinados e cada variavel foi comparada com o perfil imuno-
-histoquimico. Os dados coletados foram organizados em tabelas. As analises estatisticas e construc¢do dos graficos foram
realizados com o Software GraphPad (La Jolla, CA, USA). Foi aplicado o teste exato de Fisher sendo considerados significa-
tivos os dados com p < 0,05.

Resultados

Inicialmente, foram selecionados 23 casos de CCEs, porém sete amostras foram excluidas por ndo apresentarem material
suficiente para analise imuno-histoquimica. Do total de 16 casos, oito foram diagnosticados como CCE Bem Diferenciado
e oito como CCE Moderadamente Diferenciado. Nas lesoes bem diferenciadas, o local mais acometido foi o assoalho bucal
(50%) seguido de rebordo alveolar (25%). J4 em CCE Moderadamente Diferenciado, a localiza¢do anatdmica de maior aco-
metimento foi a lingua e associagdes entre lingua e gengiva (50% cada). Nos dois tipos de lesdes, foi observado maior aco-
metimento em homens (87,5% Bem diferenciado e 75% Moderadamente diferenciado) e fumantes (100% Bem diferenciado
e 75% Moderadamente diferenciado). A média de idade foi de 58,68 anos (Tabela 1).

Tabela 1. Dados clinicos dos carcinomas de células escamosas orais

Bem Diferenciado Moderadamente Diferenciado

N (%) N (%)
Género
Masculino 7 (87,5%) 6 (75%)
Feminino 1 (12,5%) 2 (25%)
Tabagismo
Sim 8 (100%) 6 (75%)
Nao 0 2 (25%)
Idade
< 60 anos 6 (75%) 4 (50%)
> 60 anos 2 (25%) 4 (50%)
Localizagao Anatémica
Assoalho bucal 4 (50%) 2 (25%)
Gengiva e Lingua 1 (12,5%) 4 (50%)
Rebordo alveolar 2 (25%) 1(12,5%)
Palato (Duro e Mole) 1(12,5%) 1(12,5%)

A andlise microscopica da expressdo da cadeia y2 nas estru-
turas vasculares mostrou variagdes. Foi possivel identificar vasos
que ndo apresentavam a marcagdo (Figura 2 C* e D seta), vasos
que apresentavam marcagdo e membrana basal continua (Figura
2 e seta) e vasos imunomarcados com membrana basal desconti-
nua (Figura 2 F*). Ainda o controle negativo mostra auséncia de
marca¢do nos tecidos (Figura 2 B) e em laminas coradas com HE
é possivel identificar vasos (Figura 2 A seta), mas ndo aspectos
relacionados a organiza¢io de sua parede.
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Figura 2. Expressdo da cadeia y2 da laminina 332 na membrana basal em
vasos de CCEs. (A, seta) Vaso da microcirculacdo em CCE Bem Diferenciado
processado pela técnica de HE ndo sendo possivel a observagao de altera-
¢Oes estruturais na membrana basal. (B, *) Controle negativo de CCE Bem

e

Diferenciado. (C, * e D, seta) Presenca de vasos sem expressdo da cadeia y2
em CCE Bem diferenciado. (E, seta) Identificacdo de vaso com marcacdo da
cadeia Y2 e membrana basal continua em CCE Bem diferenciado. (F, *). Vaso
imunomarcado com membrana basal descontinua em CCE Moderadamente
diferenciado. Imuno-histoquimica. Barra de escala = 20 um
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Dos 16 casos avaliados, 15 (93,75%) apresentaram vasos com expressao da cadeia y2. O unico caso em que ndo foi
observada marcag¢io ocorreu em CCE Bem Diferenciado. Em andlise comparativa, dos oito casos de CCE Bem Dife-
renciado, 87,5% eram homens e desses, 85,5% tiveram expressdo (p < 0,0001). A tinica mulher encontrada também
apresentou expressdo. Todos os casos estavam associados ao habito de fumar. Em rela¢do a idade (Figura 3, graficos
A, B e C), 75% tinham menos ou até 60 anos (p < 0,0001). Ja dos oito casos de CCE Moderadamente Diferenciado,
75% eram homens e também fumantes. Ja em relagdo a idade, metade tinha até 60 anos (Figura 3, graficos D, E e F).
Para os sete casos de CCE Bem Diferenciados com expressdo da cadeia y2, 85,71% apresentaram vasos com perda de
continuidade. Desses, 66,66% tiveram até 60% de vasos com esse aspecto (Figura 4, grafico A). Ja para os oito casos
de CCE Moderadamente Diferenciados, 100% tiveram vasos com descontinuidade. Ainda, sete casos foram classifi-
cados no grupo com mais de 60% de vasos com esse achado microscépico (Figura 4, grafico E).
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Figura 3. Gréficos da associacdo entre aspectos clinicos e expressdo da cadeia y2 em CCEs. A-C andlises
em lesoes de CCE Bem Diferenciado, sendo associacdo com género (A, p < 0,0001), habito de fumar (B,
p = 1,0) e idade (C, p < 0,0001). D-F analises em lesdes de CCE Moderadamente Diferenciado, sendo
associagdo com género (D, p = 1), habito de furmar (E, p = 1) e idade (F, p = 1). * representa diferencas
significativas, Teste Exato de Fisher
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Figura 4. Porcentagem de vasos com perda de continuidade da membrana basal em CCE Bem Diferencia-
do (A) e CCE Moderadamente Diferenciado (E). Associacdo entre aspectos clinicopatolégicos com a des-
continuidade da membrana basal em CCE Bem Diferenciado considerando género (B, p < 0,0001), habito
de fumar (C, p = 1) e idade (D, p < 0,0001). As mesmas analises para CCE Moderadamente Diferenciado
em relagdo a género (F, p < 0,0001), habito de fumar (G, p < 0,0001) e idade (H, p < 0,0001). * representa
diferencas significativas, Teste Exato de Fisher

Em relagdo as associagdes entre género, habito de fumar e idade com integridade da membrana basal em CCE
Bem Diferenciado, foi possivel observar que dos seis casos que tiveram perda de continuidade, cinco foram encon-
trados em homens, sendo 60% classificados no grupo 1. Ja a inica mulher apresentou mais de 60% dos vasos com
perda de integridade (Figura 4, grafico B, p < 0,0001). Todos os seis casos relataram habito de fumar e desses, 67%
pertenceram ao grupo 1 (Figura 4, grafico C). Em relagao a idade, 3 pacientes com < 60 anos foram classificados no
grupo 1 (Figura 4, grafico D, p < 0,0001). Ja em CCE Moderadamente Diferenciado, os achados foram: dos oito ca-
s0s, seis acometeram homens, sendo 84% classificados no grupo com mais de 60% dos vasos com perda de integrida-
de (Figura 4, grafico F, p < 0,0001). Ainda, seis pacientes relataram hdbito de fumar e 84% também pertenceram ao
grupo 2 (Figura 4, grifico G, p < 0,0001). Por fim, dos quatro casos com idade < 60 anos, todos foram classificados
no grupo 2 (Figura 4, grafico H, p < 0,0001).
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Discussao

O estudo buscou determinar associagdes entre o
perfil clinico de pacientes acometidos pelo CCE e a ex-
pressdo da cadeia y2 da laminina 332 em estruturas vas-
culares. Com aumento do conhecimento sobre aspectos
genéticos e proteicos, a busca por novos biomarcadores
passou a ser uma estratégia terapéutica relevante para
melhor compreensido do comportamento do cancer e
como op¢ao para futuras terapias.'®

Quanto aos achados clinicos, a maioria dos casos
de CCEs foram diagnosticados em homens, com hébi-
to de fumar e na faixa etdria entre a 4* e 6* década de
vida. Esses dados estdo em concordancia com estudos
sobre o cincer oral, que revelaram acometimento maior
em pacientes tabagistas. A literatura destaca que tanto
o tabaco quanto o dlcool sdo fatores que aumentam o
risco para o desenvolvimento do CCE.'>"” Em relagdo a
localizagdo anatomica, o assoalho foi o mais acometido,
semelhante ao estudo de Ribeiro." Esse achado difere
da maioria dos relatos da literatura, que apresentam a
lingua como local mais frequente.'”** Ainda sobre a lo-
calizacdo anatomica, observamos variagao entre os dois
tipos de CCE. Para os casos Bem Diferenciados, o local
mais frequente foi o assoalho, ja para as lesdes modera-
damente diferenciadas, o mais comum foi a associagao
de duas localizagdes anatomicas.

Nas lesdes de CCE Bem Diferenciado com expressao
da laminina 332, 85,5% eram homens, 100% da amostra
apresentaram habito de fumar e 75% com idade até 60
anos. Ja para os casos de CCE Moderadamente Diferen-
ciado e com expressao da laminina, a amostra compre-
endeu 75% de homens fumantes e 50% com idade até
60 anos. A média de idade dos casos foi de 58,68 anos.
Estudo feito por Ono* em CCE localizados na lingua
demonstrou que 63% eram individuos do género mascu-
lino com média de idade de 58,9 anos. Jd Souza et al.*
avaliaram 30 casos de CCEs orais e encontraram 74,2%
das lesdes em homens e média de idade de 60 anos.

Trabalhos vém demonstrando que a laminina 332
desempenha papel importante na adesdo celular, posi-
cionando as células epiteliais. Sua ligagdo com a inte-
grina a6PB4 forma hemidesmossomos compondo uma
estrutura estavel e firme com intensa estabilidade na
superficie basal do tecido epitelial.® Dentro do contex-
to da tumorigénese, sabe-se que o CCE oral tem como
caracteristica invasdo celular no tecido conjuntivo
subjacente e posterior migragdo para formar metasta-
ses. A laminina 332 estimula células tumorais huma-
nas na formagao de finas saliéncias no bordo dianteiro
das membranas, formando uma protrusdo do citoes-
queleto denominada “lamellipodia”. Anadlises in vitro
demonstraram que as protrusdes conduzem ao aumen-
to da migragdo e invasdo.*

Embora a maioria dos trabalhos busca analisar a ex-
pressdo da laminina 332 na interface epitélio-conjunti-
vo'"?® sua expressdo também ja foi observada em vasos.
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Estudo realizado em gliomas humanos demonstrou a
expressdo da cadeia y2 e sua associacdo com a angio-
génese tumoral.?® Quanto ao perfil da membrana basal
nas estruturas vasculares analisadas, 87,5% dos casos
de CCE Bem Diferenciado apresentaram imunoexpres-
sdo e, nesses, houve perda de continuidade em 85,7%. Ja
nos casos de CCE Moderadamente Diferenciado, 100%
da amostra apresentaram a marca¢do e perda de con-
tinuidade. O que demonstra a preferéncia de expressao
da cadeia y2 da laminina 332 em lesdes com compor-
tamento invasor, estando em concordincia com outros
trabalhos.?”?®

Como ja descrito na literatura, a interacao das células
endoteliais e adesdo a componentes da MEC séo fatores
considerados criticos para a manutengéo da integridade
vascular. Algumas atividades, como proliferacdo e mi-
gragdo fazem parte da angiogénese, processo essencial
para diferentes condi¢des, sejam elas fisiologicas, como
a cicatrizagdo de feridas, ou patoldgicas, como o cresci-
mento tumoral.?? A modificac¢do do sistema vascular nos
tecidos afetados pelo céncer estd fortemente envolvida
na progressido dessa doenga, sendo que o aumento da
angiogénese pode resultar em metéstases.”

Para os sete casos de CCE Bem Diferenciados com
expressdo da cadeia y2, seis apresentaram vasos com
perda de continuidade. Desses, 66,66% tiveram até 60%
de vasos com esse aspecto. Jd nas lesdes de CCE Mode-
radamente Diferenciados, todos os casos tiveram vasos
com perda de continuidade. Esses achados novamente
reforcam que quanto mais agressiva a lesdo, mais modi-
ficado estard o microambiente tumoral. Para invadir os
vasos, as células tumorais inicialmente devem aderir a
laminina presente na membrana basal para em seguida
secretar as proprias enzimas proteoliticas ou até mesmo
induzir as células hospedeiras a elaborar proteases que
clivam componentes das membranas basais epiteliais e
vasculares.’

Quando realizadas as associagdes entre aspecto da
membrana basal vascular e dados clinicos, observamos
que em CCE Bem Diferenciado com membrana basal
descontinua, a maioria foi diagnosticada em homens e
60% deles tiveram os vasos com alteragdes. Ja em CCE
Moderadamente Diferenciado, 84% dos homens acome-
tidos apresentaram perda de continuidade da membra-
na basal vascular. Ainda foi diagnosticada maior por-
centagem de descontinuidade em pacientes fumantes.
Por fim, todos os casos de pacientes com idade superior
a 60 anos apresentaram a maioria dos vasos com aspecto
de descontinuidade.

Varios parametros clinicopatologicos vém sendo
analisados e implicados no prognéstico, recorréncia e
sobrevivéncia de pacientes com CCE. Trabalho reali-
zado por Grimm*® demonstrou que lesées de CCE com
tamanho aumentado, comprometimento de linfonodos,
invasdo microvascular e envolvimento linfatico tiveram
mau prognoéstico. Ainda, quando realizada analise mul-
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tivariada, a invasdo microvascular foi detectada como um dos fatores progndsticos independentes no estabeleci-
manto da sobrevida dos pacientes.

Embora esse estudo seja representado por uma amostra de 16 casos de CCE, podemos sugerir que os achados
indicam que modifica¢des no microambiente tumoral precisam ser avaliadas e consideradas para melhor defini¢do
do prognostico e sobrevida de pacientes acometidos pela doenga. Em se tratando de analises moleculares, os crité-
rios com a sele¢do da amostra devem ser respeitados para que néo haja comprometimento da andlise microscopica
da imunomarcac¢éo nos tecidos.

Além da busca por biomarcadores, também ¢é fundamental a associa¢do dos dados clinicos com os aspectos mi-
croscopicos, uma vez que varios fatores em conjunto participam do desenvolvimento e progressido do cancer oral.

Conclusao
Os resultados sugerem presenca da cadeia y2 da laminina 332 em estruturas vasculares de CCE. Ainda, a
membrana basal dos vasos sofre perda de sua integridade durante a progressdo da doenga e parece estar asso-
ciada ao comportamento mais agressivo do CCE. Fatores clinicos, como idade e hébito de fumar, apresentaram
associacdo positiva com as variagdes estruturais encontradas nos vasos, o que refor¢ca o aspecto multifatorial
da carcinogénese oral. (>
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