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RESUMO

Queilite actinica (QA) é uma lesédo potencialmente maligna oral associada a
exposicdo cronica a radiacao ultravioleta com elevado potencial de transformacéo
em cancer de labio. Foi objetivo desta pesquisa avaliar a imunoexpressao de IL-6,
TGF-B1 e ki-67, além da densidade de mastécitos e coldgeno em queilites actinicas.
Para isso, foram utilizados um total de 50 blocos parafinados, sendo 25 de lesdes
diagnosticadas como QA e 25 de mucosa normal de I4bio a partir de amostras de
mucocele arquivados no Laboratorio de Patologia Bucal. Foram realizados 5 cortes
de cada amostra: 3 para reacdo de imuno-histoquimica através da técnica da
estreptavidina-biotinilada para a deteccdo de IL-6, TGF-B1 e Ki-67; 2 cortes para
exame histoquimico, sendo 1 corte para a detec¢do de mastécitos pela coloracao
de Azul de Toluidina, e 1 corte para a avaliacdo de colageno total e com
birrefringéncia amarelo/avermelhada pelo método de Picrosirius Red. Para
avaliacdo microscopica foram fotografados 5 campos (400x) para contar as células
gue apresentavam positividade citoplasmatica e/ou nuclear para os anticorpos
primarios elencados, de mesma forma para contar oS mastocitos e medir a
porcentagem de colageno total e com birrefringéncia amarelo/avermelhada através
do software Image J®. Considerou-se a soma dos campos marcados de cada
lamina como unidade amostral, sendo submetida a analise quantitativa. Observou-
se maior prevaléncia de QA no sexo masculino (80%) e média de idade de 54+16
anos com maior ocorréncia de displasia leve (68%) do que moderada/severa (32%)
além de maior imunomarcacdo estatisticamente significativa para todos os
anticorpos e do numero de mastocitos no grupo QA comparado com 0 grupo
controle (p=0,05). IL-6 e Ki-67 mostraram correlacdo com a disceratose (p=0,045),
sendo que este Ultimo evidenciou associacao no estroma com IL-6 e a percentagem
de colageno total. O TGF-B1 mostrou marcacdo nuclear significativa no grupo
controle (p=0,042) e correlacdo com o percentual de colageno total. Conclui-se que
h& maior imunoexpresséo de IL-6, TGF-B1 e ki-67, bem como maior densidade de
mastocitos nas amostras de Queilite actinica, no entanto de forma independente de
sua localizacdo de marcacdo e sem associacdo com os diferentes graus de
displasia.

PALAVRAS CHAVE: Queilite actinica; Imuno-histoquimica; Céancer; Progressao

Tumoral



ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a potentially malignant oral lesion associated with chronic
exposure to ultraviolet radiation with high potential of transformation into lip cancer.
The aim of this study was to evaluate the immunoexpression of IL-6, TGF-B1 and ki-
67 in addition to the density of mast cells and collagen in actinic cheilitis. A total of
50 paraffin blocks were used, 25 of which were diagnosed as AC and 25 of normal
lip mucosa from mucocele samples, all of them stored in the Oral Pathology
Laboratory. Five cuts of each sample were made; 3 for immunohistochemical
reaction by the biotinylated streptavidin technique for the detection of IL-6, TGF-31
and Ki-67. 2 sections for histochemical examination; 1 cut for the detection of mast
cells by Toluidine Blue staining and 1 cut for the evaluation of total collagen and with
yellow/red birefringence by the Picrosirius Red method. For microscopic evaluation
5 fields (400x) were used to count cells that present cytoplasmic and/or nuclear
positivity in the primary antibodies listed. In order to count the mast cells and to
measure the percentage of total collagen and with yellow/red birefringence Image
J® software was used. The sum of the marked fields of each slide was considered
as sample unit and then, submitted to quantitative analysis. There was a higher
prevalence of AC in males (80%) with mean age of 54 + 16 years and greater
occurrence of mild (68%) than moderate (32%) dysplasia, and a higher statistically
significant immunostaining for all antibodies and the number of mast cells in the AC
group compared with the normal epithelium (p=0.05). IL-6 and Ki-67 showed
correlation with dyskeratosis (p=0.045). Ki-67 also manifested a correlation in the
stroma with IL-6 and the percentage of total collagen. TGF-B1 showed significant
nuclear marking in the control group (p=0.042) and exhibited correlation with the
percentage of total collagen. It is concluded that there is a greater
immunoexpression of IL-6, TGF-B1 and ki-67, as well as higher mast cell density in
the actinic cheilite samples, however independently of their marking location and

without association with the different degrees of dysplasia.

KEY WORDS: Actinic Cheilitis; Immunohistochemistry; Cancer; Tumor
Progression.
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1. INTRODUCAO

Do grego Keilos, que significa labios, deriva a palavra “Queilite”, ou
processo inflamatério dos labios, ja a palavra “Actinica” refere-se a acdo de raios
ativos quimicamente do espectro eletromagnético (PICCELLI, 2008). A Queilite
actinica (QA) representa uma alteracdo multifatorial com relevante importancia
clinica por formar parte do grupo de desordens potencialmente malignos (DPM)
junto com a eritoplasia e leucoplasia com displasia epitelial. Estas podem
permanecer estaveis por um consideravel periodo de tempo antes de evoluir, ou
nao, para malignidade e invasédo. O percentual de DPM que sofre transformacao
maligna varia de 0,13 a 50% podendo se tornar um carcinoma de células
escamosas do labio (CEC) em um espaco de tempo aproximado de 1 a 20 anos.
(AYERS JR, 1923; HUBER, TEREZHALMY, 2006; HEGARTY, HUNTER, 2016).

Clinicamente, apresenta-se de duas formas: aguda e crbnica. A QA
aguda é caracterizada pela formacdo de bolhas que desaparecem
espontaneamente em poucos dias ou semanas, podendo resultar em ressecamento
persistente e descamacao, porém na maioria dos casos regridem completamente.
(AYERS JR, 1923).

Na QA crbnica, o vermelhdo apresenta placas de hiperqueratose
entremeadas por areas irregulares de eritema. Descamacao persistente e sensacao
de secura podem estar presentes e representarem um problema para o paciente.
Héa perda da linha de demarcacao entre o vermelhao do labio e a pele. O tecido da
pele imediatamente abaixo do labio se torna espesso resultando na perda da
concavidade normal dessa area. Com o tempo esse espessamento se torna mais
pronunciado, o eritema se torna mais evidente, a hiperqueratose fica pronunciada e
pequenas Ulceras podem se formar e tornarem-se lentas na reparacdo. Alguns
pacientes apresentam sensacdo de formigamento ou queimacéo (CINTRA, 2013;
SANTANA, 2013).
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As principais caracteristicas histoldgicas dessa lesdo séo a presenca de
epitélio escamoso estratificado hiperplasico ou atréfico, onde a hiperceratose e a
acantose séao achados universais, com a presenca de orto e/ou paraqueratinizagao,
com diferentes tipos de displasia, mostrando desordem na matura¢do, com varios
graus de queratinizagédo, atipias celulares e aumento da atividade mitética. O tecido
conjuntivo geralmente mostra desintegracao das fibras colagenas, produto da acéo
dos raios U.V., degeneracdo baséfila do colageno pelo acumulo de substancia
acelular e elastose (SANTOS et al.,, 2003). Pode-se encontrar vasodilatacao
superficial e profunda, além da presenca de um infiltrado inflamatério crénico de
intensidade variavel de leve a intenso, composto, predominantemente, por linfécitos
e poucos plasmacitos (MARTINS, 2011).

A QA apresenta uma estreita relacdo etiopatogénica com a exposicao
solar prolongada e tem grande importancia diante dos aspectos climaticos e
socioeconémicos do Brasil, mais especificadamente da regido Nordeste. Por
apresentar uma economia baseada na agricultura, pecuaria e pesca, acaba
expondo seus trabalhadores continuamente aos raios solares (SALVADORI et al.,
2014). Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2016, 11.140 casos novos de cancer
na cavidade oral em homens e 4.350 em mulheres. Tais valores correspondem a
um risco estimado de 11,27 casos novos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100
mil mulheres (BRASIL, 2016). Porém, a probabilidade de malignizacdo pode ser
ainda mais elevada quando € associada a outros fatores carcinogénicos, como o
alcool, o fumo, predisposicdo genética, tratamento com imunossupressores,
ocupacdo, atividades e latitude geografica de residéncia (PIRES et al., 2001,
CAVALCANTE et al., 2008).

Essa alteracdo afeta predominantemente homens de pele clara a partir
da sexta década de vida, variando na incidéncia entre os 40-80 anos. Raramente é
reconhecida com preocupacdo em estagios iniciais e, devido a sua evolucao lenta,
0 paciente relaciona o processo como uma decorréncia da idade, por isso
negligencia-o até alcancar estagios mais avancados, possibilitando a ocorréncia de
neoplasia (MAIN, PAVONE, 1994).
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A QA se manifesta principalmente no labio inferior em mais de 90% dos
casos, afetando-o parcial ou totalmente por permitir uma maior incidéncia dos raios
solares. Os l4bios compdem-se de uma semimucosa que apresenta caracteristicas
proprias que fazem com que 0s processos reacionais ndo se comportem nem como
mucosa nem como pele, estes incluem uma menor espessura de queratina na
regido, toda a camada epitelial delgada, pouca quantidade de melanina e secrecéo
diminuida de glandulas sebaceas e sudoriparas, ou seja, mecanismos envolvidos
normalmente na protecédo da pele contra a radiagédo (KAUGARS, 1999; BENTLEY,
2003). Os labios ainda sdo compostos por musculos estriados, que lhes conferem
0Ss movimentos, e tecido conjuntivo. Essa disposicdo anatbmica faz com que o
vermelhdo seja visivel, assim como também frequentemente afetado pelo meio

ambiente, neste caso, a radiacao solar (ZUGERMAN, 1986).

O espectro da radiacao eletromagnética é dividido em radiacédo gama,
raios X, radiacdo ultravioleta (UV), luz visivel, radiacédo infravermelha, micro-
ondas e radio. O comprimento de onda da luz visivel varia entre 400 a 780nm,
ja o comprimento de onda da radiacdo UV esta entre 100 a 400nm, sendo que
ela chega a superficie da Terra com comprimentos de onda entre 280 a 380nm
(OKUNO et al., 2005).

As radiacBes ultravioletas (RUV) sédo subdivididas de acordo com o
comprimento de onda em radiacdes ultravioleta A (RUVA) de 315 a 400nm,
ultravioleta B (RUVB) de 280 a 315nm e ultravioleta C (RUVC) de 100 a 280nm.
As RUVC sao basicamente germicidas, pelo fato de serem absorvidas
principalmente por aminoacidos e proteinas constituintes das membranas e paredes
celulares de micro-organismos (GALLAGHER et al., 2006).

As RUVA penetram profundamente na pele, sendo responsaveis pelo
fotoenvelhecimento, tém como principal caracteristica a capacidade de promover
0 bronzeamento pigmentar imediato pela foto oxidacdo da melanina pré-formada e

a transferéncia de melanina dos melandcitos para os queratinécitos. As RUVB sao
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responsaveis pelo bronzeamento pigmentar tardio decorrente do aumento na
atividade dos melandcitos, tanto no que diz respeito ao seu nimero como ho
tamanho celular, ocasionando assim a producao de melanina. Este tipo de radiacéo
causa alteracdes patolégicas no epitélio e é o principal responsavel pelas
queimaduras na pele e alteracbes do DNA (AGAR et al., 2004; HUBER,

TEREZHALMY, 2006).

A exposicdo continua a radiagdo solar acumula e agrava os danos
moleculares, dependendo das variaveis de tempo, dose, frequéncia da
exposicdo, além da sensibilidade das células expostas e da capacidade de
reparo do DNA, que tem importancia vital para a manutencao da integridade
genética das células. Esses, dentre muitos outros danos genéticos, podem
acarretar na transformacéao maligna dos epitélios. Sabe-se que a radiagcdo UV
pode alterar definitivamente genes responsaveis pela iniciacdo, promocao e
progressao neoplasica (BOOTHMAN et al., 1996; HUSSEIN et al., 2005).

A QA é resultado da expansdo clonal de queratindcitos
transformados induzidos pela radiacdo UV-B, esses queratindcitos passam por
uma transformacao molecular e genética induzida pelos raios UV e tornam-se
queratinécitos neoplasicos com alteracbes que podem causar instabilidade
gendmica (WOOD et al., 2011). Essa radiacdo causa danos as fibras elasticas
e produz a degeneracdo do colageno, o que resulta na formacao de fissuras
verticais no vermelhdo, resultando em edema, espessamento e menor
maleabilidade do tecido (MELROSE et al., 1996).

A pele, bem como a semimucosa do |abio, é capaz de iniciar a resposta
do sistema imune contra antigenos externos, e um grande numero de células
dermais e epidermais participam dessas reacbes. Células de Langerhans e
gueratindcitos sao responsaveis por iniciar a atividade imune, enquanto fibroblastos
dermais, células dendriticas, mastdcitos e células endoteliais mantém e mediam a
resposta imune. A exposicao a radiacdo UV pode diretamente alterar a funcao

destas células, resultando em supresséo da resposta imune (CH'NG et al., 2006).
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Os canceres induzidos por radiacdo UV séo altamente imunogénicos e
séo rejeitados por um sistema imunolégico competente e ndo comprometido pela
radiacdo. A imunossupressao induzida por radiacdo, principalmente UVB, impede a
destruicdo imunoldgica desses tumores (HART et al., 2001).

Estes efeitos deletérios da radiacdo UV dependem da duracdo e
frequéncia da exposicao, da intensidade da radiacéo, latitude e das caracteristicas
genéticas do individuo, como a cor da pele principalmente, podendo desenvolver
neoplasias malignas (JUCHEM, et al., 1998; PARRILHA et al., 2006).

A biologia molecular, juntamente com a expansao do conhecimento do
genoma humano, tem ampliado o entendimento da inducéo de carcinogénese pela
radiacdo ultravioleta. A luz solar age como iniciador e promotor tumoral (ZIEGLER
et al., 1994). A transformacdo maligna esta associada as mutacdes genéticas que
promovem alteracdes no ciclo celular. A carcinogénese ocorre em multiplos passos,
havendo acumulo de mutacdes consecutivas em proto-oncogenes e supressores
tumorais ou em agentes que regulam sua atuacado, propiciando a proliferacédo
desenfreada das células alteradas (HANAHAN, WEINBERG, 2000).

Quando o DNA das células da camada basal é alterado pela radiacéao
ultravioleta, ha diminuicdo da atividade mitética e da capacidade de producao de
gueratina, produzindo o aspecto atrofico do epitélio observado na Queilite actinica.
A diminuicdo da espessura do epitélio aumenta sua susceptibilidade ao dano
causado pela radiacdo ultravioleta, que é lesiva e mutagénica para as células
epiteliais, induzindo imunossupressédo local, acelerando a degeneracdo senil,
tornando a lamina prépria, que apoia o epitélio, acelular e amorfa com menos fibras
elasticas e tecido vascular. Assim, essas alteracbes podem também afetar o
sistema enzimatico das células epiteliais, deixando-as mais propensas as
alteracdes displasicas (CALO, AQUINO, 2005).
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O DNA sofre acao dos diferentes tipos de radiagdo UV porque suas
proteinas sdo cromoforas, ou seja, absorvem a radiacdo UV e sofrem a sua agéo
direta. A interferéncia da exposi¢ao solar crénica sobre o metabolismo das células,
em especial os ceratinécitos e fibroblastos, gera uma sobrecarga que acaba
esgotando os mecanismos celulares de defesa, quando entdo a célula inicia o
processo de senescéncia. Nesta situacdo, o estresse oxidativo causa mutacdes no
DNA, defeitos e alteracfes funcionais nas proteinas e peroxidacao dos lipidios das
membranas celulares, o que interfere na sua permeabilidade e acarreta em
alteracdes no transporte e nas sinalizacbes transmembranas (MONTAGNER,
COSTA, 2009).

A exposicao excessiva a radiagao solar também resulta em acumulo de
material elastico que substitui o colageno normal, gerando elastose (ROJAS et al.,
2012). Todos os mecanismos envolvidos nas modificagbes da matriz extracelular
durante fotocarcinogénese ainda néo estao esclarecidos, assim como o real papel
da elastose no desenvolvimento e progressao tumoral (SGARBI et al., 2010;
ARAUJO et al., 2012).

As fibras elasticas da semimucosa danificadas pela UVR sofrem
alteracoes que resultam na acumulacao de material elastético (MIURA et al., 2004).
Na elastose solar as fibras do sistema elastico podem ser detectadas através de

histoquimica e imuno-histoquimica.

1.1 Colageno

Embora muitos fatores genéticos e ambientais estejam envolvidos na
fotocarcinogénese (AGAR et al., 2004), a evidéncia sugere que o microambiente do
tumor é capaz de influenciar varios processos celulares, tais como crescimento,
morte, diferenciacdo, expressdo genética, migracdo, invasao e acumulacdo de
material elastico em tecidos, a qual substitui o colageno normal e leva a elastose
gue comeca, frequentemente, na juncéo das areas papilar e reticular da mucosa ou
derme. Isto é caracterizado pelo acumulo de massas emaranhadas de fibras

elasticas distroficas, tropoelastina desorganizada e fibrilina, aumentando a
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guantidade de substancia fundamental resultante da degradagdo do colageno
(HART et al., 2004; HUSSAIN et al., 2007; HUBER et al., 2010).

O tecido conjuntivo consiste em fibras colagenas e elasticas dentro da
substancia fundamental e todos sdo formados pelos fibroblastos (LEVER et al.,
1991). Os fibroblastos mostram caracteristicas de uma célula que sintetiza
ativamente, pois possuem um reticulo endoplasmatico rugoso com material
amorfo ou granuloso fino que é excretado no espaco extracelular; assim, o
material elastotico é formado como resultado de uma funcédo alterada dos
fibroblastos, que ndo sdo mais capazes de produzir fibras elasticas e colagenas
normais. Portanto, esse material ndo € um produto da degeneracdo das fibras

elasticas pré-existentes (LEVER et al., 1991).

O colageno, especificamente, € formado por fibrilas e microfibrilas que
originam as fibras com didmetro variavel e presentes sob a forma de uma rede
delicadamente trancada ou de feixes espessos encontrados na camada papilar da
mucosa ou da derme. S&o birrefringentes, pois sdo constituidas por moléculas
alongadas e paralelas, desse modo, quando examinadas ao microscopio de

polarizacéo aparecem brilhantes contra um fundo escuro (JUNQUEIRA et al., 1995).

Vistos através de um microscopio optico, as fibras de colageno mostram-
se acidofilas com hematoxilina e eosina; eles sdo de cor azul com a técnica
tricrémica de Masson e verde com a técnica tricrémica de Mallory (SAMAR et al.,
2004). Mas esses métodos de tingimento ndo diferenciam os diferentes tipos de
colageno. Por outro lado, a coloracdo com Picrosirius red e sua posterior analise
com microscopia de polarizacdo nos permite demonstrar seletivamente diferentes
tipos de coladgeno (COLEMAN, 2011).

Com a técnica de Picrosirius red apos polarizacao, as fibras de colageno
| e Il mostram birrefringéncias diferentes gracas as suas unidades
submicroscépicas que se orientam em direcéo ao eixo da fibra (LOPEZ-MINGUEZ
et al., 2006).
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1.2 Mastdcitos

Os mastacitos foram descritos pela primeira vez em 1878 quando Paul
Ehrlich, ainda estudante de Medicina, descobriu que algumas células, chamadas
plasmacitos pelos histologistas, em determinado momento se enchiam de granulos
gue se coravam de vermelho quando tratados com um corante azul de anilina basica
(MOTA, 1995). Desta forma ficou definida a diferenca entre os plasmdcitos e as
células que se coravam metacromaticamente, a partir dai chamadas de mastdcitos
(Mastiing). A metacromasia € uma resposta a interacdo do corante com a heparina
acida, um constituinte dos granulos dos mastocitos (KRISHNASWAMY et. al.,
2001). Para evidenciar a metacromasia, utiliza-se a técnica do azul de Toluidina
(AT), descrita por Luna (1968).

Os mastocitos (MCs) sé@o células derivadas da medula 0ssea,
reguladores cruciais da inflamacdo e da resposta imune, por liberar diversas
substancias bioativas que estdo presentes proximas a vasos, nervos, areas de
inflamacéo e locais de desenvolvimento neoplasico, nos quais desempenham papel
chave em multiplos processos fisiolégicos, imunoldgicos e patologicos
(CRIVELATTO, 2008). Aradiacao UV é capaz de induzir os MCs a sintetizar e liberar
substancias capazes de modular, direta ou indiretamente, a producéo e degradacéo
de matriz extracelular, além de participarem diretamente da angiogénese, eventos
importantes no processo de progressao do Carcinoma de Células Escamosas
(CEC) (LEES et al.,, 1994; KAARSEN et al., 1995; NISHIKORI et al.,, 1998;
CRIVELATTO et al., 2008).

Os mastocitos também sintetizam e liberam um painel de citocinas
multifuncionais como a IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-16, TNFa (Fator de
Necrose Tumoral alfa), GM-CSF (Fator Estimulador de Colénia do Macrofago e
Granuldcito) e também alguns dos mais poderosos fatores de crescimento como o
bFGF (Fator de Crescimento Basico do Fibroblasto), o VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular) e o TGF-B (Fator de Crescimento Transformador beta), além

de quimiocinas como MIP-1a (Proteina Inflamatéria do Macréfago 1 alfa), MCP-1
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(Proteina Quimiotatica do Mondcito 1) e RANTES (Regulador da Ativacdo Normal
de Célula T Expressa e Secretada) (AOKI et al., 2003).

Estas citocinas ndo apenas regulam a producdo de IgE e outras
respostas imunes, mas também atuam na inflamacdo, na homeostase, na
hematopoiese, na angiogénese, na remodelagem tissular e no desenvolvimento ou
resisténcia a tumores (GALLI, et al., 1995; LICHTENBELD, et al., 1996).

1.3 Interleucina 6

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina pro-inflamatéria secretada e
produzida por diferentes tipos de células, sendo os mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais suas principais fontes. Tem capacidade de alterar a morfologia das
células e modular a migracéo celular e epitelial. Esta ligada a sobrerregulacao de
proteases, tais como a cisteina, catepsina e metaloproteinase da matriz que séo
conhecidas por desempenhar um papel na progressdo do cancer. Além disso,
promove as vias de sinalizagcdo que terminam com a ativacdo de fatores de
transcricdo associadas com a sobrevivéncia e a proliferacdo das células. Estas
acOes podem sugerir que a IL-6 seja um importante mediador de acontecimentos

envolvidos na invasédo de células tumorais (STUDEBAKER et al., 2008).

As citocinas sao peptideos reguladores-chave do processo inflamatorio,
exercendo fungdes pro e anti-inflamatérias. S&o produzidas como uma resposta do
hospedeiro ao estresse celular causado tanto por agentes endégenos ou exdgenos
para controlar e minimizar os danos celulares (LIN, 2007). Esses mediadores séo
associados, também, a um risco aumentado no desenvolvimento do cancer. Apesar
da maioria desses mediadores serem produzidos com a funcéo de ativar o sistema
imune contra o tumor, eles podem estimular o crescimento deste. Uma
descontrolada e sustentada producdo de citocinas pode conduzir ao crescimento

celular alterado, diferenciacdo celular e evasado da apoptose (HUSSAIN, 2007).
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Yang et al. (2000) relatam que estimulos cronicos e excessivos por meio de

citocinas em neoplasias promovem a transformacéo celular oncogénica.

Acrescenta-se o fato de que a interacdo de citocinas com seus receptores
€ importante em diversos processos relacionados a tumores, como crescimento de
células tumorais, angiogénese, invasado local e metastases. Mediante a liberacdo de
estimulo a angiogénese e proliferacdo celular, as citocinas estdo diretamente
envolvidas na transformacdo, sobrevida e crescimento de células tumorais
(TANAKA et al., 2005).

1.4 Ki-67

A proliferacao celular anormal aparece como fator precursor e pode ser
um preditor na origem de tumores malignos. Dentre os marcadores de proliferacao

celular, o Ki-67 é tido como dos mais promissores (TUMULURI et al., 2002).

O antigeno Ki-67 é utilizado como um marcador nuclear de proliferacao
celular para prever o estado de crescimento e comportamento agressivo
potencialmente maligno em cancer oral. Esta proteina é expressa nas fases do ciclo
celular G1, S, G2 e M, e estd ausente nas células quiescentes ou em GO
(SALVADORI et al., 2014).

A proteina Ki-67 pode estar exacerbada em células neoplasicas ou em
células que perderam a capacidade de autorregulacdo. A medida do indice de
proliferacdo celular pode relevar um comportamento mais agressivo por parte das
neoplasias com implicacbes prognosticas importantes (SCHOLZEN, GERDES et
al., 2000).

Esta proteina esta possivelmente associada ao nucléolo e aos
componentes fibrilares, e ainda parece desempenhar um papel essencial na sintese

de ribossomos durante a divisdo celular. Estudos tém demonstrado que a expressao
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imuno-histoquimica da proteina ki-67 apresenta correlacgdo com o potencial

proliferativo de tumores malignos orais (RAPIDIS et al., 2009)

1.5 TGF-B1

A familia do TGF-B, ou Fator de Crescimento Transformador beta,
apresenta trés isoformas em mamiferos: o TGF-f1, o TGFB2 e o TGF-33 (AIGNER,
BOGDAHN, 2008). O TGF-B1 é uma citocina envolvida em muitas fases do cancer,
estando relacionada com uma reducdo da resposta imune a estimulacdo da
angiogénese, aumento da sintese de enzimas proteoliticas e aumento do teor de
elastina (POH et al., 2012; SALVADORI et al., 2014).

Durante a carcinogénese, o TGF-3 tem se mostrado um regulador critico
para interagédo tumor-estroma e invasao tumoral (OYANAGI et al., 2014; CALON et
al., 2014). O TGF-B1 é um potente inibidor da proliferacdo das células epiteliais,
mas usualmente estimula o crescimento das células mesenquimais (FORINO et al.,
2006) e o crescimento tumoral e invasao, quando modula o microambiente tumoral
e promove a formacgado de vasos sanguineos e matriz, além de suprimir a resposta
imune (CHEN et al., 2014).

O TGF-B1 ainda favorece um fendtipo de crescimento tumoral mais
invasivo. No entanto, é descrito que nas fases iniciais da neoplasia o TGF-B1 atua
como supressor tumoral, e nos estagios mais avancados promove a progressao
tumoral, metastase e transicdo epitélio/mesenquimal (TEM), via perda de adesao
de moléculas ativadoras, angiogénese, ativacdo de proteinases e supressao
imunoldgica (OYANAGI et al., 2014)

Entender o comportamento biolégico da QA a fim de evitar a
transformacdo maligna € um grande desafio para os profissionais da Odontologia.

Diversas técnicas foram utilizadas em estudos que se propuseram a avaliar 0s
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padrdes celulares das lesdes cancerizaveis ou com potencial de transformacéo

maligna, destacando-se a imuno-histoquimica.

A imunoexpressao de marcadores como a IL-6, Ki-67 e TGF-1 podem
constituir importantes parametros no estudo da carcinogénese. Em relacdo as
lesbes com elevado potencial de malignizacdo como QA ainda sdo poucos 0s
trabalhos que fazem este estudo.

Portanto, o objetivo da presente pesquisa € realizar uma andlise da
expressdo dessas proteinas, associando-as com a quantidade e qualidade de
coladgeno, presenca de mastocitos, grau de displasia epitelial e as caracteristicas
histopatoldgicas de pacientes portadores de QA.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar a imunoexpressao de IL-6, TFG-B e Ki-67 além da densidade de

colageno e de mastocitos na Queilite actinica.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar microscopicamente as alteracdes celulares e citoarquiteturais das

lesbes diagnosticadas como QA com base nos critérios histolégicos de

displasia leve, displasia moderada e displasia grave ou severa.

2. Avaliar a imunoexpressao de IL-6, TGF-B1 e Ki-67 em QA com displasia

epitelial leve, displasia epitelial moderada e displasia epitelial severa.

3. Analisar a preservacdo do colageno total, do colageno com birrefringéncia

verde/esbranquicada e coldgeno com birrefringéncia amarelo/avermelhada
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em Queilites actinicas, correlacionando com o grau de displasia (leve,

moderada e severa) e a imunoexpresséao de IL-6, TGF-31 e Ki-67.

4. Avaliar a densidade de mastécitos na Queilite actinica determinando sua
associacdo com os marcadores IL-6, TGF-f1 e Ki-67 e com o grau de

displasia.

5. Correlacionar a expressao dos marcadores IL-6, TGF-31 e Ki-67 e densidade
de mastdécitos e do coldgeno nas Queilites actinicas segundo as variaveis de

sexo e idade.

3. Metodologia

3.1. Tipo de estudo

Estudo analitico de carater quantitativo e qualitativo observacional de
corte transversal em 50 blocos do acervo do Laboratorio de Patologia Bucal do

Curso de Odontologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2. Calculo amostral

Com base no estudo de Rojas et al. (2004), que utilizou 15 casos de
amostras diagnosticadas com QA e 8 amostras com mucosa normal de Iabio para
analisar a quantidade e distribui¢cdo de mastacitos (P <0,0001), e as suas respetivas
proteases triptase (P <0,05) e quimase (P <0,05) em comparacdo com mucosa
normal de labio, estima-se necessaria uma amostra de 25 (vinte e cinco) casos de
QA e 25 (vinte e cinco) casos de mucosa labial normal a fim de se obter um resultado

gue represente com 95% de confianca e 80% de poder a hipbtese alternativa.
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3.3. Amostra do estudo

Foram selecionados 50 blocos parafinados do acervo do Laboratério de
Patologia Bucal referentes as Bidpsias incisionais de pacientes atendidos na Clinica
de Estomatologia do Curso de Odontologia da UFC de lesfes diagnosticadas como
QA (n=25) e mucosa normal de labio provenientes de amostras de mucocele (n=25).
Informacgdes de sexo (masculino e feminino) e de idade (considerada abaixo e acima
de 55 anos) foram coletadas nos laudos histopatologicos e determinadas para as
analises de correlacgéo.

3.4. Analise morfologica

A partir das laminas histolégicas pré-selecionadas do arquivo do
Laboratério de Patologia Bucal — UFC, todos os casos de Queilite actinica foram
revistos e submetidos a classificacdo do grau de displasia segundo os critérios da

Organizacao Mundial de Saude (OMS, 2005), através de microscopio optico:

Displasia leve (grau I): Apresenta proliferacdo ou hiperplasia das células
das camadas basal e parabasal que ndo se estendem para além do tergo inferior
do epitélio. A atipia citologica € geralmente leve com pleomorfismo moderado de
células ou nucleos. As mitoses ndo sdo proeminentes, e quando presentes estao

basalmente localizadas e normais, e as alteracGes de arquitetura sdo minimas.

Displasia moderada (grau Il): Apresenta uma proliferacdo de células
atipicas que se estendem para ter¢co meédio do epitélio. As alteracdes citoldgicas sdo
mais graves do que na displasia leve e mudancas como hipercromatismo e
pleomorfismo nuclear podem ser vistos. Aumento do nimero de mitoses e mitoses
atipicas podem estar presentes, mas estas sdo geralmente localizadas nas
camadas basais. Mudancas de arquitetura podem ser vistas na metade inferior do
epitélio em que pode haver perda de polaridade basal e levando a hiperplasias
bulbosas. No entanto a estratificacdo e maturacdo sao relativamente normais,

muitas vezes com hiperqueratose.
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Displasia severa (grau lll): Existe proliferagdo anormal a partir da camada
basal ao terco superior do epitélio. Alteracbes citoldégicas e de arquitetura podem
ser muito proeminentes. Todas as mudancas observadas na displasia leve e
moderada sdo vistas, mas, além disso, o pleomorfismo € marcado muitas vezes
com anormais nucleos grandes e nucléolos proeminentes. As mitoses suprabasais
sédo geralmente evidentes e podem ser vistas anormalmente de forma tripolar ou
estrelar. AlteragOes de arquitetura sao graves, muitas vezes com perda completa
da estratificacdo. Formas anormais de cristas sdo usuais, e consideram-se as
cristas bulbosas como particularmente significativas no diagnéstico de displasia

grave.

3.5. Analise Histologica
Em todos os casos de QA da amostra corados com hematoxilina-eosina
foram avaliados histologicamente se ha presenca ou auséncia das seguintes
alteracoes celulares (Sim/Nao) e arquiteturais (Sim/Néao) de acordo com o grau de
displasia (PILATI et al., 2017)

AlteracOes arquiteturais

e Estratificacao irregular do epitélio
e Perda de adeséo

e Cristas Bulbosas

e Aumento no nimero de mitoses
e Mitoses atipicas

e Disceratose

e Pérolas de queratina

Alteracdes citolégicas
e Pleomorfismo celular

e Pleomorfismo nuclear
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e Ansiocitose e ansionucleose
e Aumento da relacao nucleo citoplasma

e Hipercromatismo nuclear

3.6. Analise Imuno-histoquimica

Foram realizados 3 (trés) cortes de cada amostra com 3um de espessura
em laminas silanizadas para reacdo de imuno-histoquimica através da técnica da
estreptavidina-biotinilada. Os anticorpos primarios sao: Ki-67, TGF-B1 e IL-6, e suas
diluicdes, tipo de recuperacdo antigénica, sitio de marcacao, fabricantes, estdo
sumarizados no quadro abaixo (Quadro 1). Como controle positivo para Ki-67 foi
utilizado espécime de carcinoma de células escamosas orais, para o TGF-f1 e a IL-
6, Ulceras de mucosa oral de ratos. O cromégeno 3,3’-diamino-benzidina (DAB) foi
utilizado para revelacdo da reacdo, e as laminas foram contracoradas usando
hematoxilina de Harris (30 segundos), desidratadas em concentracdes crescentes
de élcool, limpas em xilol, montadas com Entellan® e cobertas por laminulas. O
controle negativo foi feito através da supressao dos anticorpos primarios nas suas

correspondentes reacdes.

Quadro 1: Especificidade, clone, diluicdo, recuperagdo antigénica e sitio de

marcacgao dos anticorpos primarios propostos.

ESPECIFICIDADE CLONE DILUICAO RECUPERACAO SITIO DE MARCACAO
ANTIGENICA

TGF-B1 AB-31013 1:400 Citrato pH 6.0 (30°) Citoplasmatica e nuclear

(Abcam®)

IL-6 AB-9324 1:300 Citrato pH 6.0 (30°) Citoplasmatica e nuclear

(Abcam)

Ki-67 MIB-1 1:50 Citrato pH 6.0 (30’) Nuclear

(Dako®)
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Utilizando a microscopia de luz, com objetiva de 40 vezes, foram
identificados 5 (cinco) campos com areas de maior marcacdo nas laminas
correspondentes aos trés anticorpos (IL-6, Ki-67 e TGF-B1). Esses campos foram
fotografados (Microscépio Motic BA310 com camera acoplada Moticam 2000 2.0M
Pixel USB 2.0 e programa Motic Plus 2.0), as imagens foram exportadas para o
formato .jpeg e analisadas por meio do comando “Cell counter” do software de
andlise de imagem ImageJ®. Nos campos selecionados realizou-se contagem das
células com marcacao citoplasmatica e nuclear para IL-6 e TGF-B1 e nuclear para
o0 anticorpo Ki-67 além de células negativas para percentual de células positivas. A
soma da contagem dos cinco campos foi considerada como unidade amostral para

analise quantitativa de cada marcador (adaptado de ANDRADE et al., 2011).

3.7. Analise Histoquimica do Picrosirius red

Cortes de 3um foram dispostos em laminas de vidro e desparafinizadas
em estufa a 60°C por 3h, seguido de trés banhos de xilol (5 minutos cada). Apos
reidratacdo em série decrescente de alcool, as laminas foram incubadas em solucéo
de picrosirius red (ScyTek®) por 30 minutos e lavadas rapidamente em dois banhos
de acido cloridrico 5%, contracorados com hematoxilina de Harris por 45 segundos
e montadas com Enhtellan®. As laminas foram analisadas em microscopio de luz
polarizada (Leica® modelo DM 2000), o que permite visualizar o colageno com
birrefringéncia amarelo/avermelhada (sugestivo de colageno tipo 1), e o colageno

com birrefringéncia verde/esbranquicada (sugestivo de colageno tipo llI).

Para quantificacédo dos diferentes tipos de colageno, seis campos em um
aumento de 200x foram fotografados através de camera DFC 295, acoplada ao
Microscopio Leica® DM 2000. As fotomicrografias foram avaliadas pelo software de
analise de imagem Image J® (RSB), ap0s calibracdo das imagens pelo comando

Color Thershold (Image > Adjust > Color Thersold) na funcdo RGB, para as cores
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Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 69)

e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 92).

Depois da calibragéo, as imagens foram convertidas para a escala de cor
de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e
mensurada a porcentagem de area de colageno marcada em vermelho (Analyse >

Analyse Particles).

ApOs a polarizacdo de luz, o mesmo protocolo foi realizado ajustando-se
as cores na funcdo RGB para Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 255), Verde
(Minimo de 0 e Maximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 32). ApoOs ajuste,
as imagens foram convertidas para a escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit),
binarizadas (Process > Binary > Make Binary), e mensurada a porcentagem de area
de colageno marcada em amarelo-avermelhado (correspondente ao colageno tipo
). Em seguida, do total da area marcada em vermelho, foi separado um percentual
da regido ocupada somente pela marcacdo amarelo-avermelhada.

A area verde-esbranquicada, relativa ao colageno tipo lll, foi obtida pela
subtracao da regido total marcada em vermelho e o percentual marcado unicamente

pela cor amarelo-avermelhada.

3.8. Analise histoquimica de Azul de toluidina

Cortes de 3um dispostos em laminas de vidro foram desparafinizados em
estufa e em série alcdolica decrescente até lavagem em agua corrente para retirada
do excesso de alcool. Apds lavagem, as laminas foram incubadas em solucao de
azul de toluidina 1% por cinco minutos, lavadas rapidamente em agua destilada e
secas em estufa a 60°C por uma hora. Apos secagem as laminas foram para
diafanizacdo com xilol e montagem com Entellan®. (SHAKER et al., 2013).

Utilizando a microscopia de luz, com objetivas de 40 vezes, as laminas
correspondentes a azul de toluidina (coloracdo de mastécitos) tiveram 5 campos

selecionados onde foram identificadas as areas de maior marcacdo. Esses campos
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foram fotografados (Microscépio Motic BA310 com camera acoplada Moticam 2000
2.0M Pixel USB 2.0 e programa Motic Plus 2.0), as imagens foram exportadas para
o formato .jpeg e analisadas por meio do comando “Cell counter” do software de
andlise de imagem ImageJ®. Nos campos selecionados foram contadas as células
com marcacao citoplasmatica violeta azulado granular (mastocitos). A soma da
contagem dos cinco campos foi considerada como unidade amostral para analise
guantitativa (adaptado de ANDRADE et al., 2011).

3.9. Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o
software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versado 20,0 para
Windows, no qual todas as analises foram realizadas adotando uma confianga de
95%.

A marcacao para IL-6, TGF-B1 e ki-67 nas células epiteliais foi analisada
na forma de percentual de células marcadas e no estroma a expressao de IL-6 e
TGF-B1 e a contagem de mastacitos foi considerada em forma de média de células
por microcampo (400x), assim como a analise do colageno que considerou o
percentual médio de area corada. Em todos os casos, os dados foram expressos
em forma de média e erro padrdo da média e comparados por meio do teste t de
Student e correlacdo linear de Pearson. Adicionalmente, as alteractes
microscopicas foram expressas em forma de frequéncia absoluta e percentual e

comparado por meio do teste qui-quadrado.

3.10. Poder da amostra
O poder da presente amostra em representar a hipotese alternativa deste
estudo com base na marcacéao para IL-6, TGF-B1 e azul de toluidina (ver médias e
EPM na Tabela 1) é 99,51%, 93,89% e 94,27%, respectivamente.
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4. Consideracdes éticas

De acordo com a Resolucdo N° 466 de 2012 do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude, que regula pesquisas envolvendo seres humanos, a
pesquisadora submeteu o projeto ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal do Ceard. Tendo sido a pesquisa iniciada
somente apds a aprovacao desse mesmo comité, vide Parecer: 1.817.320 em 11
de novembro de 2016. Os principios éticos da autonomia, beneficéncia, nédo
maleficéncia, justica e equidade estiveram presentes em todas as etapas dessa
pesquisa. (ANEXO 1)

5. Resultados

Dos 25 pacientes avaliados com Queilite actinica, 5 (20,0%) eram do
sexo feminino e 20 (80,0%) do sexo masculino. A idade média dos pacientes foi de
54+16 anos, oscilando entre 25 e 83 anos, havendo 12 (48,0%) dos pacientes
abaixo da mediana (55 anos) e 13 (52,0%) pacientes acima da mediana de idade.
Com relacao a gradacao histopatoldgica a maioria apresentava displasia leve (n=17,
68,0%), sete casos (28,0%) apresentavam displasias moderadas e apenas um caso
(4,0%) displasia severa. Este ultimo caso, displasia severa, foi incluido no grupo das

displasias moderadas, o qual passou a ser identificado como moderada/severa.

5.1. Analise histoldgica

Quanto a avaliacdo microscépica das alteracbes celulares e
arquiteturais nas amostras de Queilites actinicas, os achados foram analisados

COMmo presente ou ausente.

As alteracBes microscopicas significativamente mais observadas na
presente amostra foram a estratificacéo irregular do epitélio, 0 aumento do niumero

de mitoses, o pleomorfismo nuclear, a anisocitose e anisonucleose e o aumento da
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relacao nucleo/citoplasma observadas em todas as amostras (100%), seguido pela
hipercromasia em 76% dos casos e cristas bulbosas em 60% dos casos (p<0,001).
As alteracbes menos visualizadas foram as mitoses atipicas e disceratose,
observadas em 20% dos casos e perda de polaridade vista em 24% da amostra
(p<0,001). As pérolas de ceratina ndo foram observadas em nenhum caso (Tabela
1).

Tabela 1: Avaliacdo microscépica das alteracbes celulares e arquiteturais em

Queilites actinicas.

Alteracgdo histolégica

Ausente Presente p-Valor

Alteracéo arquitetural

Estratificacao irregular do epitélio 0 (0%) 25 (100%)* <0,001
Perda de polaridade 19 (76%)* 6 (24%)
Cristas bulbosas 10 (40%) 15 (60%)*
Aumento do numero de mitoses 0 (0%) 25 (100%)*
Mitoses atipicas 20 (80%)* 5 (20%)
Disceratose 20 (80%)* 5 (20%)
Pérolas de ceratina 25 (100%)* 0 (0%)
Alteracdao citoldgica

Pleomorfismo nuclear 0 (0%) 25 (100%)*
Anisocitose e anisonucleose 0 (0%) 25 (100%)*
Aumento da relacdo nucleo citoplasma 0 (0%) 25 (100%)*
Hipercromasia 6 (24%) 19 (76%)*

*p<0,05, teste qui-quadrado. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e

percentual.

5.2. Andlise Imuno-histoquimica

Quanto ao perfil de imunoexpresséao, a IL-6 evidenciou maior percentual

de células com marcacdao citoplasmatica no grupo Queilite 26,48+7,29 (p<0,027) em
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relagéo ao grupo controle 7,14+4,00 (Tabela 2). Ao se avaliar a positividade nuclear
e citoplasméatica de IL-6 em relacdo ao grau de displasia leve e moderada/severa
ndo se encontrou associacao estatistica, como também a expressdo nas células

estromais (Tabela 3).

Da mesma forma, o marcador TGFB-1 mostrou maior marcagao
citoplasmatica no grupo Queilite 84,06+3,29 do que no grupo controle 34,03+6,21
com significancia estatistica (p<0,001), no entanto, a expressao no nucleo foi maior
no grupo controle 14,92+6,09 do que no grupo Queilite 1,36+0,52 com significancia
estatistica de (p=0,42). No estroma o grupo Queilite apresentou maior marcacao
28,00+6,34 do que no grupo controle 13,59+2,69, estatisticamente significante
(p=0,47) (Tabela 2). Porém, quando se relacionou a expressao de TGFB-1,
independentemente de sua localizacdo, ndo foi demonstrada associagdo com 0s

diferentes graus de displasia (Tabela 3).

O percentual de células com marcacao nuclear positiva do Ki-67 mostrou
significancia estatistica (p=0,041) no grupo Queilite 8,12+2,62 quando comparado
ao controle 3,08+0,98 (Tabela 2), no entanto, sem associacdo com os diferentes

graus de displasias (leve e moderada/grave) (Tabela 3).

5.3 Analise do coladgeno PicroSirius Red

Quanto a analise do colageno pela reacdo PicroSirius Red apos
polarizacéo de luz, viu-se que nao houve diferenca estatistica entre a expresséao de
colageno com birrefringéncia amarelada/avermelhada (colageno tipo I) entre o
grupo controle 7,84+2,08 e o grupo Queilite 8,48+1,35 (p<0,800). No entanto, com
relacdo ao percentual de colageno total do grupo controle 26,68+1,33 e do grupo
Queilite 21,98+1,21 detectou-se uma diferenca com significAncia estatistica
(p=0,012) (Tabela 2).
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Porém, quando se estratificou os diferentes graus de displasias (leve e
moderada/severa) nao se verificou nenhuma diferenga entre o percentual de
colageno total e de birrefringéncia amarelada/avermelhada (colageno tipo |) entre os
grupos (Tabela 3).

5.4. Andlise dadensidade de mastécitos (Azul de toluidina)

Os resultados histoquimicos, provenientes da técnica de Azul de

Toluidina, para a coloracdo de mastécitos mostrou-se com maior percentual de

marcacdo no grupo Queilite 8,12+2,62 do que no grupo controle 3,08+0,98 com
significancia estatistica de (p<0,001) (Tabela 2).

De igual modo, a coloracdo de mastécitos ndo mostrou diferenca

estatisticamente significante em relacdo ao grau de displasia leve e moderada/

severa (Tabela 3).
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Tabela 2: Perfil de imunoexpressao para IL-6, TGF-f1 e ki-67 e densidade de

mastacitos e colageno em Queilites actinicas e epitélio normal.

Controle  Queilite p-Valor

IL-6

Nucleo (%) 3,89+1,39 1,49+0,40 0,111

Citoplasma (%) 7,14+4,00 26,48%+7,29  *0,027

Estroma 16,90+4,30 22,61+5,34 0,406
TGF-B1

Nucleo (%) 14,92+6,09 1,36+0,52  *0,042

Citoplasma (%) 34,03+6,21 84,06%£3,29 *<0,001

Estroma 13,59+2,69 28,00+6,34  *0,047
Ki-67

Nucleo (%) 3,08+0,98 8,12+2,62  *0,041
Azul de toluidina

Mastdcitos 2,56+0,45 7,484+0,96 *<0,001
Picrosirius

Total (%) 26,68+1,33 21,98+1,21  *0,012

Birrefringéncia
amarelada/avermelhada (%) 7,84+2,08 8,48+1,35 0,800
*p<0,05, teste t de Student (MédiatEPM).

Fonte: Acervo do Laboratério de Patologia Bucal do Curso de Odontologia (UFC).
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Tabela 3: Influéncia da gradacdo histologica da displasia no perfil de
imunoexpressao para IL-6, TGF-31 e ki-67 e densidade de mastdcitos e colageno

em Queilites actinicas.

Grau da displasia

Moderada
Leve Severa p-Valor

IL-6

Nucleo (%) 1,5940,51 1,21+0,58 0,696

Citoplasma (%) 25,80+8,78 28,52+14,10 0,876

Estroma 24,92+7,27 16,60+3,36 0,502
TGF-p1

Nucleo (%) 1,37+0,64 1,3240,95 0,970

Citoplasma (%) 84,00+3,87 84,25+6,90 0,975

Estroma 28,21+7,15 27,40+14,92 0,957
Ki-67

Nucleo (%) 6,12+3,11  12,35+4,76 0,277
Azul de toluidina

Mastdcitos 7,12+1,07 8,25+2,04 0,592
Picrosirius

Total (%) 23,08+1,62 19,66+1,34 0,194

Birrefringéncia amarelada (%) 9,27+1,86 6,79+1,45 0,402

*p<0,05, teste t de Student (MédiatEPM).
Fonte: Acervo do Laboratério de Patologia Bucal do Curso de Odontologia (UFC).

Em relacdo a influéncia do sexo na imunoexpressdo dos anticorpos
estudados, somente a marcacao nuclear de IL-6 mostrou significancia estatistica
(p<0,027) guando comparado o sexo masculino (1,99+0,47) com o feminino
(0,70+0,30) (Tabela 4). Por outro lado, a positividade das células do estroma para
TGFB-1 apresentou significancia estatistica (p<0,001) para o sexo feminino
(58,60+14,47) em relacéo ao sexo masculino (17,07+4,20) (Tabela 4).
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N&o foi demonstrada nenhuma associacao estatisticamente significante

com a imunoexpressao de IL-6, TGFB-1 e Ki-67 e a idade dos pacientes, como

também a densidade de mastocitos e de colageno total e com birrefringéncia

amarelada/avermelhada (colageno tipo I) ndo mostraram relagdo com idade e com

0 sexo na amostra avaliada (Tabela 4).

Tabela 4: Influéncia do sexo e da idade no perfil de imunoexpresséo para IL-6, TGF-

B1 e ki-67 e densidade de mastdcitos e colageno em Queilites actinicas.

ldade Sexo
Até 55 Mais de 55 o _
p-Valor Feminino Masculino p-Valor
anos anos
IL-6
Nucleo (%) 1,08+0,40 2,00+0,74 0,267 0,70+0,30 1,99+0,47 *0,027
Citoplasma (%) 28,1549,72  24,44+11,62 0,808 46,30+19,91 19,87+6,77 0,119
Estroma 21,00+4,26  24,63+11,20 0,747 38,00+17,26 16,69+2,68 0,072
TGF-B1
Nucleo (%) 1,78+0,92 0,97+0,57 0,458 2,07+1,67 1,13+0,49 0,461
Citoplasma (%) 87,47+3,66 80,9645,33 0,336  84,48+5,56 83,93+4,05 0,945
Estroma 32,56+11,89  23,9045,98 0,511 58,60+14,47 17,07+4,20 *0,001
Ki-67
Nucleo (%) 8,97+3,44 7,32+4,04 0,761  15,36+8,64 6,30+2,46 0,172
Azul de toluidina
Mastdcitos 6,67+1,56 8,23+1,17 0,426 5,60+1,54 7,95+1,13 0,337
Picrosirius
Total (%) 21,58+1,56 22,36+1,88 0,753  23,06+2,17 21,72+1,43 0,666
BA (%) 8,05+1,46 8,87+2,27 0,768  10,24+5,11 8,04+1,20 0,524

*p<0,05, teste t de Student (MédiatEPM). BA = Birrefringéncia Amarelo-Avermelhada.

Fonte: Acervo do Laboratério de Patologia Bucal do Curso de Odontologia (UFC).

Avaliando a influéncia das alteracdes microscopicas celulares e

arquiteturais em relacéo a imunoexpressao de IL-6, TGF[B-1 e Ki-67 foi evidenciada

correlacdo da marcacdo citoplasmatica de IL-6 com a presenca de disceratose
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(p=0,045). Ja a marcacéo nuclear do Ki-67 indicou associagdo com a disceratose
(p=0,009) (Tabela 5).

N&o obstante, na marcacdo de mastocitos ndo houve associacdo
estatistica com nenhuma das alteracdes microscopicas celulares e arquiteturais
(Tabela 5).
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Tabela 5: Influéncia das alteracdes microscopicas celulares e arquiteturais no perfil de imunoexpressao para IL-6, TGF-f3 e ki-

67 e densidade de mastdcitos e colageno em Queilites actinicas.

IL-6 TGF-B Ki-67 Azul de Picrosirius
Nucleo Citoplasma Nucleo Citoplasma Nucleo Toluidina  Total Birrefringéncia
(%) (%) Estroma (%) (%) =stroma (%) Mastocitos (%) amarelada (%)
Alteracéo arquitetural
Perda de polaridade p=0,872  p=0,593 p=0,819 p=0,385 p=0,398 p=0,313 p=0,667 p=0,643 p=0,487 p=0,654
Cristas bulbosas p=0,241 p=0,244 p=0,405 p=0,951 p=0,449 p=0,287 p=0,702 p=0,921 p=0,443 p=0,835
Mitoses atipicas p=0,453  p=0,664 p=0,558 p=0,162 p=0,114 p=0,441 p=0,965 p=0,194 p=0,929 p=0,510
Disceratose p=0,452 p=0,0452 p=0,869 p=0,508 p=0,866 p=0,230 p=0,009° p=0,516 p=0,753 p=0,377
Alteracdo arquitetural
Hipercromasia p=0,737 p=0,776 p=0,393 p=0,363 p=0,807 p=0,667 p=0,815 p=0,991 p=0,707 p=0,624

*p<0,05, teste t de Student (MédiatEPM). A avaliagdo da influéncia do aumento da relagdo nucleo citoplasma, hiperceratose, hiperplasia celular basilar

e aumento da relagdo nucleo citoplasma na imunomarcacao para IL-6, TGF-B e ki-67 e na densidade de mastdcitos e colageno néo foi realizada porque

todos os casos apresentavam essas alteracdes. O pleomorfismo celular e o pleomorfismo nuclear também foram visualizados em conjunto na totalidade

dos casos analisados de Queilite actinica.

2Ausente (19,28+7,38) < Presente (55,26+15,78); PAusente (9,95+3,15) > Presente (0,76+0,22).
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A andlise de correlacdo de Pearson ndo mostrou associagao positiva da
imunoexpressdo para IL-6, TGF-B1 e ki-67 em diferentes sitios de marcagéo
(nuclear, citoplasmatica) e no estroma, e a densidade de mastécitos e de colageno
em mucosa normal (Tabela 6).

Quanto ao grupo Queilite, a imunoexpressao para IL-6 e TGF-f1
também nédo evidenciou associacao positiva com marcacao nuclear, citoplasmética
e de estroma e a densidade de mastdcitos e de colageno (Tabela 7). No entanto, o
anticorpo ki-67 demonstrou associagado positiva com a imunoexpressao de IL-6 no
estroma (p<0,478 p<0,045) e com a porcentagem de colageno total (p<-410
p<0,42) (Tabela 7).
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Tabela 6: Andlise de correlacdo entre a imunoexpresséo para IL-6, TGF-B1 e ki-67 e densidade de mastdcitos e

colageno em mucosa normal.

IL-6 TGF-B1 ki-e7 ~ ~zulde Picrosirius
toluidina
Nl:;(:)eo Cltozl/oa)sma Estroma le;()l)eo Clto(p()Zsma Estroma Nu(t;/loe):ar Mastécitos Total (%) Anz(?/:)elo
IL-6 nGcleo (%) r - -0,057 -0,193 -0,251 0,517 -0,306 -0,102 0,136 0,211 -0,053
p-Valor - 0,799 0,415 0,386 0,058 0,267 0,650 0,547 0,346 0,814
IL-6 citoplasma (%) r - - -0,072  -0,199 -0,091 -0,086 -0,017 0,024 -0,239 -0,066
p-Valor - - 0,764 0,495 0,757 0,761 0,939 0,914 0,285 0,771
IL-6 estroma r - - - -0,164 0,225 0,454 0,192 -0,026 -0,229 0,009
p-Valor - - - 0,611 0,483 0,119 0,417 0,912 0,332 0,968
TGF-B1 nucleo (%) r - - - - -0,026 0,471 0,141 0,332 0,441 -0,416
p-Valor - - - - 0,912 0,066 0,604 0,208 0,088 0,109
TGF- B1 citoplasma (%) r - - - - - -0,369 -0,084 -0,229 -0,251 -0,009
p-Valor - - - - - 0,159 0,758 0,332 0,386 0,974
TGF- Bl estroma r - - - - - - 0,305 -0,120 -0,078 -0,168
p-Valor - - - - - - 0,234 0,647 0,766 0,520
Ki-67 nuclear (%) R - - - - - - - -0,251 -0,302 -0,168
p-Valor - - - - - - - 0,225 0,142 0,422
Mastocitos r - - - - - - - - 0,404 0,346
p-Valor - - - - - - - - 0,077 0,090
Picrosirius Total (%) r - - - - - - - - - 0,203
p-Valor - - - - - - - - - 0,330
Picrosirius amarelo (%) r - - - - - - - - - -
p-Valor - - - - - - - - - -

*p<0,05, correlac@o de Pearson.

Fonte: Acervo do Laboratério de Patologia Bucal do Curso de Odontologia (UFC).
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Tabela 7: Andlise de correlacdo entre a imunoexpressao para IL-6, TGF-B1 e ki-67 e densidade de mastdcitos e

coladgeno em Queilites actinicas.

IL-6 TGF-B1 ki-e7 ~ ~zulde Picrosirius
toluidina
leoc/(:;ao Cltozl/ca)sma Estroma le;(:;so Clto?onma Estroma Nu(t;/loe)zar Mastocitos Total (%) Arrz(?/:)elo

IL-6 nlcleo (%) r - -0,400 -0,238 -0,228 -0,293 -0,295 -0,025 0,327 -0,059 -0,316
p-Valor - 0,081 0,341 0,378 0,254 0,287 0,917 0,159 0,806 0,175
IL-6 citoplasma (%) r - - -0,149 0,215 0,002 0,079 -0,125 -0,071 0,032 0,404
p-Valor - - 0,555 0,407 0,995 0,778 0,599 0,767 0,895 0,077
IL-6 estroma r - - - 0,192 0,265 0,422 0,478" -0,145 -0,055 -0,108
p-Valor - - - 0,494 0,339 0,151 0,045 0,566 0,829 0,669
TGF-B1 nucleo (%) r - - - - -0,406 0,242 0,009 -0,025 -0,088 -0,111
p-Valor - - - - 0,068 0,318 0,967 0,914 0,705 0,633
TGF- B1 citoplasma (%) r - - - - - -0,017 0,178 -0,360 -0,026 0,383
p-Valor - - - - - 0,944 0,441 0,109 0,910 0,087
TGF- B1 estroma r - - - - - - 0,291 -0,221 0,013 -0,349
p-Valor - - - - - - 0,227 0,363 0,959 0,143
Ki-67 nuclear (%) R - - - - - - - 0,000 -0,410° -0,081
p-Valor - - - - - - - 1,000 0,042 0,700
Mastocitos r - - - - - - - - 0,167 -0,348
p-Valor - - - - - - - - 0,425 0,088
Picrosirius total (%) r - - - - - - - - - 0,079
p-Valor - - - - - - - - - 0,706

Picrosirius amarelo (%) r - - - - - - - - - -

p-Valor - - - - - - - - - -

*p<0,05, correlac@o de Pearson.
Fonte: Acervo do Laboratoério de Patologia Bucal do Curso de Odontologia (UFC).
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Figura 1: Esquema de analise de correlacéo de resultados entre aimunoexpresséo

para IL-6, TGF-B1 e Ki-67 e densidade de mastocitos e colageno em Queilites

actinicas e no grupo controle. O grupo QA mostrou marcacao citoplasmatica de IL-

6 de forma significante mostrando relagdo com a presenca de disceratose. A

expressao estromal de IL-6 também foi relacionada a expressdo de Ki-67 e da

disceratose no grupo QA. TGF-B1 apresentou associagdao com o percentual de

colageno total e imunoexpresséo significante no citoplasma e no estroma dos casos

de QA, enquanto que no grupo controle foi, somente, no nucleo. Ki-67, igualmente,

revelou associacdo com colageno total. Os mastocitos estavam em maior niimero,

de maneira significante, no grupo QA.

Grupo Queilite
Actinica

Citoplasmatica

Citoplasma e Estroma

IL-6

MNuclear

TGF-B1

Disceratose

Ki-67

Grupo Controle

MNuclear

Mastocitos

Colageno total

B/A

Sem associacdo estatistica em relacdo ao grau de
displasia leve e moderada/severa

Fonte: Elaborado pela autora
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FIGURA 2: - Painel de imunomarcacéo dos anticorpos IL-6, TGF-B1 e Ki-67

em mucosa normal e displasias leve e moderada/severa do grupo Queilite
actinica.

Queilite actinica

Controle Displasia leve Displasia moderada/severa

Marcacao de IL-6, TGF-B1 e Ki-67 em mucosa normal e em displasias leve e moderada/severa
em Queilites actinicas. Setas indicam células positivamente marcadas. Aumento de 400x.

Fonte: Elaborado pela autora.
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FIGURA 3: Painel de marcacdo histoquimica para detec¢cdo de mastocitos pelo
método de Azul de toluidina e colageno pelo método de Picrosirius red em mucosa

normal e displasias leve e moderada/severa em Queilites actinicas.

Queilite actinica
Controle Displasia leve Displasia moderada/severa

HaE

Picrosirius
Luz convencional Azul de toluidina

Picrosirius
Luz polarizada

Marcacdo de mastécitos pelo método de azul de toluidina e colageno total, com luz
convencional e coldgeno com birrefringéncia amarelada apds polarizagdo de luz pelo
método de Picrosirius red em mucosa normal e displasias leve e moderada/severa em
Queilites actinicas. Setas indicam células positivamente marcadas. Aumento de 400x.
Fonte: Elaborado pela autora.
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6. Discusséao

As lesdes epiteliais com alteracdes displasicas como a QA possuem
maior risco de transformacdo maligna, a qual levaria a tratamentos cirlrgicos com
sério dano estético e comprometimento da qualidade de vida.

O Ceard é um estado brasileiro onde a temperatura média anual é de
32°C, estando muito proximo da Linha do Equador e com incidéncia verticalizada
dos raios solares. Além disso, acrescenta-se o fato de apresentar duas regides
geogréficas distintas: um extenso litoral com atividades de pesca e um sertao
semiarido onde a populacdo desenvolve atividades laborais na agricultura. Em
qualquer das situacdes ha grande exposi¢cado ao sol e o aparecimento de Queilites
actinicas em labios, uma semimucosa, onde 0s processos cicatriciais proliferativos
e carcinogénicos se desenvolvem diferentemente do que acontece na mucosa bucal
e na epiderme/derme.

Em lesdes actinicas de pele existe relacédo entre displasia e intensidade
do processo inflamatério (BERHANE, 2002). Ha evidéncias de que o0 risco
aumentado para transformacdo maligna em determinados tecidos tem relacdo com
a inflamacédo associada a danos no acido desoxirribonucleico (DNA) e a alteracéo
na arquitetura do tecido pela ativacdo de células e componentes do estroma
capazes de influenciar a sobrevivéncia, crescimento, proliferacdo e diferenciacéao
celular (MOGNETTI, 2006). Na QA, frequentemente ocorre inflamacédo croénica
provocada pelos raios ultravioleta que induzem a diminui¢cdo da reacao imunologica
local com alteracBes antigénicas; essas condicfes poderiam estar implicadas no
processo de salinizacdo da lesdo (CALO, AQUINO, 2005).

O perfil demogréfico classico de pacientes com alto risco de QA relatado
na literatura sdo homens com mais de 50 anos de idade, pele clara e com elevado
tempo de exposicdo solar (JADOTTE, 2011; SANTANA, 2013; CINTRA, 2013).
Neste estudo, os resultados estdo de acordo com esse perfil. A maioria dos casos,
foi observada a prevaléncia de pacientes homens (80%), com idade acima de 55
anos (52,0%) (média 54+16 anos).
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Cavalcante et al., 2008 e Cintra et al., 2013 afirmam que as mulheres
podem ter menor probabilidade de sofrer QA devido ao uso de batom ou produtos
cosmeéticos, o que pode parcialmente proteger os labios do sol. Os autores também
especulam que a prevaléncia em homens pode ser mais comum por conta da
atividade ao ar livre, em média por periodos muito maiores quando comparado ao

das mulheres.

Segundo o estudo de Sarmento et al., 2013 e CAVALCANTE et al., 2008,
nao existe associagcdo estatisticamente significante entre o grau de displasia
epitelial de QA e o género, a idade, a etnia e a exposi¢ao ocupacional a luz solar,
sugerindo que essas caracteristicas sociodemograficas ndo estao relacionadas com
o0 grau de displasia em QA. Os achados da presente pesquisa também né&o
mostraram associacdo da idade com nenhum dos pardmetros estudados. No
entanto, o sexo masculino apresentou, de forma significante, maior percentual de
marcacao nuclear para o anticorpo IL-6 em relacdo ao sexo feminino. Porém, o
percentual de marcacédo celular no estroma do marcador TGF-B1 foi maior e

significativo no sexo feminino.

Quanto a avaliacao histopatolégica das amostras, neste trabalho, cada
caso foi classificado de acordo com o grau de displasia epitelial (DE), utilizando-se
a classificacao da Organizacao Mundial de Saude (OMS, 2005), por ser um critério
atual que caracteriza as lesfes quanto a suas alteracdes citoldgicas (atipia) e
arquiteturais, além de ser utilizado em estudos recentes (PIMENTEL et al., 2006;
NICO et al., 2007). Este sistema de gradacdo nos permite classificar os casos de

Queilite exibindo displasia leve, moderada e intensa ou severa.

Na amostra estudada, observou-se maior ocorréncia de displasia leve
(n= 17 68,0%), moderada (n=7 28%) e apenas um caso (4,0%) de displasia severa.
Este ultimo caso, displasia severa, foi incluido no grupo das displasias moderadas,
0 qual passou a ser identificado como moderada/severa. Concordando com 0s
resultados de estudos de varios autores (KAUGARS et al., 1999; MARKOPOULOS
etal., 2004; ARAUJO et al., 2010) que observaram de igual forma maior prevaléncia

de casos com displasia leve e ainda afirmaram que algum grau de displasia epitelial
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existente, mesmo que seja leve, indica aumento no risco e subsequente

desenvolvimento para o cancer.

Do mesmo modo, procurou-se achar alguma associacdo entre a
influéncia dos diferentes graus de displasia com o perfil de imunoexpressao para 0s
marcadores IL-6, TGF-B1 e ki-67, bem como a densidade de mastdcitos e colageno
nas amostras de Queilites actinicas. Nao foi possivel observar alguma significancia
estatistica quando se relacionou a expresséo dos marcadores, independentemente

de sua localizagéo.

A andlise das alteracdes arquiteturais e citologicas em tecido epitelial
sdo aspectos a serem considerados para gradacdo histologica de displasias
epiteliais. Os graus de displasia epitelial (DE) séo utilizados para direcionar o
tratamento das desordens potencialmente malignas (DPM), ja que podem estar
associados a uma maior probabilidade de transformacdo maligna (KUJAN et al.,
2007; WARNAKULASURIYA et al., 2008).

Outro sistema de classificacdo dos graus de DE foi proposto por Kujan
et al., 2006, denominando sistema binario. Este sistema divide as lesbes em baixo
e alto risco de transformacdo maligna, utilizando como critério de avaliacdo as
mesmas alteracbes citadas pela Organizacdo Mundial de Saude. Segundo os
autores, esse sistema considera como leséo de alto risco aquelas que apresentam
mais de 4 alteracBes estruturais e 5 alteragfes citoldgicas, e lesdes de baixo risco
aquelas que apresentam menos de 4 alteracdes estruturais e menos de 5
alteracoes citologicas (LIU et al., 2011; PILATI et al., 2017).

Kujan et al., 2006 e Pilati et al., 2017 ressaltam que, mesmo com a busca
por uma classificacdo dos graus de DE, o progndstico e tratamento dessas lesGes
ainda € impreciso, visto que a evolucdo € continua e as alteracdes moleculares
fogem ao diagnostico puramente histologico. Esses autores, em seu estudo,

também testaram o novo sistema binario, a forma proposta pelo referido centro, e
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comprovaram que de fato ha uma diminuicdo da subjetividade, porém sugerem que
estudos longitudinais explorem o valor preditivo de transformagdo maligna desse

sistema.

Os achados histopatologicos das lesdes de QA do presente estudo se
enquadram naqueles que definem a QA (SANTOS et al., 2003; MARKOPOULOS et
al., 2004; NICO et al., 2007; SILVA et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2008). A
maioria das lesGes apresentou epitélio exibindo graus variaveis de displasia, em
cuja lamina propria era comum a presenca de degeneracao basofilica (elastose) em

maior ou menor extensao.

Outras alteracdes encontradas em todas as amostras de QA referentes
a atipia foram: aumento do numero de mitoses, o pleomorfismo nuclear, a
anisocitose e anisonucleose e o aumento da relagdo nucleo-citoplasma. Em menor

frequéncia também foram observadas mitoses atipicas e disceratose.

Segundo Camara et al., (2016), a perda de polaridade da camada basal
foi associada com a severidade do grau da DE na gradacdo da OMS.
Anisonucleose, pleomorfismo nuclear, exocitoses, pleomorfismo celular, perda de
relacdo nucleo/citoplasma, aumento do tamanho do nucleo, aumento das figuras
de mitose e disceratose foram associadas com a severidade da DE no sistema
binario. Os nossos resultados também mostraram presenca destas caracteristicas
histoldgicas, as quais, contribuiram para a gradacao do grau de severidade das
displasias epiteliais. No entanto, a Unica alteragdo que mostrou associacdo com 0S
marcadores utilizados foi a disceratose, com a expressdo citoplasmatica de

interleucina 6 (IL-6) e com a positividade para Ki-67.

A IL-6 é descrita como um marcador jA relacionado ao risco de
transformacdo neoplasica do labio (WU, et al., 2016). Na presente pesquisa,
verificou-se marcacdao citoplasmatica aumentada nas amostras de Queilite actinica
guando comparada com epitélio normal, além de relacdo, como supracitado, com

a presenca de disceratose.
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Esta € uma citocina sintetizada por varios tipos celulares: macréfagos
(principalmente), linfocitos T e B, fibroblastos, células do estroma da medula 6ssea,
células epiteliais e endoteliais. Estimula a proliferacdo de células T, a ativacdo do
mecanismo natural de morte celular e a citotoxidade (POH, et al., 2012). Estudos
também mostram que a IL-6 pode ser sintetizada e secretada por células tumorais
(LEE, et al., 2006; WANG, et al., 2010). Quando desregulada, IL-6 pode exercer
funcdo importante no desenvolvimento de neoplasias malignas (CULIG, 2013),
como carcinomas de proéstata (HUANG et al., 2016), mama (SA-NGUANRAKSA et
al., 2016), endométrio e ovario (SO et al., 2015), além de carcinomas de cabeca e
pescoco (WU et al., 2016).

Altos niveis séricos e teciduais de IL-6 tém sido associados ao mau
prognostico em carcinomas de cabeca e pescoco, sendo relacionados a baixa
sobrevida, recidiva tumoral e surgimento de segundos tumores primarios (CULIG,
2013). Os niveis salivares de IL-6 podem estar aumentados mesmo em estagios
iniciais da carcinogénese, sendo um possivel fator progndstico em desordens

potencialmente malignas orais (RHODUS et al., 2005).

Por ser um fator de crescimento, a IL-6 exerce papel na regulacdo da
proliferacdo, metabolismo e sobrevivéncia celular, podendo interferir na
diferenciacdo celular e progresséo tumoral (POH, GAN, TAN, 2012). Pilati et al.
(2017) observaram que a presenca de disceratose e pérolas de ceratina esta
fortemente associada a QA classificada como displasia severa, e que estas
alteracdes podem ser consideradas caracteristicas representativas de proximidade
entre as QAs mais severas ou o Carcinoma de células escamosas(CCE). No
entanto, seu envolvimento na carcinogénese é bastante duvidosa, pois a IL-6 pode
desempenhar ambos o0s papéis, supressores ou progressivos do tumor,
dependendo do tipo de cancer envolvido (CAMARA et al., 2016). Na presente
pesquisa, a associacao entre disceratose e expressao citoplasmatica de IL-6 nado
foi encontrada na estratificacdo entre os graus de severidade das QAs, talvez em
virtude de a amostra analisada ter sido constituida, em sua grande maioria, por

displasias leves (n=17/25).
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Ki-67 é conhecido por ser um importante marcador de proliferacdo
celular. O fato de a proteina Ki-67 ndo ser expressar em células em repouso (fase
GO0), mas sim durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose),
torna-a um excelente biomarcador para determinar a fracdo de células que estédo
proliferando em um determinado tumor (OLIVEIRA, 2011). Alguns trabalhos na
literatura tém tentado utilizar o Ki-67 como um preditor prognostico nos CCEs em
boca, porém, ainda é dificil utiliza-lo devido a variedade de resultados que s&o
encontrados (JOHANNES et al., 2013; SILVA et al., 2009).

Por exemplo, neste estudo, o Ki-67 apresentou-se aumentado de
maneira significativa nas amostras de Queilite actinica quando comparado com
epitélio normal e evidenciou correlacdo com a imunoexpressdo de IL-6 e com a

presenca de disceratose.

Num estudo sobre a expresséao da proteina Ki-67 na mucosa normal,
displasia epitelial e CCE, os valores do indice de proliferacdo foram significantes
entre 0s trés grupos, com esse resultado os autores concluiram que a expressao de
Ki-67 poderia ser considerada como marcador inicial da progressao de tumores
orais (SALVADORI et al., 2014). Apesar de ndo termos encontrado associacao da
expressdo de Ki-67 com a severidade da displasia, talvez a relacdo com a
imunoexpressao de IL-6 e com a presenca de disceratose possa contribuir para a

creditacdo da aumentada expresséao de Ki-67 nas QAs como fator preditor.

Por outro lado, foi reportado que a positividade do Ki-67 guarda fraca
correlacdo direta com a gradacdo histolégica de malignidade, e isto se deve a
instabilidade da imunoexpressao deste anticorpo, de modo que o Ki-67 permite
inferir sobre 0 momento de vida de uma determinada célula, informando apenas se
ela esta no ciclo celular. Por isso, € possivel que determinada neoplasia tenha alta
taxa de proliferacdo e baixo percentual de células positivas para tal anticorpo
(CORREA et al., 2009).

Durante a transformacdo maligna, os queratindcitos adquirem varias

caracteristicas incluindo perda de diferenciacdo, comportamento infiltrativo e
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proliferativo associado as modificacbes de Ki-67 e também do TGF-B1. Segundo
varios autores, os queratinécitos humanos tratados com TGF-1 n&o proliferam mas

diferenciam-se através da matriz extracelular. (SHUKLA et al., 2016).

O TGF-B1 € uma citocina envolvida em muitos estagios do cancer e tem
sido relacionada a reducéo da resposta imune, estimulo da angiogénese, aumento
da sintese de enzimas proteoliticas, bem como transi¢do epitélio/mesénquima
(AIGNER et al., 2008). Shukla et al. (2016) relataram que a sinalizacdo mediada
por TGF-B1 regula numerosas atividades celulares incluindo crescimento,
diferenciacdo, apoptose, adeséo e motilidade, sendo essas atividades associadas

a cascata de sinalizacdo da membrana para o nucleo.

Na presente pesquisa, foi visto um aumento da expressao da proteina
TGF-B1 nas amostras de Queilite actinica tanto no citoplasma como no estroma,
guando comparado com o epitélio normal e de forma significante. Porém, a
avaliacdo da marcacao nuclear do TGF-B1 mostrou que a percentagem de células
positivas foi superior no grupo controle (epitélio normal), sugerindo uma possivel
translocacao de sitio de marcacéao dependendo do grau de alteracdes citoldgicas e

arquiteturais das células.

Contudo, em uma pesquisa realizada em 29 casos de QA e 53 casos de
CCE, Salvadori et al. (2014) identificaram positividade em todos o0s casos
estudados para essa proteina. Nas QAs houve correlacdo inversa entre a
positividade do TGF-B1 nos queratindcitos e o grau de displasia. Igualmente, no
CCE de alto grau de malignidade houve menor imunomarcacéao para TGF-31, tanto
no parénquima como no estroma. Os autores concluiram que as alteracdes
inversas da expressdo desta proteina contribuem para a carcinogénese do labio
inferior. Estes dados séo discordantes dos encontrados no presente trabalho, no
entanto, é importante ressaltar que foi comparado mucosa labial normal com

mucosa labial displasica, e a amostra de Salvadori et al. (2014) foi de QA e CEC.

O TGF-pf1 também apresentou influéncia com a percentagem de

colageno total, achado que pode se relacionar com a modulacéo de inflamacé&o que
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este anticorpo possui, as quais podem ser acgbes pro-inflamatorias e/ou
imunossupressoras.

Em geral, células imaturas em repouso sdo estimuladas por TGF-j,
enquanto que estas mesmas células, ja ativadas, podem ser inibidas por TGF-j3,
gue por este motivo pode ser considerado uma "anticitocina”, ou seja, faz uma
regulacao negativa da resposta imune. Sua acdo pro-inflamatdria inclui quimiotaxia
para macréfagos, e em menor escala para fibroblastos, aumento de expresséo de
moléculas de adesédo e autoinducao de TGF-B. Possui acao angiogénica, promove
a proliferacdo de coldgeno e de novos vasos. Esses achados sugerem que a
superproducdo de TGF-B pode levar a cicatrizacdo e implica num mecanismo
patogénico da fibrose (ALVES, RIBEIRO, 2004).

Estudo realizado por Zhang et al. (1999), com fibrose pulmonar
idiopatica, mostrou que, em condi¢cdes normais, o0 reparo progressivo de danos ao
tecido e remocédo das células apoptoticas € orquestrada por uma cascata de
citocinas e fatores de crescimento de transformacéo beta (TGF-).

Shukla et al. (2010) reportaram que, enquanto a sinalizacdo de
componentes da familia TGF-B exercem importantes papéis na supressao de
canceres de origem epitelial, em certos contextos, e dependendo do estagio do
cancer, o TGF-B1 age estimulando a progressao tumoral por aumentar a invasao e
metastases das células tumorais. Um importante aspecto para a atividade pro-
tumoral do TGF-B é sua contribuicdo em preparar o estroma para o crescimento e

invasao tumoral.

Segundo Morgana et al., 2013, os danos actinicos a derme e mucosa
fotoenvelhecida seriam evidenciados histologicamente por infiltrado inflamatério na
derme e aumento de fibroblastos, alongados e achatados, porém capazes de
produzir colageno, indicando que alteracdes na sintese de colageno ndo pareciam
ser a causa da diminuicédo dos colagenos | e lll (RABE et al., 2006).

Essas alteracfes levariam a diminuicdo da sintese dos colagenos | e lll,
reduzindo a adesdo entre células e fibras de colageno com menor nivel de

estimulagcdo mecéanica (VARANI et al.,, 2006). Isso, somado as alteragbes
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direcionais e funcionais do coldgeno dérmico, seriam mais acentuadas a partir da
sexta década de vida, pois os fibroblastos velhos mantém a capacidade de produzir
colageno (MORAGAS et al., 1998). Porém, a quantidade dos diferentes tipos de
colageno diminui com o avanco da idade e com a exposi¢cdo solar cumulativa,
guanto maior o tempo de exposi¢cao solar, maiores serdo os danos ao colageno,
bem como maiores seréo as altera¢des das propriedades mecanicas da derme e da
mucosa (FISHER et al., 1997).

Neste estudo, quando essas fibras foram analisadas histoquimicamente
utiizando o método de Picrosirius red, observou-se material elastotico em
continuidade com o corion. Porém, o percentual de colageno total foi maior no grupo
controle visto que na mucosa normal, ndo havia elastose solar em consequéncia da
exposicao excessiva as radiacdes ultravioletas. Ch’ng et al. (2006) relataram que a
radiacdo ultravioleta pode provocar danos as fibras elasticas através do aumento
da substancia fundamental amorfa. Este achado poderia justificar a diminuicdo do
percentual de colageno no grupo QA, encontrado na presente pesquisa. Por outro
lado, ndo houve diferenca estatistica entre a expressdo de colageno com
birrefringéncia amarelada/avermelhada (colageno tipo 1) entre os dois grupos de
estudo. Seria importante investigar se a alta expressdo de TGF-B nao teria

contribuido para a manutencédo dos dois tipos de colagenos estudados no grupo

QA.

Em relacdo ao comportamento dos mastocitos, verificou-se nesta
pesquisa um aumento de marcacdo de mastécitos (MCs) nas QAs, visualizada
através do método de Azul de Toluidina. Estes dados sé&o concordantes com os de
Gomes et al. (2008) que demostrou um aumento na quantidade de mastdcitos ao
se comparar lesfes de QA e de CCE com o tecido normal, sugerindo uma possivel
participacéo da inflamac&o no processo de malignizacao. Resultado que comparte
junto com outros autores que também afirmamaram que os mecanismos de
malignizacdo da QA de labio podem sofrer interferéncias dos componentes do
processo inflamatoério (ROJAS, 2004; DAWICKI, 2007).
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Além disso, Rojas et al. (2004) avaliaram a densidade de MCs triptase e
quimase positivos, em casos de QA e de labios normais. O numero destas células
estava aumentado e apareciam degranuladas, especialmente ao redor das areas
elastéticas nos casos de QA. Os MCs contendo triptase distribuiam-se na juncdo
epitélio-conjuntivo e no tecido conjuntivo nos casos de QA, enquanto que nos labios
normais foram encontrados no tecido conjuntivo e nas regides submucosas. Esses
dados mostraram que a densidade de MCs aumentada pode contribuir para a
elastose na QA e que alteracdes na distribuicdo de MCs contendo triptase podem

favorecer a malignizagéo da leséo.

Desde que os MCs foram observados em tumores, especialmente
carcinomas, pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de esclarecer a
verdadeira participagcdo dessas células no desenvolvimento e progressdo de
neoplasias. Estas células também tém sido reconhecidas como células efetoras
importantes, participando dos efeitos deletérios da radiacdo UV sobre a derme e
mucosa (GONZALEZ et al., 1999; HART et al., 2001).

A presente pesquisa mostrou nas QAs um aumento da expressao
citoplasmatica de IL-6 relacionada com a expressao do marcador de proliferacédo
nuclear (Ki-67) e com a disceratose, esta Ultima ja descrita como alteracéo
citolégica de proximidade com a transformacdo maligna. A imunoexpressao de
TGF-B1 apresentou associagdo com o percentual de colageno total, no entanto nos
sitios de localizacéo citoplasmatico e estromal nas QAs, diferentemente do grupo
controle. Finalmente, os mastocitos estiveram em maior nimero, de maneira

significante, no grupo QA.

No entanto, ndo foi demonstrada relacdo com o grau de severidade das
displasias, sugerindo que, na populacdo estudada, o risco de transformacao
maligna estd presente a partir das displasias leves e moderadas. Mais
investigacfes sdo necessarias, com um maior nimero de casos de QA como
também a inclusdo do CCE de labio, para elucidar o valor prognostico dos

marcadores estudados.
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7. Concluséo

e Houve maior imunoexpressao de IL-6, TGF-B1 e ki-67, bem como a
densidade de mastécitos nas amostras de Queilite actinica do que em
mucosa normal, independentemente de sua localizacdo de marcacdo, no
entanto ndo foi demonstrada associagéo entre os marcadores e os diferentes
graus de displasia.

e A IL-6 e 0 anticorpo Ki67 evidenciaram associagdo com a disceratose nas
amostras de Queilites actinicas.

e O TGF-B1, com expressao citoplasmatica e estromal, mostrou correlacédo

com a percentual de colageno total.
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Apresentacdo do Projeto:

Queilite actinica (QA) é uma lesdo potencialmente maligna oral associada com a exposi¢ao
cronica a radiacéo ultravioleta com elevado potencial de transformagdo em cancer de labio. E
objetivo desta pesquisa avaliar a relacdo entre a imunoexpresséo de IL-6, TGF-B1 e Ki-67 com
a densidade de mastdcitos e colageno em queilite actinica. Para isso, serdo utilizados 52 blocos
parafinados de lesGes diagnosticadas como QA(n=26) e amostras de mucosa normal de labio
(n=26) arquivados no Laboratério de Patologia Bucal, poder da amostra de 95%. Dados
sociodemograficos serdo retirados dos laudos anatomopatoldégicos dos pacientes. Seréo
realizados cinco cortes de cada amostra com 3m de espessura; 3 (trés) para reacdo de
imunohistoquimica através da técnica da estreptavidina-biotinilada para a deteccéo de IL-6,
TGF-B1 e Ki-67. Dois cortes para exame histoquimico; dos quais, 1 (um) corte para a deteccao
de mastdcitos pela coloracdo de Azul de Toluidina e 1 (um) corte para a avaliagédo de colageno
tipo | e tipo Il pelo método de Picrosirius Red. Em todas as reacgdes seréo utilizadas controles
negativo e positivo. Para avaliacdo microscépica serdo fotografados 5 campos (400x) para
contar as células que apresentarem positividade citoplasmética e/ou nuclear para os anticorpos
primarios elencados através do software Image J®. Considerar-se-4 a soma dos campos
marcados de cada ldmina como unidade amostral, sendo submetida a andlise quantitativa.
Esperase detectar marcadores moleculares que contribuam para a avaliacdo do progndstico
dos individuos portadores de queilite actinica, além de uma associacéo entre a densidade de
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mastaécitos e a fibroplasia com os marcadores do dano foto labial.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Analisar a imunoexpresséo de IL-6, TFG- e Ki-67 e sua associacdo com a
densidade de colageno e mastdcitos em amostras de Queilite Actinica.

Objetivo Secundario: Avaliar as amostras diagnosticadas com QA em base aos critérios
histolégicos para o diagnéstico e classificacdo histologica de displasia epitelial definido pela
Organizacdo Mundial de Saude em displasia leve, displasia moderada e displasia grave ou
severa.2. Correlacionar a expressdo dos marcadores IL-6, TGF-B1 e Ki-67 com o grau de
displasia (leve, moderada e severa) nas Queilites Actinicas segundo as variaveis de sexo, idade
e localizagdo anatémica.3. Avaliar a densidade de mastdcitos na Queilite actinica determinando
sua associagdo com os marcadores IL-6, TGF-B1 e Ki-67.4. Analisar a preservacdo do
colageno total e dos colagenos tipo | e Ill em Queilites actinicas, correlacionando com o grau
de displasia (leve, moderada e severa) e a imunoexpresséao de IL-6, TGF-f1 e Ki-67.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: A pesquisa é de baixo risco para a equipe executora visto que sera utilizada
metodologia da rotina laboratorial. O uso de equipamentos individuais no manuseio da parafina
e de reagentes j4 é uma regra do laboratério. Quanto aos pacientes, 0s riscos sdo inexistentes
ja que a amostra foi coletada do acervo de blocos parafinados do laboratério de patologia bucal
da Universidade Federal do Ceara.

Beneficios: Destaca-que as lesdes epiteliais com alteracBes displasicas em labio possuem
maior risco de transformacao maligna, a qual levaria a tratamentos cirargicos com sério dano
estético e comprometimento da qualidade de vida. O Ceara € um estado do Brasil localizado
préximo a Linha do Equador, com incidéncia verticalizada dos raios solares e alta incidéncia
de queilite actinica. O estudo de marcadores moleculares como também as altera¢cdes no
estroma destas lesBes potencialmente malignas podem contribuir para o entendimento do
comportamento biolégico como também, para o prognéstico e estimativa do risco de
malignizagéo.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevéancia para a area de Odontologia, especialmente para a area de Patologia Oral.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Todos os termos solicitados foram apresentados, inclusive o termo de fiel depositario e a dispensa
do TCLE. A pesquisadora assinou orgamento e informou quem ira assumir as despesas e incluiu
0 cronograma.

Recomendacgdes: N&o se aplica.
Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequac¢des: Nao se aplica.

Consideragdes Finais a critério do CEP:



Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_797348.pdf 13:20:10
Orgcamento orcamento.jpeg 01/11/2016 | Gabriela Soledad Aceito

13:18:16 |Mardero Garcia
Declaracéo do encaminhamentodoprojetodepesquisa.jp| 17/10/2016 | Gabriela Soledad Aceito
Patrocinador eg 18:01:09 |Mardero Garcia
Declaracéo de termodefieldepositario.jpeg 17/10/2016 | Gabriela Soledad Aceito
Manuseio Material 17:58:32 | Mardero Garcia
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaracéo de Autorizacaodoslocaisondeserarealizada | 17/10/2016 | Gabriela Soledad Aceito
Instituicdo e apesquisa.jpeg 17:57:30 | Mardero Garcia
Infraestrutura
TCLE / Termos de | termoconsentimentolivre.pdf 17/10/2016 | Gabriela Soledad Aceito
Assentimento / 17:56:19 |Mardero Garcia
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de declaracaodospesquisadores.jpeg 17/10/2016 | Gabriela Soledad Aceito
Pesquisadores 17:55:21 |Mardero Garcia
Projeto Detalhado / | PROJETOPESQUISAQUEILITEACTINI | 27/09/2016 |Gabriela Soledad Aceito
Brochura CA.docx 14:03:15 |Mardero Garcia
Investigador
Folha de Rosto folhaderostrog.pdf 27/09/2016 | Gabriela Soledad Aceito
13:40:04 | Méardero Garcia

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP: Nao

Continuagéo do Parecer: 1.817.320

FORTALEZA, 11 de Novembro de 2016

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO
FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo
UF: CE

Telefone: (35)3366-8344

Municipio:

CEP: 60.430-275
FORTALEZA

E-mail: comepe@ufc.br
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