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RESUMO 

Introdução: A Queilite Actínica (QA) consiste em uma desordem potencialmente 

maligna, localizada no lábio, causada pela intensa exposição à radiação ultravioleta (UV). 

Ela gera alterações, como a metilação do DNA, associadas ao processo de carcinogênese 

de neoplasias, como o carcinoma espinocelular do lábio (CECL). A 5-metilcitosina 

(5mC) e a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) são alterações epigenéticas do DNA que afetam 

a expressão gênica, favorecendo a progressão do CECLs. O 5mC e 5hmC são 

considerados potenciais biomarcadores no desenvolvimento de alguns cânceres, mas não 

se sabe sobre a relação no CECL e da QA. Logo é necessária a realização de estudos para 

avaliar a utilização do 5mC e 5hmC como possíveis biomarcadores para desordens 

potencialmente malignas como as QAs. Objetivos: Esta pesquisa objetiva avaliar o 

impacto do 5mC e 5hmC na carcinogênese labial, correlacionando parâmetros clínicos, 

histológicos e imunohistoquímicos em QAs e CECLs. Materiais e Métodos: Para isso, 

serão selecionadas 15 amostras de tecido labial sadio (TLS), 30 de QA e 45 do front 

tumoral de CECLs, que foram preparados por Tissue Micro Array (TMA), em bloco 

único para as reações imunohistoquímicas (5hmC, 5mC). Foi realizada a coleta de dados 

clínicos, gradação histopatológica das displasias epiteliais nas QAs estabelecidas através 

do sistema binário e o grau de malignidade dos CECLs foi feito pelo sistema estabelecido 

por Bryne. Os dados foram expressos em forma de média e desvio-padrão e comparados 

pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis/Dunn, Wilcoxon e correlação de 

Spearman (SPSS, p<0,05). Resultados: Na avaliação das amostras de CECLs (n=45) 

houve diferença estatística (p<0.001) significante quanto à marcação de 5mC, que foi 

maior que a de 5hmC. Nas lesões tumorais com estadiamento T1/2 e T3/4 também se 

notou uma maior marcação de 5mC em relação ao 5hmC. Ambos os pacientes do sexo 

masculino (p<0.001) e feminino (p=0.003) obtiveram maior positividade para 5mC 

quando comparados ao 5hmC.  Conclusões: Há expressão de 5mC e 5hmC na QA e em 

CECL. O 5mC parece estar relacionado ao CECL, ainda sendo necessário a realização de 

mais estudos para avaliar a viabilidade da sua utilização como biomarcador preditivo de 

CECL, na proservação das lesões de QA. 

Descritores (DECs) 

Repressão Epigenética; Neoplasias Labiais; Queilite; Metilação. 

 



 

 

ABSTRACT 

Introduction: Actinic cheilitis (AC) is a potentially malignant disorder located on the lip 

caused by intense exposure to ultraviolet radiation (UV). It generates changes such as 

DNA methylation, associated with the process of carcinogenesis of neoplasms such as lip 

squamous cell carcinoma (CECLS). Both 5-methylcytosine (5mC) and 5-

hydroxymethylcytosine (5hmC) are epigenetic DNA alterations that affect gene 

expression, favoring the progression of CECLSs. 5mC and 5hmC are considered potential 

biomarkers in the development of some cancers, but their relationship in CECLS and AK 

celTLS is unknown. Therefore, studies are needed to elucidate the influence of these 

markers on CECLS carcinogenesis. Objectives: This research aims to evaluate the impact 

of 5mC and 5hmC on lip carcinogenesis, correlating clinical, histological, and 

immunohistochemical parameters in ACs and CECLSs. Material and Methods: For this, 

15 samples of healthy lips, 30 of QAs, and 45 of CECLS s from the tumoral front will be 

selected, which were prepared by Tissue Micro Array (TMA), on a single block for 

immunohistochemical reactions (5hmC, 5mC). The collection of clinical data and 

histopathological grading of epithelial dysplasia in ACs were performed using the binary 

system and the system Bryne established for SCCTLS. Data will be expressed as mean 

and standard deviation and compared by Mann-Whitney and Kruskal-Wallis/Dunn, 

Wilcoxon and Spearman correlation tests (SPSS, p<0.05). Results: In the evaluation of 

CECL samples (n=45), a statistically significant difference (p<0.001) was observed in 

relation to 5mC labeling, which was higher than that of 5hmC. Additionally, in tumor 

lesions with T1/2 and T3/4 staging, a greater presence of 5mC was noted compared to 

5hmC. Both male (p<0.001) and female (p=0.003) patients exhibited higher levels of 

5mC when compared to 5hmC. Conclusions: There is expression of 5mC and 5hmC in 

QA and in CECL. 5mC appears to be related to CECL, although further studies are needed 

to assess its viability as a predictive biomarker for CECL in preserving QA lesions. 

Keywords 

Epigenetic Repression; Lip Neoplasms; Cheilitis; Methylation. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

  

1.1 Queilite actínica uma desordem potencialmente maligna 

 
A Queilite Actínica (QA) consiste em uma desordem potencialmente 

maligna, localizada no lábio em decorrência de intensa exposição à RUV. Por razões 

anatômicas, como o fato de o lábio inferior ser fortemente evertido, há uma maior 

incidência de raios solares no local, sendo essa a porção mais acometida. A estrutura da 

membrana semimucosa do lábio não possui os mecanismos fisiológicos e anatômicos de 

proteção, como por exemplo a pele, que exibe atributos como espessa camada córnea, 

presença da melanina na camada epidérmica, além de barreiras de proteção criadas por 

glândulas sebáceas e sudoríparas. (NICOLAU et al., 1964).  

O fator de risco principal para o desenvolvimento é a exposição à RUV, que, 

em excesso, gera danos acumulativos no tecido do lábio. Em decorrência deste fato, a QA 

é reportada com maior frequência em países de clima tropical (LUCENA et al., 2012), 

pois o dano advém da exposição à radiação ionizante, causado pela interação direta com 

moléculas alvo ou indiretamente pela formação de radicais livres, que possuem alta 

afinidade por elétrons e pontes de hidrogênio, com o DNA como alvo primário 

(BIAGLOW et al.,1987). 

O fototipo da pele, sexo e predisposição genética também são fatores 

responsáveis pelo surgimento destas lesões. Indivíduos do sexo masculino com fototipo 

baixo e mais de 50 anos que se submetem à exposição crônica ou excessiva aos raios UV, 

seja no cotidiano ou na jornada de trabalho, possuem grandes chances de desenvolver a 

QA. Atividades econômicas que envolvem elevada exposição à luz solar, como 

agricultura e pesca, aumentam os riscos de surgimento da lesão (SANTOS et al., 2018; 

KAUGARS et al., 1999). 

Clinicamente, a QA é encontrada na conformação isolada ou multifocal, 

aguda ou crônica. A aguda é mais branda quanto aos danos celulares, apresentando 

características clínicas, como fissuras ou crostas e até ulcerações, que surgem após 

exposição solar intensa em um curto período. Possui, entretanto, reversibilidade após a 

remoção do fator etiológico, atingindo, em maior frequência, indivíduos jovens. Já a 

cronificação da QA se apresenta de forma assintomática e demanda um longo período 

para que ocorra, podendo apresentar alterações inerentes ao epitélio com caráter 

irreversível, sendo necessário o mínimo de 15 anos de exposição até que esses efeitos 
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histológicos irreversíveis sejam visíveis às análises (SANTOS et al., 2018). O caráter 

clínico da forma crônica da QA inclui perda da divisão clara entre o vermelhão do lábio 

e a pele, perda de elasticidade do tecido do lábio, tecido atrófico, presença de áreas 

eritematosas, erosivas e até placas hiperceratóticas que podem variar quanto a espessura 

(MARKOPOULOS et al., 2004). 

Os aspectos histopatológicos apresentados pela QA envolvem hiperplasia ou 

atrofia do epitélio, hiperceratose e displasia, as quais são divididas em graus, variando de 

leve, moderado, severo até carcinoma in situ. Em nível de tecido conjuntivo, é possível 

encontrar infiltrado inflamatório local, vasodilatação e elastose solar que ocorre a partir 

da degeneração de fibras colágenas que passam a apresentar basofilia com aspecto 

amorfo.  

Embora a classificação da OMS seja adotada na prática laboratorial 

histopatológica, a classificação de displasias das lâminas, principalmente as moderadas, 

costuma sofrer variabilidade de interpretação entre os examinadores. A subnotificação de 

displasias severas, tidas como moderadas, gera preocupação em decorrência da maior 

chance de transformação maligna. As opções de tratamento dessas duas classificações 

também se diferem, nas quais a displasia moderada deve ser somente acompanhada 

enquanto a displasia severa deve ser removida cirurgicamente. A fim de reduzir 

discordâncias no momento do diagnóstico, Kujan et al. em 2006 propôs um sistema 

binário de gradação histológica, utilizando os mesmos parâmetros firmados pela OMS 

(DANCYGER et al., 2018). (Tabela 1) 

 

Tabela 1: Sistema binário de risco de malignização das displasias epiteliais. 

 

Risco de Malignização  Classificação de displasia segundo Barnes 

et al. 2005 

 

Baixo  Displasias epiteliais ausentes, 

questionáveis ou leves 

 

Alto  Displasias epiteliais moderadas ou 

severas 

 

          Fonte: Adaptado de KUJAN et al. (2006) 

 

Histórico do paciente, histórico da lesão e o grau de displasia da lesão são 

fatores que devem ser considerados para estabelecer o diagnóstico. Porém, vale salientar 
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que este diagnóstico pode ser puramente clínico sem biópsia prévia, como na 

manifestação aguda. As características histomorfométricas identificadas têm relevância 

no planejamento e tratamento da QA. O acompanhamento e recomendações do uso de 

fotoprotetor pelo paciente são importantes e determinantes no monitoramento da 

evolução da lesão nos casos agudos, por exemplo (ARNAUD et al., 2014). 

Alguns estudos recentes revelam que amostras de QA já apresentam 

características clássicas de metilação que são vistas em CEC de pele, apontando que o 

imprinting epigenético pode apresentar vias comuns entre o fotoenvelhecimento e o 

desenvolvimento de neoplasias malignas (RODRÍGUEZ-PAREDE et al., 2018). 

 

1.2 Carcinoma Espinocelular de Lábio 

O câncer de lábio (CL) é encontrado no vermelhão do lábio, resultante da 

evolução das alterações histopatológicas da QA. Pode ser categorizado tanto como câncer 

de cabeça e pescoço quanto câncer de pele por muitas vezes os limites da lesão partirem 

da membrana semimucosa do lábio e atingirem a região perioral (ZITCH et al., 1995). 

O Carcinoma Espino Celular (CCE) é considerado o tipo histológico com 

maior incidência na cavidade oral e representando até 90% dos casos diagnosticados em 

região de cabeça e pescoço. Se origina do epitélio de revestimento do trato aerodigestivo 

superior, atingindo lábio e cavidade oral; nasofaringe; orofaringe; hipofaringe e laringe 

(SANTOS et al., 2023). 

Pelos mesmos motivos dos casos de QA, o CECL possui uma maior 

prevalência em lábio inferior, principalmente pela incidência de radiação ultravioleta 

nessa localidade anatômica. Ocorre com maior frequência em pacientes leucodermas em 

decorrência da menor presença de melanina no tecido, que protege os queratinócitos 

contra danos causados pelos raios UV. Acomete pacientes do sexo masculino com mais 

de 50 anos. Por ser fotodependente, o CECL é relacionado a pessoas que trabalham com 

exposição solar (BOTA et al.,2017). 

Embora o CECL apresente elevados índices de sobrevida, é necessária a 

realização de abordagens promotoras de saúde para detectar precocemente essa lesão. 

Fatores, como estadiamento clínico avançado, tumores com grandes diâmetros e mal 

diferenciados, são importantes preditores prognósticos dessa enfermidade. A margem 

cirúrgica e um planejamento terapêutico bem elaborado, incluindo o registro detalhado 

de informações do protocolo cirúrgico e das características tumorais, também contribuem 
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para obtenção de resultados clínicos favoráveis e facilitam estudos retrospectivos com 

base em registros hospitalares (SENA et.al., 2010). 

Emprega-se o sistema de estadiamento clínico de tumores (TNM) para 

caracterizar o tumor,  prever o prognóstico e determinar a terapia mais apropriada para 

cada caso. Esse sistema associa informações sobre o tamanho, a presença de metástase à 

distância e envolvimento linfonodal para atribuir o estágio clínico do câncer (NEVILLE, 

2009; STRIEDER et al., 2017). Além do TNM, os sistemas de gradação histológica de 

malignidade (SGHM) estão sendo amplamente adotados para uma previsão mais precisa 

do prognóstico (STRIEDER et al., 2017). Bryne, em 1998, elaborou um sistema de 

gradação, que atualmente é um dos mais comuns e específico para a parte invasiva do 

CECL e se baseia em  parâmetros histopatológicos, que, quando somados, estimam o grau 

de malignidade,  como grau de ceratinização; pleomorfismo nuclear; padrão de invasão e 

infiltrado linfoplasmocitário. 

O CECL apresenta fatores prognósticos cruciais que influenciam o 

comportamento progressivo da doença. Tumores menores que 2 cm podem variar em seu 

quadro clínico e histopatológico enquanto a localização das células escamosas no lábio 

superior ou inferior não mostra diferenças significativas na ocorrência de recorrências 

e/ou metástases. No entanto, o tamanho do tumor, maior que 0,5 cm, tem uma relação 

direta com a probabilidade de metástase e recidiva. O tipo mais prevalente é o ulcerativo, 

que demonstra maior tendência a metástases e recorrências, especialmente no formato 

ulcerativo-vegetativo e vegetativo que estão associados a lesões maiores. Além disso, o 

tamanho do tumor está relacionado aos graus II e III, em que as maiores taxas de 

metástases e recorrências são observadas (ABREU et al., 2004). 

 Quando diagnosticado precocemente, é possível impedir que haja uma 

evolução brusca no processo de carcinogênese. Espera-se que a expectativa de cura fique 

em média de 80-90% com uma mortalidade de 10-15%. O tratamento dessas lesões 

consistem na remoção cirúrgica da lesão com margens, podendo estar associado a outras 

terapias. A estratégia de tratamento escolhida é determinada por diversas questões e o 

resultado pode ser afetado por fatores de confusão, como abuso de álcool e fumo, idade 

e sexo do paciente e presença de comorbidades (CHOQUET et al., 2020) (CURRY et 

al.,2014; BIAGLOW et al.,1987). 

Diversos elementos presentes no microambiente tumoral das células epiteliais 

neoplásicas possuem impacto na progressão do Carcinoma Espinocelular de Lábio 

(CECL). Alterações epigenéticas, inflamação crônica e imunossupressão são fatores que 
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induzem uma sequência de eventos que engatilham a transformação do estroma celular e 

desencadeia a proliferação celular neoplásica (CURRY et al.,2014). 

A exposição à radiação UV é determinante no processo de malignização do 

CECL, por meio da liberação de radicais livres, interferindo nos mecanismos epigenéticos 

das células do meio e podendo afetar o sistema de metilação do DNA além de influenciar 

na estabilização da expressão gênica e viabilizar mecanismos de resposta genômica a 

partir de influência extrínseca. A literatura mostra que os sítios de mutação genômica de 

cânceres de pele, os quais têm como fator causal principal a exposição solar, coincidem 

frequentemente com as ilhas CpG, região onde é apontada com maior facilidade e onde é 

formada a 5-metilcitosina (DROUIN et al., 1997; YOU et al., 2001; MARTINEZ-

FERNANDEZ et al., 2017). 

 

  1.3 Metilação do DNA  

A epigenética consiste no estudo das modificações relacionadas ao DNA e 

histonas herdáveis. Visto que essas modificações não alteram a sequência de bases 

nitrogenadas, elas possuem caráter reversível. As referidas alterações ocorrem no DNA e 

nos fatores associados, responsáveis por conter informações que vão além do 

sequenciamento do DNA, as quais devem ser preservadas durante a divisão celular. Estes 

critérios e a replicação são influenciados pelo ambiente e hábitos em que estão inseridos, 

causando mudanças significativas na expressão gênica. Formada por um conjunto de 

mecanismos que podem favorecer a transcrição de alguns genes ou bloquear esse 

processo, a metilação consiste em um processo potencialmente reversível, tendo como 

forte característica a plasticidade gênica que pode ser modulada pelo meio externo 

(OLIVEIRA et al., 2010; MORGAN et al., 2004). 

A determinação da origem celular está diretamente relacionada com o 

mecanismo de expressão gênica, no qual uma célula indiferenciada irá tomar as 

características e funções do tecido e órgãos aos quais pertence. Alterações nos 

mecanismos epigenéticos, como o perfil de metilação, podem interferir na expressão de 

um gene, sendo determinante para a diferenciação de fenótipos tumorais, por exemplo. 

Essa alteração determina local, origem e grau de evolução da neoplasia (OKANO et al., 

1999). 

Por definição, a metilação é a adição covalente de um grupo metil no carbono 

5 da citosina na molécula de DNA, gerando, assim, a configuração 5-metilcitosina (5mC). 

Os radicais metil são obtidos através da dieta do indivíduo, em maioria a metionina, 
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seguido do folato, colina e vitamina B12. Essa adição é realizada pelas metiltransferases, 

são elas: DNMT1 consideradas as metilases de manutenção, responsáveis pela metilação 

de fitas hemimetiladas e a DNMT2, DNMT3A e DNMT3B1, responsáveis pela metilação 

de fitas sem metilação prévia (HERMANN et al., 2004). (Figura 2)  

A metilação do DNA pode ser modulada por fatores poluentes, como os íons 

metálicos; infecções; uso de medicamentos; exposição à radiação solar e hábitos, como o 

fumo. Quando o gene é metilado, a DNA transferase não estará apta a se ligar ao gene em 

decorrência da presença da cadeia metil, logo, esse gene não será transcrito, havendo 

silenciamento. Esse processo de metilação ocorre nas ilhas CpG, conhecidas como 

regiões promotoras de gene que, na essência, são citosinas ligadas a guaninas através de 

uma cadeia de fosfato (RAZIN et al., 2011). 

O 5mC é considerado um importante regulador da metilação do DNA, 

obtendo um importante papel em diversos processos celulares, como na evolução 

neoplásica de lesões. Os mais diversos estudos buscam elucidar fatores epigenéticos 

relacionados a processos anormais na tumorigênese, associados com o silenciamento da 

transcrição genética causado pelo processo de metilação (DAHL et al., 2011). 

Alterações, como a hipermetilação e a hipometilação, são vistas com 

frequência no processo de tumorigênese. Respectivamente, são evidenciadas pela 

supressão intensa de um gene, inativando a expressão gênica ou pela expressão intensa 

do gene, intensificando a ação. Quando um gene com função de supressão tumoral é 

hipermetilado, ele tem a finalidade bloqueada e não é capaz de exercê-la, influenciando 

assim no desenvolvimento neoplásico. Assim, como ocorre quando um oncogene é 

hipometilado, ele obtém total exercício do objetivo, colaborando para o desenvolvimento 

da neoplasia (BINKLEY et al., 2004; COSTA et al., 2004).    

Por volta da década de 70, houve o primeiro relato da presença de 5hmC em 

mamíferos, que consiste em uma forma oxidada do 5mC. Ocasionado pela TET, o 5mC 

é catalisado e convertido em 5-hidroximetilcitosina (5hmC), seja de forma ativa, através 

da ação oxidativa de TET, ou através da replicação passiva dependente da perda. (Figura 

2)  
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Figura 1: Citosina da espécie mamária.  FONTE: Dahl et al., 2011. 

O grupo TET é composto por TET1, TET2, e TET3 que contêm domínio de 

dioxigenase dependente de 2-OG e Fe (II) no terminal C. Tem sido proposto na literatura 

que o 5hmC age como intermediário no processo de desmetilação. Algumas vias que 

envolvem a remoção do grupo metil da metilcitosina por meio da hidroximetilcitosina 

foram sugeridas e validadas in vivo (BACHMAN et al., 2014). A função e os mecanismos 

que o 5hmC envolve ainda não estão completamente elucidados, visto que alguns estudos 

também relatam que a ação dele pode ocorrer independente da desmetilação do DNA 

(TAHILIANI et al., 2009; ITO et al., 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA  

Estima-se que, para o triênio de 2023 a 2025, surjam cerca de 15.100 novos 

casos de câncer em todo o Brasil. O câncer de cavidade oral tem o posto de oitavo tipo 

de neoplasia  mais frequente no país e ocupa a quinta posição na região Nordeste (8,35 por 

100 mil). Para o desenvolvimento dessas lesões tumorais, alguns fatores de riscos são 

apontados e estão entre eles as alterações epigenéticas causadas pela exposição a raios 

ionizantes (SANTOS et al.,2023; SUNG, et al., 2021). 

A busca por biomarcadores preditivos, como 5mC e 5hmC, desempenha um 

papel crucial na detecção precoce e no acompanhamento de desordens potencialmente 

malignas, como a QA. Esses biomarcadores epigenéticos têm sido amplamente estudados 

por sua capacidade de indicar alterações na metilação do DNA e, portanto, fornecem 

informações valiosas sobre a progressão de lesões potencialmente malignas para 

condições malignas.  

No contexto específico do estado do Ceará, situado em uma região tropical, a 

relevância da pesquisa de biomarcadores é ainda mais evidente. Com uma exposição solar 

intensa e constante devido ao clima, a população local, incluindo agricultores e pessoas 

que trabalham em barracas de praia, apresenta um risco aumentado de desenvolver 

condições mucocutâneas, como a queilite actínica. Nesse cenário, a identificação precoce 

de alterações epigenéticas por meio da análise de 5mC e 5hmC pode permitir intervenções 

oportunas e eficazes, reduzindo, assim, o impacto negativo dessas desordens 

potencialmente malignas na saúde pública e na qualidade de vida dos indivíduos afetados.  
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3. HIPÓTESES 

 

3.1 Hipótese Nula 

 Não haverá diferença estatística relevante entre a imunoexpressão de 5hmC 

e 5mC nos grupos de Carcinoma Espinocelular de Lábio, Queilite Actínica e Tecido de 

Lábio Saudável. 

3.2 Hipótese Alternativa  

Haverá diferença estatística relevante entre entre a imunoexpressão de 5hmC 

e 5mC nos grupos de Carcinoma Espinocelular de Lábio, Queilite Actínica e Tecido de 

Lábio Saudável. 
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4. OBJETIVOS  

4.1 Objetivo geral   
 

Avaliar o perfil da imunoexpressão de 5mC e 5hmC correlacionando 

parâmetros clínico-patológicos em Tecido Labial Saudável, Queilites Actínicas e em 

Carcinoma Espinocelulares de Lábio. 

 

4.2 Objetivos Específicos  
 

• Comparar a imunoexpressão de 5mC e 5hmC entre as amostras de TLS, QA e CECL; 

• Analisar as células positivas para 5mC e 5hmC nas amostras de CECLs e relacionar 

aos parâmetros clínico-patológicos dos pacientes da amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

  



20 

 

5. CAPÍTULO 

Esta dissertação está baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do 

Programa de Pós-Graduação em Odontologia da Universidade Federal do Ceará que 

regulamenta o formato alternativo para trabalhos de conclusão de mestrado e doutorado 

(dissertações e teses) e permite a inserção de artigos científicos de autoria do candidato. 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital 

Haroldo Juaçaba (Instituto do Câncer do Ceará), protocolado com número 2.191.839 

(ANEXO I). Serão respeitados todos os aspectos éticos expressos na Resolução nº 466 de 

2012 do Conselho Nacional de Saúde /Ministério da Saúde que traz as Diretrizes e 

Normas Regulamentadoras de pesquisas com seres humanos e em conformidade com a 

norma do CONEP (Comissão Nacional de Ética em Pesquisa). 

Desta forma, a presente dissertação é composta por um artigo científico 

redigido de acordo com a revista científica escolhida. 

 

5.1 Capítulo 1 

 

“Avaliação do perfil da imunoexpressão de 5-metilcitosina e 5-

hidroximetilcitosina em parâmetros clínico-patológicos da queilite actínica e do 

carcinoma espinocelular de lábio.”. (Evaluation of the immunoexpression profile of 5-

methylcytosine and 5-hydroximethylcytosine in clinicopathological parameters of actinic 

cheilitis and lip squamous cell carcinoma). 

Este artigo seguiu as normas de publicação do periódico Oral Surgery, Oral 

Medicine, Oral Pathology And Oral Radiology (ISSN: 2212-4403) 
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RESUMO 
 

Introdução: A Queilite Actínica (QA) consiste em uma desordem potencialmente 

maligna, localizada no lábio, causada pela intensa exposição à radiação ultravioleta (UV). 

Ela gera alterações, como a metilação do DNA, associadas ao processo de carcinogênese 

de neoplasias, como o carcinoma espinocelular do lábio (CECL). A 5-metilcitosina 

(5mC) e a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) são alterações epigenéticas do DNA que afetam 

a expressão gênica, favorecendo a progressão do CECLs. O 5mC e 5hmC são 

considerados potenciais biomarcadores no desenvolvimento de alguns cânceres, mas não 

se sabe sobre a relação no CECL e da QA. Logo é necessária a realização de estudos para 

avaliar a utilização do 5mC e 5hmC como possíveis biomarcadores para desordens 

potencialmente malignas como as QAs. Objetivos: Esta pesquisa objetiva avaliar o 

impacto do 5mC e 5hmC na carcinogênese labial, correlacionando parâmetros clínicos, 

histológicos e imunohistoquímicos em QAs e CECLs. Materiais e Métodos: Para isso, 

serão selecionadas 15 amostras de tecido labial sadio (TLS), 30 de QA e 45 do front 

tumoral de CECLs, que foram preparados por Tissue Micro Array (TMA), em bloco 

único para as reações imunohistoquímicas (5hmC, 5mC). Foi realizada a coleta de dados 

clínicos, gradação histopatológica das displasias epiteliais nas QAs estabelecidas através 

do sistema binário e o grau de malignidade dos CECLs foi feito pelo sistema estabelecido 

por Bryne. Os dados foram expressos em forma de média e desvio-padrão e comparados 

pelos testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis/Dunn, Wilcoxon e correlação de 

Spearman (SPSS, p<0,05). Resultados: Na avaliação das amostras de CECLs (n=45) 

houve diferença estatística (p<0.001) significante quanto à marcação de 5mC que foi 

maior que a de 5hmC. Nas lesões tumorais com estadiamento T1/2 e T3/4 também se 

notou uma maior marcação de 5mC em relação ao 5hmC. Ambos os pacientes do sexo 

masculino (p<0.001) e feminino (p=0.003) obtiveram maior positividade para 5mC 

quando comparados ao 5hmC.  Conclusões: Há expressão de 5mC e 5hmC em tecido 

maligno de QA, na QA e em CECL. O 5mC parece estar relacionado ao CECL, podendo 

ser utilizado como biomarcador preditivo na proservação das lesões de QA. 

Descritores (DECs) 

Repressão Epigenética; Neoplasias Labiais; Queilite; Metilação. 

INTRODUÇÃO  

 

O câncer de lábio (CL) consiste em uma lesão maligna que acomete, em maior 

parte, a região labial. O subtipo mais comum é o Carcinoma Espinocelular (CEC), uma 
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neoplasia maligna que tem origem no tecido epitelial de revestimento do trato 

aerodigestivo superior. Em um panorama de visão acerca dos cânceres de cabeça e 

pescoço, há uma redução da incidência das lesões de laringe e nasofaringe, seguida de 

um crescimento dos casos de câncer de boca e lábio.1-2 

Na maioria dos casos, os Carcinomas Espinocelulares de Lábio (CECL) se 

desenvolvem no lábio inferior3 e acometem o vermelhão do lábio em decorrência dos 

níveis de incidência solar, o fator de risco principal. O mecanismo próprio de proteção 

contra a radiação ultravioleta (UV) mais conhecido é a pigmentação de melanina na pele, 

que funciona como uma barreira física, reduzindo a penetração da radiação UV pela 

epiderme.4 Sendo essa, a razão de haver um maior nível de incidência dessas lesões em 

pacientes leucodermas. Homens são os mais acometidos, em especial leucodermas5, e que 

têm atividades ocupacionais e/ou socioeconômicas relacionadas com longa e prolongada 

exposição à radiação UV, tendo uma elevada incidência em países onde essas atividades 

ao ar livre ocupam parte da economia, como na Austrália, por exemplo.6 

Ao avaliar o prognóstico de CECL localizados no vermelhão de lábio inferior 

e superior, ambos apresentam níveis de sobrevida similares. Já aqueles localizados na 

região de comissura mostram um pior prognóstico associado. Logo, fatores como 

estadiamento, em especial os estágios de T e N, são determinantes para a previsibilidade 

do prognóstico dessas lesões7. Pacientes com CECL possuem uma sobrevida maior, 

relacionada a um bom prognóstico quando comparados aos carcinomas orais e, quando 

diagnosticados precocemente, possuem grande chance de cura. Já pacientes com lesões 

de tamanho maior que 3cm possuem chances de metástase.8-9 

O CECL costuma ser precedido pela Queilite Actínica (QA), uma lesão 

potencialmente maligna de cunho inflamatório crônico e assintomático. Assim como o 

CECL, é desenvolvida a partir da exposição constante e contínua à radiação iônica 

emitida pela exposição solar. Justificado pelo grau de incidência de radiação 

proporcionada pela localização, o lábio é a região mais acometida, com a QA envolvendo 

cerca de 95% dos casos, o lábio inferior. Além do fototipo baixo da pele, pessoas do sexo 

masculino são as que mais apresentam essa lesão, com histórico de anos de exposição 

solar. Entretanto, ela ocorre com maior frequência em pacientes na quinta década de vida. 

Clínicamente pode se apresentar como uma ferida, ressecada e com edema.10-11 

A radiação ultravioleta é fator desencadeante de ambos QA e CECL, podendo 

danificar mecanismos de dano e reparo do DNA,12 além de causar nele alterações de 

natureza epigenética, que apesar de não serem permanentes podem ter uma influência 
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importante no desenvolvimento da carcinogênese. A exposição a radiação ionizante 

provou poder apresentar maiores riscos de desenvolvimento de CECL quando comparado 

à exposição ao álcool e tabaco.13-16 

Estas alterações genéticas, conhecidas como marcadores epigenéticos, são 

responsáveis por regular a organização da cromatina e o padrão de expressão gênica, sem 

alterar a sequência de nucleotídeos do DNA, logo se configurando como reversíveis. A 

metilação é o marcador epigenético mais conhecido e é associado ao grupo metil da quinta 

posição da citosina. A 5-metilcitosina (5mC) é um padrão preservado através da ação das 

metiltransferases do DNA (DNMTs),16-17 responsáveis por realizar a catalização e adição 

covalente de grupos metil à citosina no DNA, mais precisamente nas ilhas CpG. No 

momento em que o grupo metil se liga, a DNA transferase é impossibilitada de realizar a 

transcrição do DNA, logo, de forma simplificada, a metilação silencia o gene. Em 

específico, o 5mC possui um papel importante em processos de regulação gênica do 

DNA, que é estabelecida durante o período de desenvolvimento embrionário, 

contribuindo em aspectos importantes durante a diferenciação celular, algo que se aplica 

ao exercer um papel importante na via epigenética do desenvolvimento de neoplasias 

malignas.18-22 

A 5-hidroximetilcitosina (5hmC) consiste na forma oxidada do 5mC. Estudos 

recentes mostraram que a ten-eleven-translocação (TET), uma família de enzimas 

catalizadoras, é responsável por realizar a conversão de 5mC em 5hmC. O 5hmC é 

conhecido como a 'sexta base genômica' e vem sendo associado ao desenvolvimento de 

algumas doenças como aterosclerose coronária23-26 e ao processo de carcinogênese de 

diversos tipos de câncer, dentre eles, o CEC. Diversos estudos apontam o 5hmC como 

um suposto marcador para possível malignização de algumas lesões, visto que a QA é 

considerada uma lesão que pode evoluir para o CECL.27 O diagnóstico precoce e 

instrumentos que possibilitem uma maior predictibilidade, quanto ao potencial 

carcinogênico de lesões como a QA, são necessários. Pois frente a um diagnóstico 

precoce, o CECL possui um melhor prognóstico. Logo se fazem necessárias maiores 

investigações acerca do processo de carcinogênese labial e a possível relação com a 

presença ou ausência de 5mC e 5hmC.12,20,28,29,30 

Com base no que foi exposto, esta pesquisa tem o objetivo de avaliar o perfil 

da imunoexpressão de 5mC e 5hmC, correlacionando parâmetros clínicos-patológicos, 

em Queilites Actínicas e no Carcinoma de Espinocelular Labial. 
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MATERIAIS E MÉTODOS  

Caracterização do Estudo e Princípios Éticos 

Trata-se de um estudo observacional retrospectivo realizado no Hospital 

Haroldo Juaçaba-Instituto do Câncer do Ceará (ICC). A pesquisa em questão foi 

devidamente submetida e aprovada pelo comitê técnico-científico do Hospital Haroldo 

Juaçaba- Instituto do Câncer do Ceará e pelo Comitê de Ética e Pesquisa do referido 

hospital (número do protocolo 2.191.839), seguindo os preceitos éticos assegurados pelas 

diretrizes 466/12 em ética e pesquisa (Anexo I). 

 

Seleção da amostra 

As amostras que compuseram os grupos do presente estudo, foram de Tecido 

Labial Sadio (TLS), QA e CECL.  

Todo o tecido utilizado nas análises, foi obtido através de biópsias excisionais 

de QAs e CECLS. Foram previamente fixados e embebidos em parafina, coletados nos 

anos de 2010 a 2019 no Hospital Haroldo Juaçaba, Instituto do Câncer do Ceará. As 

amostras de TLS, foram selecionadas a partir das margens cirúrgicas livres de alterações 

histológicas das amostras de QAs. Dados clínicos das lesões, como o estadiamento 

tumoral (TNM), recidiva, sexo e idade dos pacientes foram adquiridos nos prontuários 

médicos.   

 

Análise histomorfológica 

Após o corte das amostras de biopsias excisionais, foi realizada a coloração 

com Hematoxilina e Eosina e então, um único patologista realizou as análises sob 

microscopia de luz (Nikon Eclipse-E200. Tokyo, Japan), a fim de realizar a gradação 

histopatológica. Os casos de CECLS tiveram a gradação realizada segundo Bryne (1998) 

e foram classificadas em alto e baixo grau de malignidade. Já as lâminas de QA, foram 

classificadas através do sistema binário, alto e baixo risco de transformação maligna.31  
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Confecção do Tissue Microarrayer  

Primariamente, foi realizada uma análise histológica das amostras resultantes 

das biópsias, feitas por um único patologista. Foi possível selecionar áreas com displasia 

e elastose solar nos blocos de QA, região de front tumoral nas amostras de CECLS e 

locais que houvesse tecido epitelial livre de alterações morfológicas para os casos de 

TLSs. 

Para a confecção dos blocos, utilizou-se o dispositivo Tissue Microarrayer 

(Quick-Ray UNITMA®) (TMA). A etapa subsequente consistiu no puncionamento de 

cada uma das áreas previamente selecionadas e demarcadas de forma que fosse obtido 

um fragmento de 2mm de diâmetro, o qual foi transferido, em ordem para o bloco 

chamado receptor. Ao todo foram confeccionados 3 blocos de TMA, um referente a cada 

grupo de análise. 32 

 

Imuno-histoquímica 

Com o uso de um micrótomo, as secções dos blocos de TMA foram realizadas 

com espessura de 3μm e montadas em lâmina de vidro silanizado logo em seguida. O 

controle utilizado foi feito a partir de um corte de cérebro humano.30,33  

A recuperação antigênica foi realizada com citrato ph 6 em banho maria e 

foram utilizados os anticorpos primários anti-5mC (AB10805, 1:200, Abcam®) e 5hmC 

(AB214728, 1:400, Abcam ®) e a contra coloração de escolha foi a hematoxilina de 

Harris. 

A positividade de 5mC e 5hmC foi determinada a partir da presença da 

coloração acastanhada no núcleo das células tumorais e epiteliais presentes nas amostras. 

Salientando que essa marcação é correspondente a presença global da metilação e da 

hidroximetilação. Para a quantificação das células positivas, foram realizadas 

fotomicrografias de 5 campos de cada amostra do TMA, no aumento de 400x, da região 

epitelial, nos casos de TLS e QAs. Já nas amostras de CECLS, foram capturados também 

5 campos de áreas com a presença de infiltrado de células neoplásicas, no front tumoral.34 

Todas as análises destes testes foram realizadas por um único patologista sem 

conhecimento prévio dos dados clínico-patológicos dos pacientes e dos grupos.  
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Aquisição das imagens e análise de imuno-histoquímica. 

O equipamento para o escaneamento das lâminas utilizadas no estudo foi 

cedido pela Universidade de Fortaleza (UNIFOR) do Departamento de Patologia no 

Núcleo de Atenção Médica Integrada (NAMI). O aparelho de scanner utilizado foi da 

marca Pannoramic DESK, 3DHISTECH ®. O software do scanner abre no computador 

acoplado ao aparelho e o operador deve selecionou a área de interesse removendo o que 

não é referente a amostra na lâmina, dando seguimento ao escaneamento. 

 Após o escaneamento, os arquivos são exportados para o solftware 

CaseViewer- 3DHISTECH ® onde foram realizadas as fotomicrografias das lâminas. Ele 

é capaz de simular funções presentes em microscópios, como a possibilidade de 

selecionar as objetivas e aumentos necessários para o estudo. Foi utilizado o  aumento de 

400x, com a opção take snapshot foram capturadas fotos referentes a 5 campos de cada 

amostra e em seguida foi feita a quantificação das células com marcação nuclear. 

Por fim a contagem foi realizadas através do uso do software Image J ®, com 

o comando multi point, contabilizando as células do front tumoral advindas dos cortes de 

CECLS e células epiteliais das lesões de QAs e TLSs positivas  e negativas, afim de que 

a média e e desvio padrão sejam feitos de forma coerente.  

 

Análise estatística 

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software 

Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) no qual as análises foram realizadas 

adotando uma confiança de 95%. 

Foram calculadas as médias e desvio-padrão dos percentuais de 

imunoexpressão para cada uma as proteínas estudas bem como da relação 5mC/5hmC. 

Os dados foram comparados por meio dos testes de Mann-Whitney e Kruskal-

Wallis/Dunn (análise entre grupos) e Wilcoxon e correlação de Spearman (análise 

intragrupos). 
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RESULTADOS  

 

Dados clinicopatológicos e histológico das amostras de CECLS e QAs 

No presente estudo, foram analisadas 45 amostras de CECLS, o qual 75,5% 

(n=34) era composto por pacientes do sexo masculino e 24,5% pelo sexo feminino 53,3% 

(n=24), com idade até 65 anos e 46,7% (n=21), com idade superior a 65 anos. 

Apresentavam estadiamento T1/2 66,6% (n=30) e T3/4 33,4% (n=15); N0 86,6% (n=39) 

e N+ 13,4% (n=6); e M0 em 93,3% (n=39) e M1 6,7% (n=6). Com recidiva de 6,7% (n=3) 

dos casos.  

Quanto aos achados histopatológicos, foi possível observar que 62,2% (n=28) 

das amostras, apresentavam baixo grau histológico dos CECLS 88,8% (n=40), não 

possuíam invasão vascular e cerca de 73,3% (n=33) não tinha invasão perineural. 

Já nas amostras de QAs (n=30), foi observada uma porcentagem de 63,33% 

(n=19) de lesões que apresentaram gradação da displasia de baixo risco e 36,67% (n=11) 

de alto risco.  

 

Análise da imunoexpressão de 5mC e 5hmC das amostras de CECLS, QAs e TLSs. 

Todos os grupos de amostras, apresentaram células positivas para ambos os 

anticorpos, 5mC e 5hmC. Foi realizada a contabilização geral de núcleos positivos para 

5hmC, 5mC. Na comparação da média de marcação em TLS (n=15), foi visto que as 

células positivas para 5mC (85.45±15.68) foram superiores as de 5hmC (58.79±28.49), 

porém não foi observada diferença estatística relevante (p=0,074). 

 Nas amostras de QAs (n=30), os núcleos marcados para 5mC (84.52±23.45) 

não mostraram diferença significativa em relação aos marcados para 5hmC (74.00±16.42) 

(p=0,063). Já nas amostras de CECLs (n=45), houve um aumento estatisticamente 

significativo na expressão de 5mC (91.97±5.65) (p<0,001) em comparação à marcação 

de 5hmC (64.24±20.30). 

No entanto, ao comparar todas as razões, constatou-se uma diferença 

estatisticamente relevante entre os grupos QA e CECL em relação ao TLS (p=0,013). Ao 

analisar a imunoexpressão de 5mC entre os grupos, não foram encontradas diferenças 

estatisticamente relevantes (p=0,843). O mesmo aconteceu as células positivas para 

5hmC, em que não houve diferença relevante observada (p=0,191) entre os grupos QA 

(74.00±16.42), CECL (64.24±20.30) e TLS(58.79±28.49).(Tabela 1) 
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Relação entre a gradação da displasia nas amostras de QA e a imunomaração de 

5mC e 5hmC. 

As displasias presentes nas amostras de QA foram classificadas em baixo 

risco (n=19) e alto risco (n=11). Nos casos de baixo risco, observou-se uma maior 

expressão nuclear do 5mC (85.03±26.10) em comparação ao 5hmC (71.42±16.92), 

demonstrando diferença estatisticamente significativa entre os marcadores (p=0,041). Já 

nas amostras classificadas como alto risco, não foi encontrada diferença estatística entre 

os marcadores de 5hmC (81.73±13.85) e 5mC (83.43±18.51) (p=0,465). A comparação 

da marcação de 5hmC com a gradação, não apresentou diferença estatística (p=0,146), 

assim como a de 5mC (p=0,693). (Tabela 2) 

 

Correlação entre a imunoexpressão de 5hmC e 5mC, o estadiamento TNM e 

recidiva dos casos de CECL. 

O grau de estadiamento das lesões de CECLs foi determinado pela 

classificação TNM. Nos casos classificados como T1/2 (n=30), foi encontrada diferença 

estatística entre a marcação de 5hmC (58.74±22.55) e 5mC (92.87±5.27), sendo a 

marcação de 5mC maior (p=0,005). Nas amostras classificadas como T3/4 (n=15), 

também foi observada uma maior marcação de 5mC (92.52±5.08) em relação à marcação 

de 5hmC (66.08±22.46), com diferença estatística (p=0,043). No entanto, ao comparar os 

positividade de 5mC (p=0,713) e 5hmC (p=0,624) entre as classificações T1/2 e T3/4, 

não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas.  

Em relação ao envolvimento linfonodal (N), as amostras classificadas como 

N0 (n=39) apresentaram diferença significativa na comparação de 5hmC (69.38±18.19) 

e 5mC (90.91±5.42) (p=0,008). Da mesma forma, as amostras classificadas como N+ 

(n=6) também mostraram diferença estatisticamente significativa (p=0,028), com menor 

expressão de 5hmC (53.19±27.89) e maior expressão de 5mC (95.53±2.88). No entanto, 

ao comparar a imunoexpressão de 5hmC entre N0 e N+, não foi encontrada diferença 

estatística (p=0,233), assim como no caso do 5mC (p=0,099).  

Ao analisar a presença de metástase, os casos classificados como M0 (n=42) 

não apresentaram diferença estatística entre o 5hmC (61.07±18.34) e 5mC (91.75±5.84) 

(p=0,201). Da mesma forma, os casos classificados como M1 (n=3) também não 

mostraram diferença estatisticamente significativa entre a expressão de 5hmC 

(47.15±29.33) e 5mC (93.56±4.44). Embora os casos de M0 tenham mostrado uma leve 
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redução de 5hmC em comparação com os de M1, essa diferença não foi estatisticamente 

significativa (p=0,398). O mesmo ocorreu com as amostras de 5mC, que também não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa entre si (p=0,735).  

Cerca de 42 casos analisados não apresentaram recidiva, e nesses casos não 

foi observada diferença estatística entre o 5hmC (66.02±18.89) e 5mC (91.58±5.76) 

(p=0,502). Da mesma forma, nos casos em que houve recidiva, também não foi 

encontrada diferença estatística entre os a imunoexpressão de 5hmC (45.83±29.88) e 5mC 

(96.04±0.91) (p=0,208). A imunoexpressão para 5hmC não mostrou relevância estatística 

quando comparados os grupos com e sem recidiva (p=0,765), assim como o 5mC também 

não demonstrou diferença relevante (p=0,208). (Tabela 3) 

 

Relação entre sexo, idade e marcação nuclear de 5hmC e 5mC. 

Os pacientes do sexo feminino apresentaram diferença estatisticamente 

significativa quanto ao aumento de 5mC (91.62±7.18) em comparação aos de 5hmC 

(61.78±15.39) (p=0,003). Da mesma forma, os pacientes do sexo masculino também 

apresentaram diferença estatisticamente significativa quanto ao aumento da 

imunoexpressão de 5mC (92.10±5.15) em relação aos de 5hmC (64.99±21.80) (p<0,001). 

Quando analisamos a expressão de 5hmC isoladamente, pacientes do sexo feminino e 

masculino não mostraram diferenças significativas entre si (p=0,269), assim como nos de 

5mC (p=0,553).  

Os pacientes das amostras foram divididos por idade, aqueles com até 65 anos 

apresentaram diferença estatisticamente significativa quanto ao aumento da expressão de 

5mC (93.03±4.46) em comparação aos de 5hmC (62.99±20.72) (p<0,001). Da mesma 

forma, pacientes com idade superior a 65 anos também apresentaram diferença 

estatisticamente significativa quanto ao aumento da positividade das células para 5mC 

(90.92±6.59) em relação aos de 5hmC (65.63±20.40) (p<0,001). Ao analisar as 

marcações de 5hmC isoladamente, pacientes do grupo "até 65" e ">65" não mostraram 

diferenças significativas entre si (p=0,690), assim como nos de 5mC (p=0,814). (Tabela 

4) 

 

Associação entre grau histológico, invasão vascular, invasão perineural com os 

imunomarcadores 5hmC e 5mC nas amostras de CECLS. 

Em todas as amostras de CECLs foram realizadas análises histológicas, 

incluindo a mensuração do grau histológico e a presença ou ausência de invasão vascular 
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e perineural. Vinte e oito amostras obtiveram gradação histológica baixa, mostrando 

significância estatística quanto ao aumento da imunoexpressão de 5mC (92.77±5.02) em 

relação aos de 5hmC (62.17±17.84) (p<0,001). Nos casos com grau histológico alto, que 

foram dezessete, também houve diferença estatisticamente significativa quanto ao 

aumento da imunoexpressão de 5mC (89.77±6.41) em comparação aos de 5hmC 

(65.18±23.56) (p= ). Ao analisar as marcações de 5hmC isoladamente, pacientes dos 

grupos "baixo" e "alto" não apresentaram diferenças significativas entre si (p=0,765), 

assim como na expressão de 5mC (p=0,208).  

Na avaliação de invasão vascular, 40 pacientes não apresentaram invasão e 

mostraram diferença estatisticamente significativa quanto ao aumento da marcação para 

5mC (92.12±5.24) em relação aos de 5hmC (64.56±18.47) (p<0,001). Entretanto, 5 

pacientes apresentaram invasão vascular, mas esses casos não mostraram relevância 

estatística quanto ao aumento da imunoexpressão de 5mC (89.28±8.35) em relação aos 

de 5hmC (53.84±29.36) (p<0,068). Ao analisar isoladamente as marcações de 5hmC, os 

pacientes dos grupos "não" e "sim" não apresentaram diferenças significativas entre si 

(p=0,348), assim como na expressão de 5mC (p=0,440).  

Por fim, em 33 casos, não foi observada invasão perineural, e houve diferença 

estatisticamente significativa no aumento das contagens nucleares de 5mC (92.25±5.28) 

em relação às de 5hmC (63.18±18.58) (p<0,001). Também houve disparidade na 

comparação da imunoexpressão de 5hmC (63.47±23.97) em relação ao 5mC 

(90.50±6.58), com maiores marcações para 5mC (p=0,015). Ao analisar a marcação de 

5hmC isoladamente, os pacientes do grupo "não" e "sim" não apresentaram diferenças 

significativas entre si (p=0,968), assim como na imunoexpressão de 5mC (p=0,571). 

(Tabela 4) 

DISCUSSÃO 

 

A partir do conhecimento de que a metilação do DNA é um processo 

epigenético com característica de reversibilidade, essa verificação é realizada através da 

imunoexpressão de 5mC e 5hmC. No presente estudo, realizamos a investigação da 

presença de 5mC e 5hmC global pela reação de imunohistoquímica nos tecidos coletados. 

Nossos resultados se basearam na positividade nuclear das células.  

O aumento da expressão gênica ocorre aliada à progressão da maturação da 

metilação, o que implica no fenótipo expresso nos pacientes que possuem essa progressão 

em andamento. A metilação possui, muitas vezes, a capacidade e o poder de determinar 
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a diferenciação de tecidos e até a gradação de neoplasias a partir da ação, podendo 

justificar uma presença acentuada em lesões malignas e potencialmente malignas.18 

Após busca na literatura, verificamos que certos estudos indicaram uma 

ligação entre o potencial carcinogênico das lesões e a diminuição na marcação de 

hidroximetilação através do 5hmC. No entanto, essa associação não pôde ser observada 

em nosso estudo, uma vez que não foi identificada uma perda significativa de células 

positivas para 5hmC nas amostras de TLS em comparação com as de QA e CECL. O que 

difere de resultados, como os apresentados por Jawert et al., em 2013, nos quais se 

constatou uma redução significativa no número de células positivas para 5hmC em 

carcinomas de células escamosas em comparação com a expressão em tecido epitelial 

saudável. Essa diferença sugere um possível papel da perda de marcação dessa 

hidroximetilação em processos carcinogênicos.35  

Uma vez que o 5hmC é derivado do 5mC, alguns estudos indicam uma 

possível ligação entre o aumento na expressão de 5mC e a diminuição da expressão de 

5hmC no mesmo contexto. Isso é ilustrado pelo estudo de Lian, em 2012, que observou 

uma redução de 5hmC e associou essa descoberta ao acúmulo de 5mC em melanomas. 

Em nossos próprios resultados, também observamos uma diferença significativa entre a 

presença de 5hmC e 5mC, demonstrando um aumento de 5mC nas lesões de CECLS. 

Essa coexistência das bases de citosina é comum em muitos locais genômicos, incluindo 

corpos de genes.36-37  

O aumento da expressão de 5mC indica que há menos hidroxilação, ou seja, 

menor conversão em 5hmC, mantendo a metilação em genes específicos. A ampla 

distribuição dos marcadores de metilação e hidroximetilação afeta diretamente a ação 

específica de acordo com o gene. Sabe-se que o 5hmC é mais seletivo em relação ao alvo 

genético do que o 5mC, resultando em uma associação positiva entre a presença de 5hmC 

e a expressão gênica, pois permite que haja transcrição, o que não ocorre na presença de 

5mC.37  

Além disso, a maior expressão de 5mC em comparação com 5hmC indica 

uma possível relação entre a metilação e a hidroximetilação na genética tumoral, supondo 

que as duas possuam localização similar. O 5hmC influencia a expressão genética ao 

participar do processo de desmetilação, criando funções antagônicas quando ambos estão 

no mesmo local: o aumento de um está ligado à redução do outro. No entanto, alguns 

autores sugerem que os níveis de sítios CpG não se correlacionam bem com a metilação 

total, indicando que o 5hmC e o 5mC têm funções independentes.38   
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A literatura revela que em casos de carcinomas hepáticos, por exemplo, o 

aumento de 5mC no tecido maligno, muitas vezes pode coincidir com a redução de 5hmC 

no mesmo tecido, diferente do que foi observado no nosso estudo, em que, apesar de 

haver alteração de nível dessas duas marcações, não houve diferença de 5hmC entre os 

grupos. Entretanto, o status volátil de metilação no DNA é reflexo do balanço desses dois 

eventos epigenéticos devido à capacidade de reversibilidade.39  

Nas avaliações quanto ao estadiamento tumoral dos casos de CECL, ambos 

T1/2 e T3/4 demonstraram diferenças significativas quanto à imunomarcação de 5mC e 

5hmC, mas não diferenças entre si. Logo, não é apontada nenhuma discrepância entre 

essas duas evoluções tumorais e os marcadores, podendo-se notar que a quantidade de 

5mC e 5hmC não demonstraram influência clara frente à análise T do estadiamento TNM. 

Assim como a não relação linfonodal, que expressou diferenças nos entre 5mC e 5hmC 

de N0 e N+, apontando também que essa discrepância não influenciou no envolvimento 

com células neoplásicas dos linfonodos.  

Foi proposto que o tempo de oxidação da metilcitosina durante a proliferação 

celular é responsável por reduzir os níveis de hidroximetilcitosina no DNA genômico, 

como aqueles observados durante a tumorigênese. Isto justifica a diferença na expressão 

de 5mC e 5hmC nas amostras de CECLS, que está aumentada. Dessa forma, como 

apresentado nos nossos resultados, a marcação de 5mC está significativamente maior que 

as de 5hmC durante a progressão tumoral. Logo, a relação da imunoexpressão de 5mC 

com a atividade de replicação das células está correlacionada e pode ser observada em 

nossos resultados, pois  ambas as avaliações de estadiamento, T1/2 e T3/4, apresentam 

maior expressão 5mC quando comparada a expressão de 5hmC. Porém, não há diferença 

entre T1/2 e T3/4, demonstrando que, independente do tamanho do tumor, o 5mC 

permanece em maior atividade que o 5hmC.40, 41  

O grau de malignização tumoral auxilia a predição diagnóstica do CECL. Ele 

se baseia nas alterações das características morfológicas e moleculares da região frontal 

invasiva dos carcinomas, o que é capaz de refletir no prognóstico do paciente melhor que 

em qualquer outra área analisada. Em nosso estudo, tanto o grupo de tumores que 

apresentaram alto grau de malignidade quanto os de baixo grau mantiveram a expressão 

do 5mC elevada, diferente do 5hmC que teve menor expressão, mostrando que a 

expressão do 5mC independe do grau de malignidade apresentada. 42, 43 

Os fatores de risco para cânceres de cabeça e pescoço podem estar associados 

à invasão perineural, uma interação complexa entre o câncer e o microambiente. Esse 
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processo é influenciado tanto pelo câncer quanto pelo hospedeiro, resultando em 

vantagens migratórias e de crescimento para ambos na interface entre lesão e nervo. A 

relação entre a exposição à radiação ionizante, álcool e tabaco está diretamente ligada a 

alterações epigenéticas. Diversos estudos sugerem a regulação das alterações epigenéticas 

para inibir a invasão, o que contrasta diretamente com os resultados das análises que 

conduzimos em CECL. Nelas, notamos que a imunoexpressão acentuada de 5mC é 

observada tanto em lesões com invasão, quanto em lesões sem invasão perineural, 

sugerindo que não existe relação entre a expressão desse evento epigenético específico e 

a infiltração perineural. 45, 46, 47 

A invasão vascular não costuma ser vista no CECL. Em nossa pesquisa, ela 

correspondeu a 11% da amostra total de CECL. Seu desenvolvimento depende da 

progressão e do tamanho da lesão, acometendo com maior frequência lesões que medem 

acima de 2 cm além de ser associada à invasão neural e muscular.47 Não foi possível 

observar diferença estatística na relação de expressão de 5mC e 5hmC no grupo com 

invasão, porém foi observado nas lesões que não tiveram invasão vascular, o que pode 

ser justificado pelo menor número de lesões com invasão vascular em contraste com a 

maiores de lesões sem invasão. 

Concluímos que há expressão de 5mC e 5hmC na QA e em CECL. O 5mC 

parece estar relacionado ao CECL, ainda sendo necessário a realização de mais estudos 

para avaliar a viabilidade da sua utilização como biomarcador preditivo de CECL, na 

proservação das lesões de QA. 
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FIGURAS 

Figura 1 . Perfil histológico e imunohistoquímico de TLSs, QAs, e CECLS. 

Microfotrografias ilustrativas. TLSs= Margem de ressercção cirúrgica 

correspondente a um lábio sadio; QA= Queilite actínica e CECLS= front de invasão de 

carcinoma de células escamosas de lábio. Coloração H&E (A,B e C) (200x). 

Imunohistoquímica para 5mC (D, E, e F) (200x). Imunohistoquímica para 5hmC (G, H e 

I) (200x).  
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TABELAS  

Tabela 1: Imunoexpressão de 5mC e 5hmC nos grupos TLS, QA e CECL.  

 Marcador  

  5hmC 5mC p-Valor 

Total da amostra    

TLS (n=15) 58.79±28.49 85.45±15.68 0,074 

QA (n=30) 74.00±16.42 84.52±23.45 0,063 

CECL (n=45) 64.24±20.30 91.97±5.65 <0,001 

p-Valor 0,191 0,843   
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Tabela 2: Gradação de displasia em relação a imunoexpressão de 5mC e 5hmC nas 

amostras de QA. 

 Marcador  

  5hmC 5mC p-Valor 

Displasia gradação    

Baixo risco (n=19) 71.42±16.92 85.03±26.10 0,041 

Alto risco (n=11) 81.73±13.85 83.43±18.51 0,465 

p-Valor 0,146 0,693   
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Tabela 3: Imunoexpressão para 5mC e 5hmC, estadiamento e grau de recidiva das 

lesões de CECL. 

 Marcador  

  5hmC 5mC p-Valor 

T    

T1/2 (n=30) 58.74±22.55 92.87±5.27 0,005 

T3/4 (n=15) 66.08±22.46 92.52±5.08 0,043 

p-Valor 0,713 0,624   

N 
   

N0 (n=39) 69.38±18.19 90.91±5.42 0,008 

N+ (n=6) 53.19±27.89 95.53±2.88 0,028 

p-Valor 0,233 0,099   

M 
   

M0 (n=42) 61.07±18.34 91.75±5.84 0,201 

M1 (n=3) 47.15±29.33 93.56±4.44 0,109 

p-Valor 0,398 0,735   

recidiva 
   

Não (n=42) 66.02±18.89 91.58±5.76 0,502 

Sim (n=3) 45.83±29.88 96.04±0.91 0,109 

p-Valor 0,765 0,208   
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Tabela 4: Associação dos aspectos clinicopatológicos e a imunoexpressão de 5mC e 

5hmC nas amostras de CECL. 

 Marcador  

  5hmC 5mC p-Valor 

Sexo    

Feminino (n=11) 61.78±15.39 91.62±7.18 0,003 

Masculino (n=34) 64.99±21.80 92.10±5.15 <0,001 

p-Valor 0,269 0,553  

Idade    

Até 65 (n=24) 62.99±20.72 93.03±4.46 <0,001 

>65 (n=21) 65.63±20.40 90.92±6.59 <0,001 

p-Valor 0,690 0,814  

Grau histológico    

Baixo (n=28) 62.17±17.84 92.77±5.02 <0,001 

Alto (n=17) 65.18±23.56 89.77±6.41 0,006 

p-Valor 0,765 0,208 
 

Invasão vascular 
   

Não (n=40) 64.56±18.47 92.12±5.24 <0,001 

Sim (n=5) 53.84±29.36 89.28±8.35 0,068 

p-Valor 0,348 0,440   

Invasão perineural 
   

Não (n=33) 63.18±18.58 92.25±5.28 <0,001 

Sim (n=12) 63.47±23.97 90.50±6.58 0,015 

p-Valor 0,968 0,571   
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6. CONCLUSÃO GERAL  
 

O presente estudo fornece evidências de que há expressão de 5mC e 5hmC 

em tecido maligno de QA, na QA e em CECL. A partir da relação do 5mC com  

imunoexpressão de 5mC pode ser utilizada como um biomarcador preditivo em lesões de 

QA e CECL 

1. A utilização de biomarcadores preditivo em lesões potencialmente 

malignas e malignas em um cotidiano clínico é determinante para proservação; 

2.  Nas lesões de CECLS observou-se a relação entre o aumento de 

5mC em relação ao 5hmC. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo I- Parecer do comitê de ética. -
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