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Delgado AM. Estudo Imuno-histoquimico da Quelite Actinica, do Carcinoma
Epidermoide de Labio e do Carcinoma Epidermoide de Lingua [tese]. Séo
José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

Desordens orais potencialmente malignas como a Queilite Actinica (QA) e
neoplasias malignas como os Carcinomas Epidermoides (CE) apresentam
comportamentos biologicos variaveis em fungéo de diversos fatores teciduais
gue levam a desregulacdo do metabolismo celular. As Metaloproteinases de
Matriz (MMP), endopeptidases responsaveis pela degradacdo dos
componentes da matriz extracelular, podem estar relacionadas com o
comportamento bioldgico dos carcinomas. O objetivo deste estudo foi avaliar
a expressdo imuno-histoquimica da MMP-2 e da MMP-9 e dos Inibidores
Teciduais de Metaloproteinases (TIMP) 1 e 2 na QA e nos CE de labio e de
lingua e relacionar os resultados com as caracteristicas histopatolégicas das
lesdes com uma possivel relacdo entre a QA e o CE de labio. Para tanto,
neste estudo foram analisados 35 casos de QA em labio inferior, 32 casos de
CE primario em labio inferior e 34 casos de CE primario em lingua, todos
com diagnéstico clinico e histopatolégico, do Ambulatério da Disciplina de
Propedéutica Estomatolégica e da Disciplina de Patologia Bucal, da
Faculdade de Odontologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Sao José
dos Campos — UNESP, respectivamente. O grupo controle contou com 16
casos, sem alteracdo clinica ou histopatolégica no tecido epitelial e sem
inflamacéo, provenientes de bidpsias realizadas na mesma instituicdo para
confirmacado do diagnéstico de hiperplasia fibrosa ou mucocele.Os resultados
foram submetidos a analise estatistica. Pode-se observar que, em nossas
amostras de QA e de CE de labio e de lingua, a MMP-2 e seu regulador, a
TIMP-2, encontra-se subexpressa, assim como a MMP-9 e seu inibidor, a
TIMP-1. A expressao de MMP-9 ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre os casos de QA e de CE, no entanto ndo se pode negar o
claro aumento de expressédo de MMP-9 nas lesdes de QA quando estas séao
comparadas as lesbes ao grupo controle. Portanto uma das maiores
contribuicbes deste trabalho foi demonstrar que na Queilite Actinica
realmente esta presente um danoso comprometimento da matriz extracelular.

Palavras-chave: Queilite. Carcinoma de células escamosas.
Metaloproteinases de Matriz. Inibidores Teciduais de Metaloproteinases.



Delgado AM. Immunohistochemical study of Cheilits actinic, squamous
cell carcinoma of the lip and tongue squamous cell carcinoma [thesis].
Sao José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP
- Univ Estadual Paulista; 2013.

ABSTRACT

Potentially malignant oral disorders as actinic cheilitis (QA) and neoplastic
as squamous cell carcinomas (EC) of the lip and tongue, exhibit biological
behavior that varies with several factors, such as genetic changes that
lead to dysregulation of cellular metabolism. The aim of this study was to
evaluate the expression of matrix metalloproteinases (MMPs) 2 and 9 and
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP) 1 and 2, using the technique
of immunohistochemistry. MMPs are responsible for endopeptidase
degradation of the extracellular matrix. Was investigated in QA and CE lip
and tongue, the presence and activity of these proteolytic enzymes and a
possible relationship between that and the transition from QA to EC lip;
besides trying to relate the results with pathologic features and compare
the found between the groups. For both the study included 35 cases of QA
in the lower lip, 32 CE primary lip and 34 CE of tongue with clinical and
histopathological diagnosis of Ambulatory Discipline Propedeutics
Stomatological and Oral Pathology, Faculty of Dentistry Institute Science
and Technology, Sdo José dos Campos - UNESP, respectively. The
control group was consisted of 16 patients without clinical or
histopathological changes in the epithelial tissue and without inflammation;
this material came from biopsies performed to confirm the diagnosis of
other pathologies, such as fibrous hyperplasia and mucocele. The data
collected in the morphometric were analyzed and subjected to statistical
analysis. The study concluded that both MMP-2 as their regulator TIMP-2
are low expression in our samples of Actinic cheilitis, lip squamous cell
carcinoma and squamous cell carcinoma of tongue, and that MMP-9 its
main inhibitor, TIMP-1 also are understated in all our samples and that
although statistically not significant, the expression of MMP-9 was found in
AK lesions when compared to the control group which in our view
demonstrates a strengthening in the fact that the cheiilitis Actinica there
but a harmful impairment of the extracellular matrix.

Keywords: Cheilitis. Squamous cell carcinoma. Matrix Metalloproteinases.
Tissue Inhibitors of metalloproteinases.



1 INTRODUCAO

A Queilite actinica (QA) foi descrita por Ayres em 1923 ao
relatar lesbes labiais caracterizadas por uma inflamacdo cronica,
especialmente do labio inferior, cujo agente etiolégico é a radiacdo solar.
A QA ocorre mais frequentemente em individuos acima dos 45 anos de
idade, leucodermas, com predilecéo pelo sexo masculino e ndo fumantes
(Cavalcante et al., 2008).0 labio inferior é o local mais envolvido (Main,
Pavone, 1994; Ibsen, Phelan,1996) por estar mais exposto a radiacdo UV
devido a protusdo (Scheinberg, 1992).Este fato é bastante relevante no
Brasil, pois sua economia esta baseada na agricultura, pecuaria e pesca
onde os trabalhadores sé&o constantemente expostos aos raios solares
(Batista et al., 2010).

Clinicamente, o vermelhdo do labio tem um aspecto
multifocal com a presenca de manchas ou placas brancas, areas
eritematosas, aumento de volume (infiltracdo), perda da definicdo da linha
divisoria entre a pele e o vermelhdo, enrugamento, descamacido e
sintomatologia de ressecamento e ardor (Main, Pavone, 1994; Cavalcante
et al., 2008). Ha outros aspectos clinicos da QA referidos na literatura, tais
como, quadro agudo com edema e eritema, Ulceras com cicatrizacdo lenta
(Main, Pavone, 1994; Laskaris, 2004),atrofia e perda de elasticidade
(Bentley et al., 2003). E ainda descrita como uma condicdo difusa e
discreta (Robinson, 1989) e que apresenta Ulceras em cicatrizacdo, porém
sem seu desaparecimento por completo (Girard et al., 1980).

Microscopicamente, caracteriza-se por hiperceratose (orto
ou para), atrofia ou hiperplasia epitelial e acantose (Stanley, Roenigk,
1988; Main, Pavone, 1994; Kaugars et al., 1999; Cavalcante et al., 2008).

Na lamina prépria apresenta elastose e na maioria dos casos inflamacéao



(Lundeen et al., 1985; Kaugars et al., 1999), sendo que vasos
teleangiectasicos podem ser observados (Cavalcante et al., 2008). A
elastose que é a degeneracdo basofilica do colageno, irreversivel,
evidencia desintegracao das fibras coldgenas e formacdo de massas de
material basofilico na lamina proépria (Cavalcante et al., 2008).A producédo
de material alterado decorrente da elastose solar pode evoluir para a
formacdo da &area espessada que se mostra na pele logo abaixo do
vermelhdo (Main, Pavone, 1994).

A QA corresponde a uma condicdo com potencial de
transformacédo maligna e este evento ocorre entre 10 a 20% dos casos
(Krunic et al.,1998; Pontes et al., 2005). A progressao para 0 carcinoma
epidermoide de labio pode ocorrer num periodo de 1 a 20 anos, caso hao
seja diagnosticada e tratada adequadamente (Ayres,1923; Cataldo, Doku,
1981; Main, Pavone, 1994; Santos et al., 2003). Os carcinomas
epidermoide (CE) de labio representam 25 a 30% de todos os canceres
orais e a maioria surge no vermelhao (Moore et al., 1999) e envolvem com
frequéncia o labio inferior (Ibsen, Phelan, 1996).

Em muitas condic¢des fisiologicas e patoldgicas tais como a
reparacdo de tecidos e invasdo tumoral, a arquitetura do tecido e os
limites de células do estroma séo rearranjados, resultando em uma nova
organizacao das estruturas pré-existentes (Giannelli et al., 1999).

Uma dessas condi¢cdes patologicas sdo desenvolvimento de
neoplasias, crescimento e invasao tumoral e metastases, onde de acordo
com Nabeschima et al. (2002) as metaloproteinases da matriz (MMP)
desempenham amplo papel, estando presentes até mesmo nos eventos
mais precoces da carcinogénese,

Dessa forma o estudo das metaloproteinases de matriz, que
sdo importantes proteases tradicionalmente associadas com a
degradacdo da maioria dos componentes da matriz extracelular,

participando dos processos de remodelamento tecidual e reorganizagao
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angiogénica, bem como o estudo de seus inibidores teciduais, torna-se
oportuno (Rodriguez et al., 2010).

Portanto diante das informagbes expostas, a avaliacdo de
fatores que influenciam no prognéstico do cancer é importante para o
conhecimento sobre o0 comportamento neoplasico e  futuro

desenvolvimento de terapia antineoplésicas (Alberts, 2004).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A pele € um 6rgéo capaz de iniciar a resposta do sistema
imune contra antigenos externos e um grande nimero de células dermais
e epidermais participam das reacbes imunes da pele. Células de
Langerhans e queratindcitos sdo responsaveis por iniciar a atividade
imune, enquanto fibroblastos dermais, células dendriticas, mastocitos e
células endoteliais mantém e medeiam a resposta imune. A exposicao a
radiacdo UV pode alterar diretamente a funcéo destas células, resultando
em supressdo da resposta imune (Ch'ng et al., 2006). A literatura tem
relatos de que os raios UV induzem os mastocitos a sintetizar e liberar
diversos mediadores tais como: histamina, interleucinas, triptases e
metaloproteinases (Grimbaldeston et al., 2006).

O comportamento do carcinoma epidermoide do labio n&o
segue 0s mesmos padrdes descritos para a pele e para a boca. Em
relacdo a pele, a neoplasia no labio tem maior probabilidade de
desenvolver metastase, com taxas variando de 3% a 20%, todavia € de
melhor prognoéstico quando comparado ao cancer intraoral. Os
carcinomas espinocelulares da pele provenientes de queratoses actinicas
(andlogo da queilite actinica crénica em pele) tem melhor progndstico,
com probabilidade de 0,5% a 3% de metastatizar,0 que nos faz supor
gue, da mesma forma que na pele, o tumor que se origina de queilite
actinica pode ter melhor prognadstico.

O crescimento neoplasico resulta de um desequilibrio entre
a proliferacdo e apoptose celular, influenciado pela angiogénese. Por sua
vez, 0 potencial metastatico € influenciado por alteragcbes na interacao

célula-célula e célula-matriz (Pereira et al., 2005).



Assim, no processo de invasdo tumoral as células
neoplasicas interagem entre si, bem como com as células do estroma e
com os componentes da matriz extracelular (Barros et al., 2011). O fronte
invasivo tumoral tem grande significancia biolégica nas neoplasias
epiteliais devido o acumulo de células proliferativas heterogéneas (Araujo
Junior et al., 2009)

Para iniciar o processo de invasdo e posteriormente produzir
metastase, as células neoplasicas precisam degradar a membrana basal
subjacente e a matriz extracelular (MEC) intersticial, o que € realizado
pela acéo de diversas proteases, secretadas por diferentes tipos celulares
e que podem ser divididas em cinco grupos: serinas, cisteinas, treoninas,
asparticas e metaloproteinases. Destas enzimas, as que tém maior
importdncia no comportamento maligno de neoplasmas s&o as
metaloproteinases (MMPs), que desempenham um papel crucial em
invasdo e metastase (Vicente et al., 2005; Barros et al., 2011). Impola et
al. (2004), por exemplo mostra, em seus resultados, que o grau de
invasividade de carcinomas orais pode ser dependente do perfil de

expressdo de MMPs.

2.1 Matriz Extracelular

A matriz extracelular € um espesso emaranhado de
colageno e elastina mergulhado numa base viscoeslastica de
proteoglicanos e glicoproteinas, ao passo que a membrana basal
caracteriza-se por ser uma espécie de malha insoluvel e flexivel de
colageno tipo IV e glicoproteinas, como a laminina, cujo papel na
progressédo e disseminacao de tumores epiteliais € decisivo (Liotta et al.,
1980; Curran, Murray, 2000).
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A MEC desempenha diversas funcdes tal como funcdes
estruturais e de protecao, incluindo suporte fisico, resisténcia a tracao,
pontos de ligacdo para receptores de superficie celular, e como um
reservatério para fatores de sinalizacdo que modulam diversos processos,
como angiogénese, resposta inflamatéria, migracdo, proliferacdo e
orientacdo celular (Badylak, 2002). Por exemplo, durante a angiogénese,
as interagdes das células com a MEC, influenciam células endoteliais,
ativando-as, e contribuindo para o recrutamento das células progenitoras
endoteliais (Bauer et al., 2005).

O coladgeno é a proteina mais abundante da matriz
extracelular intersticial e, em mamiferos, o colageno tipo | representa
cerca de 90% do total destas proteinas fibrosas. Sua clivagem €& um
evento essencial para que uma ceélula normal ou neoplasica possa se
mover na matriz extracelular (Campos et al., 2007).

A degradacdo da MEC envolve mecanismos distintos sendo
iniciada pela dissolucdo mediada pelas MMPs (Seabra, 2006).
Stamenkovic (2000) relata que estudos indicam que muitas regides dos
inibidores das metaloproteinases (TIMPs) estdo também envolvidos na
formacdo de complexos com colagenases intersticiais, e que uma
sequéncia especifica, a qual compreende duas das pontes dissulfeto da
TIMP-1 é altamente efetiva em inibir a atividade colagenase. A protedlise
do colageno fibrilar resulta na producdo de moléculas termicamente
instaveis, que se desnaturam e assumem a forma de gelatina, que pode,
entdo, ser degradada por outros membros da familia MMP (Barros et al.,
2011).

Ademais, ndo se deve perder de vista o fato de que a matriz
extracelular pode influenciar os processos de invasdo e migracao
celulares e a participacdo desses componentes torna-se importante, uma
vez que a Queilite Actinica, como ja foi descrito, é passivel de

transformacao maligna (Araujo et al., 2007).
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2.2 Metaloproteinases de Matriz (MMP) e Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases (TIMP)

As MMPs sao um grupo de endopeptidases responsaveis
pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) e das
membranas basais (Nagel et al., 2004; Navarro et al., 2006, Rezende et
al., 2012). Séo agrupadas segundo as estruturas e substrato especifico
em: colagenases (MMP-1, 8 e 13), gelatinases (MMP-2 e 9),
estromalisinas (MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11 e MMP-26) e
metaloproteinases ligadas a membrana plasmatica (MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25, também conhecidas como MT1-
MMP a MT6-MMP, respectivamente) (Barros et al., 2011).

Ha também alguns membros da familia das MMPs que
possuem caracteristicas especiais que impedem sua inser¢cao nos grupos
supracitados, tais como a metaloelastase de macrofago, a estromalisina-
3, MMP-19 e a enamelisina (Folgueras et al., 2004).

Ha um alto grau de homologia entre as enzimas em cada
grupo (cerca de 80%) e entre os grupos, aproximadamente 50% (Thomas
et al., 1999).

Existem muitas consequéncias bioldégicas da protedlise
produzida pelas MMPs. Substratos das MMPs incluem fatores de
crescimento, receptores tirosina-quinase, moléculas de adesado celular,
citocinas, quimiocinas, e algumas proprias MMPs, gerando variadas
respostas (Page-McCaw et al., 2007).

A atividade das metaloproteinases €, em parte, regulada
pelos Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs) (Sutinen et al.,
1998). As TIMPs sdo pequenas proteinas multifuncionais que possuem
peso molecular que gira em torno de 21 a 28 kDa e sao secretadas na
matriz extracelular. S8o expressas por muitos tipos celulares incluindo
fibroblastos, queratindcitos, macréfagos e células endoteliais e séo

reguladas por citocinas tais como IL-1, IL-6, TNF-a, além de fatores de
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crescimento semelhantes aos que controlam a expressao de MMPs
(Docherty, Murphy, 1992; Sun, 2008). Quatro TIMPs (1, 2, 3 e 4) tem sido
clonadas, purificadas e caracterizadas, apresentando muitas
similaridades. Entretanto, elas exibem caracteristicas estruturais distintas,
bem como, propriedades bioquimicas e padrées de expresséao diversos, 0
gue sugere que cada TIMP possui um especifico papel in vivo (Baker et
al., 2002).

As MMPs desempenham papéis importantes em diversos
processos fisiolégicos e patolégicos, bem como regulam diversos
comportamentos celulares, tais como angiogénese, proliferacdo celular,
apoptose, alteracdo da motilidade celular, efeitos sobre o sistema
imunitario, modulacéo da bioatividade de quimiocinas e remodelacéo das
membranas extracelulares (Jordan et al., 2004, Arakaki et al., 2009). Em
situacbes de normalidade e/ou em tecidos adultos, os niveis de MMP
geralmente encontram-se baixos ou mesmo nao podem ser detectados
(Barros et al., 2011).

A atividade das MMPs é regulada, em parte, como ja foi
descrito anteriormente, por inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (Docherty, Murphy, 1990) podendo também ser inativadas por
eles (Diehl, 2007). Segundo Brew et al. (2000) as TIMPs séo secretadas
por células tumorais e pelo tecido hospedeiro, podendo se ligar a formas
ativas ou latentes de muitas MMPs, funcionando como proteinas
antimetastaticas. As TIMPS sdo capazes de inibir as MMPs sollveis
através das interacdes com uma razdo estequiométrica de 1:1, formando
complexos TIMP-MMP que se tornam incapaz de ligar-se ao substrato.
Sabe-se atualmente que as MMPs podem ser inibidas por um ndmero
diferente de TIMPs.

Cawston (1998) afirma que pelo fato das MMPs serem
enzimas altamente potentes, estas sdo cuidadosamente controladas por
uma série de mecanismos tais como: citocinas e outros agentes como

fatores de crescimento que podem estimular a sintese e secrecao de proé-
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MMPs, a necessidade de prévia ativacdo dessas pro-MMPs, bem como a
atuacdo das TIMPs na sua inibicdo, elemento este que também é
regulado por fatores de crescimento. Cada proteina TIMP possui
caracteristicas Unicas (Sekhon, 2010). Concha (2010) descreve que a
TIMP-1 é mais limitada em seu alcance inibitério por possuir baixa
afinidade com as MMPs ligadas a membrana tais como MMP-14, MMP-16
e MMP-24. A TIMP-1 é responsavel pela formacdo de complexos
preferencialmente com a pr6-MMP-9. A TIMP-2 se liga a pr6-MMP-2
facilitando sua ativacédo. A TIMP-3 inibe a MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-
13 e liga-se tanto a pr6-MMP-2 quanto a pr6-MMP-9 e a TIMP-4 pode se
ligar com a pr6-MMP-2 e inibir as MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9 e
MMP-14. Embora a TIMP-1 forme principalmente complexo com a MMP-
9, enquanto que TIMP-2 atue com preferéncia sobre a MMP-2, ambos os
inibidores tém atividade sobre um grande numero de tipos celulares além
de sua superexpressao possibilitar a reducéo de crescimentos tumorais,
de acordo com Gomez (1997). Ainda no que se refere aos inibidores, a
TIMP-2 é considerada inibidora de invasdo e metastase de células
neoplasicas in vitro e in vivo (Henriet et al.,, 1999) e também da
angiogénese associada a tumores (Murphy, 1993).

Alteracbes na homeostasia entre as MMPs e TIMPs tém
sido identificadas em doencas associadas com a remodelacdo nao
controlada da MEC, como artrite, cancer, nefrites, desordens neuroldgicas
e fibroses, consequentemente, ha maior degradacdo da matriz
extracelular, o que facilita a invasdo e metastase (Stamenkovic, 2000,
Visse e Nagase, 2003). Além dos desequilibrios nas atividades
extracelulares de MMPs e TIMPs estarem associadas as patologias acima
descritas, também ha relatos na literatura em que se demonstra o
envolvimento dessas proteases na patogénese da doenca periodontal, na
destruicdo de cartilagens e até mesmo em doencas cardiovasculares
como o infarto agudo do miocardio (Sutinen et al.,1998; Arakaki et al.,
2009).
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Um desequilibrio na interagdo entre TIMPs e MMPs pode
resultar em uma séria de estados patoldgicos tais como artrite, metastase
tumoral, ou ainda doencas nas quais a perda de matriz extracelular € a
maior caracteristica (Ribeiro et al., 2008).

As MMP-2 e MMP-9 apresentam estruturas muito
semelhantes, sdo pertencentes a subfamilia das gelatinases e recebem
esta denominacdo em funcdo da sua capacidade de degradar colageno
desnaturado (gelatina). O grupo das gelatinases é constituido por dois
componentes: gelatinase-A ou gelatinase de 72kDa (MMP-2) e gelatinase-
B ou gelatinase de 92 kDa (MMP-9) (Kubota et al., 2000; Diehl, 2007;
Barros et al., 2011). De acordo com Navarro et al. (2006) a MMP-2 age
hidrolisando o colageno do tipo IV, que é um importante componente das
membranas basais e atua como primeira barreira para a progressao de
células epiteliais neoplasicas. A partir dessa hidrolise, ha inicio, o
processo de invasao tumoral. (Navarro et al., 2006; Barros et al., 2011).

Foi observado que a expressao aumentada de gelatinases
possui significativa correlacdo com estagio, metastase em linfonodos e
prognostico reservado em cancer de cabeca e pescoco, principalmente
em cancer oral e de laringe (Colombo, Rahal, 2009).

Devido ao importante papel das gelatinases no
desenvolvimento do cancer, diversos autores tém relacionado os niveis de
MMP-2 e MMP-9 com carcinomas de es6fago, orais, de endométrio, de
pele, de laringe, entre outros (Pereira et al., 2006).

Fundyler et al. (2004) e Pereira et al. (2006) demonstram
gue altos niveis das MMP-2 e MMP-9 estdo presentes em casos com
grande potencial de invasdo e metastase e que, particularmente a MMP-9,
pode ser considerada um bom marcador a ser utilizado como fator

prognastico.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a expressao imuno-histoquimica das MMP-2 e -9 e
dos seus inibidores teciduais, as TIMP-1 e -2, na queilite qctinica, no

carcinoma epidermoide de labio e no carcinoma epidermoide de lingua.



4 MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao
José dos Campos - Universidade Estadual Paulista (UNESP) sob o
Protocolo n °© 001/2011-PH/CEP. (Anexo A) e também foi aprovado apés
apresentacdo ao Conselho do Programa de Pés-Graduacdo em
BIOPATOLOGIA BUCAL, Area Patologia, da Faculdade de Odontologia
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista,
Campus de Sao José dos Campos.

4.1 Selecdo das amostras

Para este estudo foram selecionados 35 casos de QA em
labio inferior, 32 casos de CE em labio inferior, 34 casos de CE em lingua
e 16 casos controle.

Todos o0s casos selecionados de QA e CE tinham
diagndstico clinico e histopatolégico do Ambulatério da Disciplina de
Propedéutica Estomatologica e do Laboratoério da Disciplina de Patologia,
respectivamente, da Faculdade de Odontologia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia - Unesp - Campus de Sao José dos Campos. Para controle
foram selecionados casos sem alteracao clinica e histopatolégica e sem
inflamacdo no tecido epitelial e nos tecidos adjacentes ao epitélio. O

material dos casos controle foi proveniente de atendimento clinico com



realizacdo de bidpsias para confirmacdo de diagndstico de patologias
como hiperplasia fibrosa ou mucocele.

Os dados relativos a idade, género e etnia foram coletados
dos prontuérios de anamnese de cada paciente.

Para padronizagdo do material foram estabelecidos alguns
critérios de incluséo e de excluséo.

Foram incluidos na amostra casos de queilite actinica em
labio inferior e de carcinoma epidermoide localizados em labio inferior e
na lingua, resultantes de bidpsias emblocadas em parafina que
encontrava-se em bom estado de conservacdo e em quantidade
suficiente para a realizacdo do estudo imuno-histoquimico. Para o grupo
controle foi incluido no estudo material proveniente de bidpsias realizadas
para confirmacéao do diagndstico de hiperplasia fibrosa ou mucocele, que
apresentavam epitélio e tecido subepitelial sem alteracbes, que néao
apresentavam inflamacéo e, cujo material emblocado em parafina estava
em bom estado de conservacdo e em quantidade suficiente para a
realizacdo da técnica imuno-histoquimica.

Foram excluidos da amostra os casos de QA e CE de labio
inferior e de lingua de espécimes (bidpsias) com material insuficiente ou
com extensas areas de necrose, assim como casos de pacientes com
dados clinicos incompletos ou que tenham recebido tratamento prévio.

Para os casos controle foi excluido o material que
apresentasse inflamacdo, mau estado de conservacdo ou quantidade

insuficiente para obtencao de cortes histoldgicos satisfatorios.
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4.2 Procedimentos laboratoriais

Os espécimes de biopsias foram fixados em formol a 10% e
enviados para o Laboratdrio da Disciplina de Patologia da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP onde foram submetidos
a procedimento histotécnico. O material foi desidratado e incluido em
blocos de parafina. Cortes de 5 ym foram corados por HE para analise
morfolégica e classificacdo histopatoldégica. Para coloracdo imuno-

histoquimica foram realizados cortes semi-seriados de 3 pm.

4.3 Técnica Imuno-histoquimica

Os cortes histolégicos de 3 pm foram montados em laminas
de vidro tratadas com organosilano a fim de se evitar o descolamento
durante a imuno coloracdo. A desparafinizacao foi realizada com xilol por
15 minutos a 60 graus, seguida por reidratacdo em alcool etilico em
concentracfes decrescentes. Os cortes foram entdo lavados em hidroxido
de amdnia a 10% por 5 minutos. De acordo com o anticorpo de interesse
(Quadro 1) as laminas foram submetidas a métodos de recuperacao
antigénica, posteriormente, bloqueou-se a peroxidase enddgena com
peroxido de hidrogénio a 1% (VWR International, Lutterworth, UK) ou
Peroxi Block (Novocastra) conforme o anticorpo de interesse (Quadro 1).
Os cortes foram entdo incubados com os anticorpos primarios (Quadro 1)
conforme protocolo do fabricante. Incubacdo por 30 minutos com cada

reagente do kit LSAB (DakoCytomation) ou Novocastra e em seguida,
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com o cromégeno diaminobenzidina

Peterborough, UK) ou Novocastra de acordo com protocolo especifico de
tempo. Contra corou-se com Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich,
Gilingham, UK). Finalmente, procedeu-se desidratacdo em série de
alcoois etilicos, passagem em xilol e montagem de laminas com
Vectamount H-5000 (Vector, Peterborough, UK). Controles positivos

(Quadro 1) e negativos (auséncia do anticorpo primario) foram realizados

nas reagdes imuno-histoquimicas.

Quadro 1 — Anticorpos primarios utilizados no estudo imuno-histoquimico

Impact

DAB TM

e respectivos clones, etapas de protocolo, controles e fabricantes

(Vector,

25

Especificidade MMP-2 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Clone 17B11 15W2 63515 89025
Recuperacgéo Citrato Citrato Citrato Citrato
Antigénica (BM 95°C) * (BM 95°C) * (BM 95°C) * (BM 95°C) *
Bloqueio da | Peroxi Ei?jrr%XIgr?io dz Peroxi Peroxi
Peroxidase Block®** 1% 9 Block®** Block®**
Diluicéo 1: 40 1: 40 1:75 1:100
Limugggéo de | 1hora Overnight 1 hora 1 hora
Con_troles Intestino Figado Placenta Figado
positivos

Fabricante Novocastra** Novocastra** Novocastra** Novocastra**

* BM — Banho Maria,

** Novocastra TM Lyophilized, Leica Microsystems



4.4 Metodologia de analise do material

As andlises histopatologica e imuno-histoquimica de todos
os casos foram realizadas por dois examinadores, forma independente,
em microscopia de luz. Nova analise histopatolégica das QA foi realizada,
especificamente para esta pesquisa, considerando-se toda a extensao
dos cortes histologicos. Foram avaliadas as alteragcbes epiteliais
correspondentes a caracterizacdo de displasia epitelial baseada em
critérios de arquitetura histologica e de aspectos citoldgicos e seguindo a
Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude de 2005 (Quadro 2).

Apoés a analise e descricdo histopatologica cada caso de QA
foi classificado de acordo com a proposta da OMS. Segue abaixo a

descricdo dos critérios para a classificacdo final em trés categorias:

o Displasia epitelial leve: alteracbes
arquiteturais limitadas ao terco basal do
epitélio, acompanhada de poucas atipias
citolégicas;

o Displasia epitelial moderada: alteracdes
arquiteturais no terco basal e se estendendo ao
terco médio do epitélio. O grau de atipias
citolégicas encontrado pode aumentar o grau
da displasia;

o Displasia  epitelial  severa: alteracbes
arquiteturais encontradas em mais de dois
tercos do epitélio associadas a muitas atipias

citolégicas.
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Quadro 2 - Padrdes histopatolégicos e citologicos de displasia epitelial, de
acordo com os critérios da OMS (Barnes et al., 2005)

Caracteristicas Arquiteturais Caracteristicas Citologicas
Estratificacéo epitelial irregular Figuras mitdticas atipicas
Perda de polaridade das células basais Hipercromatismo
N° aumentado de figuras de mitose Variacdo anormal do tamanho celular
Mitoses em localiza¢Bes superficiais Variagdo anormal da forma celular
anormais Proporcao nucleo/citoplasma aumentada
Queratinizacdo prematura Aumento do tamanho nuclear
de células epiteliais isoladas Variacdo anormal da forma nuclear
Projecdes epiteliais em forma de gota Aumento do n° e tamanho dos nucléolos
Pérolas corneas dentro das projeces Variacdo anormal do tamanho dos
epiteliais nucleolos

Da mesma forma, nova analise histopatolégica dos casos de
CE de labio e de lingua foi realizada, especificamente para esta pesquisa,
considerando-se toda a extensdo dos cortes histolégicos. As
caracteristicas morfologicas consideradas e a classificacdo para gradacéo
histopatoldégica segundo a diferenciacdo celular utilizada foram as
preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude (Barnes et al., 2005),
na qual temos:
o Carcinoma Bem Diferenciado: neoplasia

madura que se assemelha ao tecido de origem,
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com crescimento lento e que provavelmente ir4
metastizar mais tardiamente;

o Carcinoma Moderadamente Diferenciado:
neoplasia intermediaria entre o0 Bem e o Pouco
diferenciado que se apresenta com certo grau
de pleomorfismo nuclear e atividade mitética e
com presenca de pouca queratinizacao;

o Carcinoma Pouco diferenciado: neoplasia
imatura com muito pleomorfismo celular e
nuclear e com pouca ou nenhuma producéo de

gueratina.

A coloragdo imuno-histoquimica foi avaliada através de
analise descritiva e semiquantitativa. A intensidade da marcacao foi
verificada sendo dividida em trés classes como: marcacédo fraca,
moderada e forte. A metodologia para a quantificacdo da expressédo dos
anticorpos foi feita em quatro escores, de acordo com a quantidade de

células marcadas, segundo Franchi et al. (2002), ou seja:

0 = negativa,
1 = positiva em menos de 10% de células epiteliais;
2 = positiva entre 10 e 50% de células epiteliais;

3 = positiva em mais de 50% de células epiteliais.
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4.5 Andlise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a andlise estatistica
por meio do programa Graph Pad Prism. Os testes utilizados foram de

Mann Whitney, com 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados clinicos e resultados da andlise histopatolégica

Com diagndstico de Queilite Actinica (QA) foram
examinados 35 pacientes, sendo a maioria (82,35%) do sexo masculino e
apenas 17,14% do sexo feminino, numa propor¢do homem:mulher de
aproximadamente 5:1. A idade dos pacientes variou de 33 a 80 anos, com
meédia de idade de 59,2 anos. Dos 35 casos todos pertenciam a
individuos leucodermas (Tabela 1).

A Classificacdo Histoldégica do Grau de Displasia Epitelial
nas QA mostrou grau moderado de displasia em 60% dos casos, displasia
leve em 22,85% dos casos e displasia severa em 17,14% dos casos
(Tabela 2).

A Classificacéo Histopatoldgica de Malignidade mostrou que
vinte e um casos (65,62%) de CELa sado bem diferenciados, seis casos
(18,75%) sdo moderadamente diferenciados e cinco casos (15,63%) sao
pouco diferenciados (Tabela 3).

Dos 32 pacientes diagnosticados com Carcinoma
Epidermoide de Labio (CELa) a maioria (87,5%) € do sexo masculino e
apenas 12,5% do sexo feminino, distribuidos em uma proporgao
homem:mulher de 7:1. A idade desses individuos variou de 29 a 83 anos,
com média de idade de 63,3 anos e 100% eram leucodermas (Tabela 1).

Nos 34 pacientes com Carcinoma Epidermoide de Lingua
(CELI), 20 casos (58%) sao homens e 14 casos (41,1%) sao mulheres, o
gue constitui distribuicdo em uma proporcdo homem:mulher de 1,43:1,00,

diferente da observada nos casos de QA e de CELa. A idade desses



pacientes variou de 27 a 80 anos, com média de idade de 55,9 anos.
Quanto a etnia, 76,47% dos individuos sédo leucodermas, 20,5% sao
melanodermas, e uma ficha clinica ndo informava esse dado do paciente
(Tabela 1).

Dos 16 casos utilizados como grupo controle, 50% sao
homens e 50% s&o mulheres, a idade dos individuos variou de 06 a 53
anos, com média de idade de 19,8 anos, 50% eram leucodermas, 43,7%
melanodermas e 6,2% xantoderma (Tabela 1).

5.2 Resultados da analise imuno-histoquimica com MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 e TIMP-2

Os resultados obtidos na marcacdo da MMP-2 mostraram
gue houve pequena e por vezes, até mesmo, inexisténcia da expressao
dessa proteina em todos os grupos estudados (Figuras 13A, 14A, 15A e
16A). Nos casos de CELa percebeu-se que soma dos escores 1, 2 e 3 foi
de 40.65% (Tabela 3). A proteina MMP-9 foi pouco expressa em todos os
grupos estudados (Tabela 4 e Figura 2), mas a intensidade da expressao
de MMP-9 mostrou-se claramente definida (Figuras 13B, 14B, 15B e 16B).
No grupo controle, tanto para MMP-2 como para MMP-9, notou-se
predominio de expressao negativa (Tabelas 3 e 4 e Figuras 1 e 2).

As TIMP foram estatisticamente pouco expressas em todos
0s grupos de lesbes estudadas, especialmente a TIMP-2 (Tabela 6 e
Figura 4), As expressfes de marcacao das TIMP podem ser visualizadas
nas figuras de 13C e D,14C e D,15C e D,16C e D. Na TIMP-1 encontrou-
se 62,5% de expresséao positiva no CELa, distribuidos entre os escores 1,
2 e 3 (Tabela 5). O tratamento estatistico dos grupos Controle e QA
mostrou diferenca estatisticamente significante (p=0.0451< 0.05) para a
TIMP-2. A analise estatistica entre CELa e o CELi mostrou diferenca

estatisticamente significante para TIMP-1 (p=0.0018 < 0.005) e limitrofe

31



(p=0.0490 > 0.05) para a TIMP-2. Para as andlises imuno-histoquimicas
da MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2, ndo houve resultados estatisticamente

significantes entre a maioria dos grupos de lesdes estudadas.

Tabela 1 - Distribuigdo dos casos de QA, CELa, CELi e Controle segundo
0 género, idade e etnia dos pacientes

Amostra QA CELa CELI Controle
n % n % n % n %
Homens 29 823 28 875 20 588 08 50
Mullheres 06 17,1 04 125 14 41,1 08 50
Leucoderma 30 857 32 100 26 76,4 08 50
Melanoderma 02 57 0 07 20,5 07 43,7
Xantodermas 0 0 0 01 6,2
Dado nédo 0 0 01 2,9 0
informado
Média 59,2 63,3 55,9 19,8

de idade
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Tabela 2 - Classificagdo das lesdes de QA quanto ao grau de Displasia

Epitelial, segundo critérios da OMS (2005)

%

Grau de Displasia da QA n
Leve 08 22,8
Moderada 21 60
Severa 06 17,1
Total 35 100

33

Tabela 3 - Classificacdo das lesbes de CELa e de CELi quanto ao grau

histolégico de diferenciacao celular, segundo critérios da OMS (2005)

Grau de Diferenciacao CELa CELI
Histoldgica

n % n %
Bem diferenciado 21 65,6 19 55,8
Moderadamente diferenciado 06 18,7 10 29,4
Pouco diferenciado 05 15,6 05 14,7
Total 32 100 34 100




Tabela 4 — Resultados referentes aos escores da marcagdo imuno-
histoquimica de MMP-2 nos casos de QA, CE de labio, CE de lingua e do

grupo controle

MMP-2 QA CE de Labio CE de Lingua Controle
Escore n % n % n % n %
0 27 77,1 19 59,3 26 76,4 13 81,2
1 07 20 06 18,7 04 11,7 03 18,7
2 0 0 05 15,6 03 8,8 0 0
3 01 2,8 02 6,3 01 2,9 0 0
Total 35 100 32 100 34 100 16 100

Escores

Mo
o1
2
3

CONTROLE

Figura 1 — Gréfico de colunas referente aos escores da marca¢éo imuno-histoquimica de
MMP-2 nas lesBes estudadas.
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Tabela 5 — Resultados referentes aos escores da marcagdo imuno-
histoquimica de MMP-9 nos casos de QA, CE de labio, CE de lingua e do

grupo controle

MMP-9 QA CE de Labio CE de Lingua Controle
Escore n % n % n % n %
0 13 371 17 53,1 19 55,8 13 812
1 07 20 02 6,2 07 20,5 01 6,2
2 06 17,1 02 6,2 05 14,7 0 0
3 09 25,7 11 34,3 03 8,8 02 125
Total 35 100 32 100 34 100 16 100

CONTROLE

Escores
HO

1
d 2
E3

Figura 2 — Gréfico de colunas referente aos escores da marcagao imuno-histoquimica de
MMP-9 nas lesdes estudadas.
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Tabela 6 — Resultados referentes aos escores da marcagdo imuno-
histoquimica de TIMP-1 nos casos de QA, CE de labio, CE de lingua e do
grupo controle

TIMP-1 QA CE de Labio CE de Lingua Controle
Escore n % n % n % n %
0 20 57,1 12 37,5 25 73,5 13 81,2
1 07 20 08 25 06 17,6 01 6,2
2 05 14,2 06 18,7 01 2,9 0 0
3 03 8,7 06 18,7 02 58 02 125
Total 35 100 32 100 34 100 16 100

%

Escores

H0
o1
2
3

CONTROLE

Figura 3 — Gréfico de colunas referente aos escores da marcagao imuno-histoquimica de
TIMP-1 nas lesdes estudadas.
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Tabela 7 — Resultados referentes aos escores da marcagdo imuno-
histoquimica de TIMP-2 nos casos de QA, CE de labio, CE de lingua e do
grupo controle

TIMP-2 QA CE de Labio CE de Lingua Controle
Escore n % n % n % n %
0 27 77,1 23 71,8 31 91,1 16 100
1 08 22,8 08 25 03 8,8 0 0
2 0 0 01 3,1 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 35 100 32 100 34 100 16 100

%

Escores

HO
1
M2
3

CONTROLE

Figura 4 — Gréfico de colunas referente aos escores da marcagao imuno-histoquimica de
TIMP-2 nas lesdes estudadas.
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5.3 Intensidades das marcacdes de MMP-2 e -9 e TIMP-1 e -2

Na interpretagdo da intensidade das marcagdes observamos
qgue a MMP-2, quando se expressou foi predominantemente de
intensidade fraca, tanto na QA como no CELa e no CELI, havendo
somente um caso de CELa de intensidade forte.

Nos casos das marcagbes por MMP-9, permaneceu a
predomindncia da intensidade fraca. Porém houve um expressivo
aumento de lesdes com intensidade de expressao moderada e forte.

Quando avaliamos a intensidade de expressao das TIMP, a
TIMP-1 teve maior intensidade de expressdo em todos o0s grupos de
lesbes estudadas. O que nédo ocorreu em relacao a TIMP-2.

No entanto, a intensidade de expressédo tanto para TIMP-1
como para TIMP-2 foram notadamente fraca. Nos CELa evidenciamos
gue a TIMP-1 teve intensidade de expresséo que variou principalmente de
fraca a moderada e apenas dois casos com intensidade de expressao

forte.Os dados expostos pdem ser visualizados nas figuras a seguir.
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Figura 5 - Conjunto de graficos de coluna demonstrando os padrdes de intensidade de

marcagdo encontrados em QA.
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Figura 6 - Conjunto de graficos de coluna demonstrando os padrdes de intensidade de

marcac¢ao encontrados em CEla.
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marcacgdo encontrados em CEli.
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5.4 Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1

E aceito na literatura que as TIMPs podem inibir qualquer
das MMPs, no entanto, o complexo de acdo mais conhecido € entre a
MMP-2 e TIMP-2 e entre a MMP-9 e TIMP-1. A fim de verificarmos se tais
complexos se expressaram em nossa pesquisa comparamos 0S escores
obtidos para cada enzima (MMP-2 e MMP-9) e seus respectivos inibidores
(TIMP-1 e TIMP-2), nos grupos de lesdes estudadas.

Consideramos ainda nessa avaliacao a relagdo da expresséo
desses com a classificacdo da OMS. Nos casos com QA avaliamos a
relacdo complexo MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 com o0 grau de
displasia e nos de CELa e CELi com o grau de diferenciacao celular.

Para a QA, avaliamos o complexo MMP-2/TIMP-2 com o
grau de displasia que deu valor de p insignificante (p =0.999 > 0.05).
Desses casos, 50% apresentaram predominancia da enzima e 0s outros
50% predominancia do inibidor (Apéndices A, B e C).

Dessa forma pudemos verificar que para a QA, tivemos
formacdo do complexo MMP-2/TIMP-2 em menos da metade dos casos
(incluidos nisto todos os 3 graus de displasia) o que nos da um valor de p
insignificante (p=0.999 > 0.05) (Figura 9).

A presenca da interacdo do complexo MMP-9/TIMP-1 pode
ser verificada na maioria dos casos de QA p=0.0093 > 0.05) (Apéndices
A, B e C e Figura9).

Para os casos de CELa, houve formac¢do do complexo MMP-
2/TIMP-2 sem resultados estatisticamente significante (p=0.1758 > 0.05).
Observou-se predominancia da expressdao do inibidor sobre a
metaloproteinase nos casos moderadamente diferenciados e nos pouco
diferenciados a relacdo foi inversa. No complexo MMP-9/TIMP-1 o
resultado estatistico insignificante se repetiu (p=0.7343 > 0.05). Na

relacdo desse complexo com a classificacdo da OMS, tivemos predominio
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da acao do inibidor nos casos com diferenciacdo moderada e nos casos
pouco diferenciados a acéo foi restrita as metaloproteinase (Apéndices D,
E e F e Figura 10).
Para os CELi a formagdo de complexo MMP-2/TIMP-2 foi

pobre e o resultado estatistico insignificante (p=0.0746 > 0.05).
Detectamos a expressédo desse complexo apenas em alguns casos com
grau de bem diferenciado e pouco diferenciado. A formagéo do complexo
MMP-9/TIMP-1 foi encontrada na maioria dos casos estudados, porem
com resultado estatistico insignificante (p=0.1117 > 0.05). Tivemos maior
expressdo da metaloproteinase nos casos com diferenciagdo moderada e
nenhuma expressdo do inibidor nos casos com pouca diferenciacéo
(Apéndices G, H e | e Figura 11).

Para o grupo controle obtivemos resultado significativo
estatisticamente na formacdo do complexo MMP-9/TIMP-1 (p = 0.0083)
(Apéndice J e Figura 12).

5.5 Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2

Mesmo sendo menos comuns, 0s complexos de acao entre
MMP-2 e TIMP-1 e entre MMP-9 e TIMP-2 também foram tabulados e
comparados.

Para a QA, avaliamos o complexo MMP-2/TIMP-1 com o grau
de displasia que deu valor de p significante (p =0.0413 < 0.05), com
predominancia da acdo do inibidor sobre a enzima. A presenca da
interacdo do complexo MMP-9/ TIMP-1 pode ser verificada na maioria dos
casos de QA (p=0.0001 < 0.05) onde predominou a a¢éo da enzima sobre
o inibidor (Apéndices L, M e N e Figura 9)

Para os CELa, houve formacdo do complexo MMP-2/TIMP-1

sem resultados estatisticamente significante (p=0.0818 > 0.05). Observou-
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se predominancia da expresséo do inibidor sobre a metaloproteinase nos
casos bem diferenciados e nos pouco diferenciados, nos casos
moderadamente diferenciados a expressao foi igual para enzima e
inibidor. No complexo MMP-9/TIMP-2 o resultado estatistico foi
significante (p=0.0169 < 0.05). Na relacdo desse complexo com a
classificacdo da OMS, houve predominio da acdo da enzima nos casos
bem diferenciados e com diferenciacgdo moderada e nos casos pouco
diferenciados a acgéao foi restrita as metaloproteinase (Apéndices O, P e Q
e Figura 10).

Para os CELi a formacdo de complexo MMP-2/TIMP-1
obteve resultado estatistico insignificante (p=0.8701 > 0.05). Houve
deteccdo da expressao desse complexo principalmente nos casos com
grau de bem diferenciado e pouco diferenciado, sendo que nos pouco
diferenciados a expressao foi restrita as metaloproteinases. A formacao
do complexo MMP-9/TIMP-2 pode ser verificada e o resultado estatistico
foi significante (p=0.0005 < 0.05). Nas trés classificacdes (bem, moderado
e pouco diferenciado) houve predominancia da expressdo da
metaloproteinase sobre o inibidor (Apéndices R, Se T e Figura 11).

Para o grupo controle obtivemos resultado significativo
estatisticamente na formacdo do complexo MMP-9/TIMP-2 (p = 0.0093)
(Apéndice U e Figura 12).
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Figura 9 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 e complexos MMP-2/ TIMP-1 e
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MMP-9/TIMP-2 em CE Labio respectivamente.
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Figura 11 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 e complexos MMP-2/ TIMP-1 e
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Figura 13 — Fotomicrografia - Grupo Controle (aumento de 200x): A) expressdo de MMP-
2; B) expressdo de MMP-9; C) expressdo de TIMP-2; D) expresséo de TIMP- 1.
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Figura 14 — Fotomicrografia - Grupo QA (aumento de 400x): A) expressdo de MMP-2; B)
expressdo de MMP-9; C) expressao de TIMP-2; D) expressao de TIMP-1.
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6 DISCUSSAO

Alteracbes genéticas que causam desequilibrios de
regulacdo do crescimento podem levar a proliferacdo descontrolada,
expansao do tumor primario e metastases. O fato desse crescimento nédo
ser reprimido, segundo Liotta e Stetler-Stevenson (1991) ndo causam por
si sO os fendbmenos de invasdo e metastase, uma vez que este fenotipo
mais agressivo exige alteragdes genéticas adicionais. Neste contexto, as
metaloproteinases (MMP), devido ao seu papel na degradacdo dos
elementos da matriz extracelular (MEC), mecanismo este conhecido por
facilitar a invasdo tumoral e levar a subseqiiente desenvolvimento de
metastases, tornam-se um elemento chave na evolugcédo do cancer.

Miranda (2002) observou imuno-histoquimicamente, em
carcinomas epidermoides de labio inferior e lingua, que o colageno IV e a
laminina estavam praticamente ausentes na membrana basal peritumoral,
na regido do fronte invasivo, 0 que sugere atividade de enzimas
proteoliticas.
Jordan et al. (2004) sugeriram que o nivel de MMP-9 pode
servir como um marcador de transformacédo maligna em displasias orais.
O trabalho de Freitas et al. (2011), é de grande interesse para
nos, ja que é um dos poucos, sendo o Unico a avaliar a presenca de MMP
em lesdes de QA. No que se refere a avaliacdo do inibidor tecidual de
metaloproteinase (TIMP) frente a QA os trabalhos sdo ainda mais raros,
porque nao dizer pouco estudado. Neste mesmo estudo, Freitas et al.,
(2011) avaliaram a expressao de mastocitos (MC) e MMP-9 no carcinoma
espinocelular e na queilite actinica. De acordo com estes autores,
estimulos inflamatérios podem induzir a expressao de MMP-9 em varias

células, como as células endoteliais, macrofagos, fibroblastos e MC.



Nossos resultados concordam com essa afirmacdo no que se refere a
expressdo de MMP-9 na QA, ja que mais de 60% da nossa amostra
apresentou algum nivel de marcacdo de MMP-9. Pode-se perceber que
guando os grupos que estudamos foram avaliados entre si, a expressao
de MMP-9 na QA quando comparada a expressdo do mesmo anticorpo no
grupo Controle mostra uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,0097 < 0.05), fato este que ndo se repete quando se compara a
expressdo de MMP-2 em QA com o grupo Controle (p=0,7610 > 0.05). A
MMP-9 caracteriza-se ainda por ter tido fraca intensidade de expressao
na maioria dos casos, porém percebe-se um expressivo aumento na
guantidade das marcacdes com intensidade moderada e forte em
comparagao com a MMP-2.

A situacdo acima descrita pode ser explicada pelo fato de
gue a exposicao prolongada a radiacdo UV permite que sejam ativadas as
pro-MMPs, que induz a degradacéo da MEC (Pillai et al., 2005). Inomata
et al., (2003) também relataram essa possivel ligacdo entre a exposicado a
radiacdo UV e a degradacdo da membrana basal efetuada pelas
gelatinases que sdo as MMP-2 e 9.

Ainda em relacdo a MMP-9 diversos estudos demonstram
sua superexpressdo em CE orais (Sutinem et al., 1998, Franchi et al.,
2002; Impola et al., 2004, Jordan et al., 2004). Nossos estudos se
alinham a esses resultados, ja que embora ndo tenha havido significancia
estatistica para os casos de QA, temos em mais de um terco da amostra
(grupo QA e CE de labio) expressao acima de 50% das células do epitélio
da QA e do fronte de invasao/hot spot do CE de labio.

Katayama et al. (2004) investigaram se a expressao de
MMP-2 e MMP-9 tem valor preditivo para o curso clinico e progndéstico em
estagios iniciais de CE oral. Tais autores utilizaram tecnica imuno-
histoquimica para avaliar a reatividade as gelatinases (MMP) de 53

espécimes dessas lesdes. Os resultados indicaram que houve significante
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correlacdo entre a expressdo de MMP-9, mas ndo de MMP-2, com a
ocorréncia de metastase linfatica ou a distancia e com progndstico pobre.

Em nosso estudo, no que se refere a MMP-2, pudemos
perceber que nos casos onde houve sua expressao, esta se caracterizou
por ser, em sua maioria, de intensidade fraca, tanto na QA como no CE
de labio e no CE de lingua, havendo somente um caso de forte marcacéo
em um espécime de CE de labio.

Nos CE de lingua obtivemos um indice de expressdo menos
significativo se comparada ao grupo CE de labio e ao grupo de QA, o que
contraria alguns trabalhos consultados (Yoshizaki et al., 2001, Barros et
al., 2011, Mékinen et al., 2012). No entanto, Korpi et al., (2008) estudando
a expressao dos marcadores MMP-2, -7, -8, -9, -20 e -28, em quase
noventa casos de CE de lingua, afirmam ter encontrado evidéncias
suficiente para associar apenas a MMP-8 aos indices de sobrevida de
seus pacientes e que as demais MMP nao demonstraram significancia
estatistica na mesma situacao.

Em um estudo sobre a degradacé&o do colageno tipo IV em
CE de lingua, Fan et al. (2012) perceberam que essa degradacéo estava
intimamente relacionada com o aumento da expressdo de MMP-2 e MMP-
9, e a conclusdo do foi de que a MMP-9 possui uma funcdo mais
importante do que a MMP-2 durante o desenvolvimento do carcinoma.

Atribui-se ainda as MMP importante papel em processos
fisiolégicos, patolégicos e comportamentos celulares, tais como
angiogénese, proliferacdo celular, apoptose, efeitos sobre o sistema
imunitario, modulacdo da bioatividade de quimiocinas e remodelacédo da
MEC (Jordan et al., 2004; Arakaki et al., 2009). Entretanto em situacdes
de normalidade e/ou em tecidos adultos, seus niveis geralmente
encontram-se baixos ou mesmo nao podem ser detectados (Barros et al.,
2011).

Embora as MMP sejam classificadas com base na sua

afinidade por substratos, encontramos certa sobreposicdo entre as
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subclasses, em termos de suas afinidades, estabelecendo-se, portanto,
uma nao especificidade funcional, o que significa que as MMP néo
possuem necessariamente um Unico substrato definido. Esta
promiscuidade pode ainda ter incremento em processos patogénicos
como em um processo de invasao tumoral. Além disso, as atividades das
MMP interferem umas com nas outras na medida em que muitas delas
podem ativar outras pro-enzimas 0 que sugere que a ativagao controlada
das mesmas pode envolver uma cascata, englobando diferentes membros
da familia das MMP (Cawston, 1998). Em nosso trabalho pode-se supor
gue tenha ocorrido esta promiscuidade funcional, isso porque houve acao
da TIMP-1 sobre a MMP-2 e da TIMP-2 sobre a MMP-9, mecanismo que
nao é tdo usual quanto a relagdo MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1.

Como descritos anteriormente a literatura nos informa que
niveis das MMP nos tecidos saudaveis sado baixos ou praticamente
indetectaveis, entretanto, sua expressao apresenta-se substancialmente
aumentada na maioria das neoplasias malignas, apresentando importante
acao proteolitica nos processos de invasao e metastase (Pereira et al.,
2006, Kondratiev et al., 2008).

Pode-se dizer que comprovamos, mesmo que parcialmente,
tal fato, visto que a expressdo das MMP foi praticamente inexistente no
grupo Controle e este representava o epitélio de individuos com pouca ou
nenhuma alteracao inflamatoria degenerativa do colageno IV.

A atividade das MMP é regulada por expressdo génica
através da ativacdo da pré-enzima e pela TIMP que inativa a MMP. Um
aspecto relevante da dinamica do funcionamento das MMP na
fisiopatologia tumoral é que sua expressdo pode ocorrer tanto em células
neoplasicas quanto em células estromais e endoteliais peritumorais
(McCawley, Matrisian, 2001). Estas ultimas, provavelmente, receberiam
sinais bioquimicos originados do tumor, como fatores de crescimento e

citocinas (Uria et al, 1997).

53



Altos niveis de TIMP-1 encontrados em fragmentos de
tecidos tumorais tém sido associados a um mau prognostico. Sekhon,
(2010), por exemplo, descreve esse comportamento da TIMP-1 em
pacientes com cancer de mama primario. De acordo com esses dados,
podemos presumir que o baixo nivel de expressao de TIMP-1 observado
na amostra dos grupos que estudamos, pode estar associado a um bom
progndéstico.

Nagel et al., (2004) nos explicam que a TIMP-1 possui
potencial para estimular a proliferacdo celular. Gray et al., (1992)
descreveram que em CE oral e em lesdes displasicas ha
baixa/insignificante expressdao do gene TIMP-1. Em nossa pesquisa
também verificamos baixos niveis de expresséo de TIMP-1.

Vicente et al., (2005) relata em seu estudo que avaliou a
expressdo de TIMP em CE orais que a expressao de TIMP-1 nado se
correlacionou com os parametros clinicos e patologicos. No entanto a
expressdo de TIMP-2 foi significativamente correlacionada com o
tamanho dos tumores, mas nao encontrou também correlagdo com o grau
histolégico dessas lesdes.

Culhaci et al. (2011) estudou a expressdo de MMP-13 e
TIMP-1 em CE da cabeca e pescoc¢o e encontrou aumento da expressao
de desses marcadores em tumores altamente invasivos, porem nao houve
relacdo significativa entre essa expressao e idade, sexo, local do tumor e
grau histolégico. Além disso, os niveis de coloracédo para a MMP-13 néo
se correlacionaram com o0s niveis de coloracdo de TIMP-1, os levando a
concluir que a expressdo da MMP-13 e TIMP-1 parecem desempenhar
um papel importante na determinacdo da capacidade invasiva do CE de
cabeca e pescoco. E que, o equilibrio entre a expressdo de MMP e de
TIMP ndo tem importancia para a invasdo do tumor tanto quanto a super
expressdo. Em nossa pesquisa ndo tinhamos informacfes suficientes
para averiguar o modo de invasdo tumoral e correlacionar com o grau

histolégico.
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A maioria dos trabalhos consultados correlaciona a
expressdo dos marcadores com o modo de invasao tumoral ou com
estadiamento do tumor. Yoshizaki et al. (2001), por exemplo correlaciona
a expressao dos marcadores em estudo com metastase em linfonodos
cervicais e o estadiamento clinico da lesdo. Considerando a correlacéo da
alta expressdo de MMP-2 a pacientes com metastase em linfonodos
cervicais positiva e estagio clinico avangado.

Em nosso trabalho, a correlagdo da intensidade da
marcacdo com o grau histologico nas lesdes de CE e QA encontramos
expressdo de moderada a intensa para MMP-9, principalmente nos casos
de displasias moderada e severa. Para os CE de labio pudemos notar que
o marcador MMP-9 aparece na displasia bem diferenciada com
intensidade tendendo a moderada. Para os CE de lingua notamos a
ocorréncia da quase totalidade de intensidade fraca em todos os
marcadores.

Por fim no que se refere as TIMP ndo pudemos ver
nenhuma correlacédo entre sua expressao e a intensidade para todos os
marcadores, talvez possamos entender esse resultado como positivo do
ponto de vista de valor progndéstico, ja que geralmente, de acordo com a
literatura consultada (Brehmer et al., 2003; Sekhon, 2010), altos valores
de TIMP estdo associados a piores prognosticos.

Porém a literatura sobre as TIMP ainda € muito controversa
e mais estudos devem ser feitos a fim de que o papel desses inibidores

seja melhor esclarecido.
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7 CONCLUSAO

Tanto a MMP-2 quanto seu regulador TIMP-2 estavam
subexpressos na QA, no CE de labio e no CE de lingua. O principal
regulador da MMP-9, a TIMP-1, também demonstrou subexpressao nas
lesbes estudadas.

Em relacdo a MMP-9 foi observada expressdo na QA e no CE
labio, mesmo que estatisticamente esta ndo tenha sido significante. Em
comparacdo com o grupo Controle, a QA teve expressao significativa e
isso pode demonstrar um reforco na sinalizacdo de que na Queilite

Actinica ha de fato um danoso comprometimento da matriz extracelular.
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APENDICE A - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 em QA (1)

Quadro 3 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referentes a
classificacao leve (OMS) em QA

QA | Classificagdoleve | MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
9112 . 0 . m——— =
9825 L 1 1 0
10241 L 0 0 0
10263 L 0 0 1
10519 L S SN 0 0
10760 L 0 0 0
10891 L 0 0 wibedidugdidud 0
10935 L 0 m rufoofughodiufde 0
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APENDICE B - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/ TIMP-1 em QA (2)

Quadro 4 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/ TIMP-1 referentes a
classificacdo moderada (OMS) em QA

Classificacéo
QA moderada MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1

8169 M 0 0 1 +HF
9688 M 0 0 1
9696 M 0 0 0
9817 M 0 0 1 1
0887 M 0 0 g 1
9976 M R 0 EC 0
10047 M 0 0 0
10359 M 0 0 0 0
10480 M 0 0 N T 0
10530 M 0 0 0 W
10661 M 0 0 2 2
10825 M R SN 0 0 0
10856 M 0 0 0 3
10890 M 0 0 0
10906 M 0 0 3 1
10926 M 1 1 0 inEEsuEEN]
10946 M 0 S 0 ?
11117 M 0 N
11149 M 0 0
11222 M 0 [ 0 0
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il Acéo do inibidor TIMP-1 sobre a enzima
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APENDICE C - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 em QA (3)

Quadro 5 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referentes a
classificacao severa (OMS) em QA

QA Classificacdo severa MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
9729 S 0 0 2 2
9862 S 1 1 0 0
9888 S R 0 0 0
10034 S R 0 N 0
10457 S 0 0 . B — 0
10759 s U S R 0
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APENDICE D - Painel demonstrativo dos escores considerando os

complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1em Ce de labio (1)

Quadro 6 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao CE
de labio bem diferenciado (OMS)

Ce de
labio
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APENDICE E - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1e, Ce de labio (2)

Quadro 7 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao CE
de labio moderadamente diferenciado (OMS)

Classificagéo:
Ce de ldbio | Moderadamente
diferenciados MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
6581 M 0 0 0 e
7104 M 0 0 N At i 0
8476 M 0 0
9545 M R LI 0 1 1
10881 M 0 R 0
10904 M 0 m% 0
* nnnninil Agdo da enzima MMP-2 sobre o inibidor
* ‘\\\\\\\\w Acdo do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.
rrk Acao da enzima MMP-9 sobre o inibidor
Fhkk Acdao do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

D Borda destacada demonstra possivel formacao do complexo
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APENDICE F - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1em Ce de labio (3)

Quadro 8 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao CE
de labio pouco diferenciado (OMS)

Classificagéo:
Pouco
Ce de labio Diferenciados MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
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APENDICE G - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1em Ce de lingua (1)

Quadro 9 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao Ce
de lingua bem diferenciado (OMS)
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APENDICE H - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1em Ce de lingua (2)

Quadro 10 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao Ce
de lingua moderadamente diferenciado (OMS)

Classificagéo:
Ce de lingua Moderadamente | MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
diferenciados

M 0

M 0

M 0 0

M IR 0 0 21
M 0 0o |t 0
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APENDICE | - Painel demonstrativo dos escores considerando o0s
complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1em Ce de lingua (3)

Quadro 11 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao Ce
e lingua pouco diferenciado (OMS)

Classificagéo:
Ce de lingua Pouco MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
Diferenciados

2955 P 0 0 0
3751 P 1 1 0
6593 I R 1% 0 0
7313 P LN 0 0
9352 p 0o |EEENE 0
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APENDICE J - Painel demonstrativo dos escores considerando os

complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 em Controle (1)

Quadro 11 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 referente ao

grupo Controle
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APENDICE L - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em QA (1)

Quadro 12 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 referente
classificacao leve (OMS) em QA

QA Classificacédo leve MMP-2 TIMP-1 MMP-9 TIMP-2

0 o [

T A 0 0
0 RS0

9112

9825

10241
10263
10519
10760
10891
10935

o

=

| e e o e i i

— JO JO JO O o

Acao da enzima MMP-2 sobre o inibidor

*%

Acdao do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

*kk

Acao da enzima MMP-9 sobre o inibidor

*kkk

Acdao do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

(B0

Borda destacada demonstra possivel formagéo do complexo



APENDICE M - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em QA (2)

Quadro 13 - Complexos MMP-2/TIMP-1-e MMP-9/TIMP-2 classificacao
moderada (OMS) em QA

77

A Cﬁiﬂfﬁ? MMP-2 TIMP-1 TIMP-2
8169 M 0 -
9688 M 0 F\ -
9696 M 0 -
9817 M 0 ;§\\ -
9887 M 0 -
9976 M oAk 5
10047 M 0 %\&% -
10359 M 0 .
10480 M 0 -
10530 M 0 -
10661 M 0 -
10825 M ROEIN JES o
10856 M 0 .
10890 M 0 .
10906 M P SN FRRCRRR -
10926 M 1 TEEErE
10946 M 0

11117 M 0

11149 M 0

11222 M 0

*kkk

i

Ac¢éo da enzima MMP-2 sobre o inibidor
Acéo do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

Ac¢éo da enzima MMP-9 sobre o inibidor
Acéo do inibidor TIMP-1 sobre a enzima
Borda destacada demonstra possivel formacdo do complexo
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APENDICE N - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em QA (3)

Quadro 14 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 classificagédo
severa (OMS) em QA

QA | Classificacio severa | MMP-2 | TIMP-1 MMP-9 TIMP-2
9729 s 0 uuwmaglozm 0

9862 S e 0 0 H-l_
0888 S : 1 0 0 0
10034 S oS 0 HER 0
10457 S 0 0 b 0
10759 S 0 0 3

*%

*kk

*kkk

Acao da enzima MMP-2 sobre o inibidor
Acdao do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

Acao da enzima MMP-9 sobre o inibidor
Acdao do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

Borda destacada demonstra possivel formacdo do complexo
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APENDICE O - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Ce de Lé&bio (1)

Quadro 15 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 referente ao Ce
de labio bem diferenciado (OMS)

Ce de labio Classificacao: MMP-2 TIMP-1 MMP-9 | TIMP-2
Bem diferenciado

3836 0 0 R 0
7382 B 0 0 0 0
7869 B 0 0 0 0
7880A B T e 2
9107 B 0 g 0

9108 B 0 W AN 0
9294 B 0 0 0 0
9409 B 0 K o | o

9592 B 0 SN 0 %
9895 B 3 3 3 0
9950 B 0 3 0
9956 B 0 0 0 0
10253 B 1 1 B 0
10441 B 0 SR 0 0
10501 B 1 1 0 0
10505 B 0 s 0 0
10697 B 1 Remgsyl s 0
10972 B LR 0 0 0
11082 B > > 185 0
11213 B 2 2 i3 0
11815 B ol 0 0

* Acéo da enzima MMP-2 sobre o inibidor

*kk

*kkk

—

Acéo do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

Ac¢éo da enzima MMP-9 sobre o inibidor
Acéo do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

Borda destacada demonstra possivel formac¢do do complexo



APENDICE P - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Ce de L&bio (2)

Quadro 16 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 referente ao Ce
de labio moderadamente diferenciado (OMS)

80

Classificagéo:
Moderadamente MMP-2 TIMP-2 MMP-9 TIMP-1
Ce de labio diferenciados
6581 M 0 SRR 0 0
7104 M 0 0 N A 0
8476 M 0 0 0 0
10881 M 0 SR 0 T
10904 M 0 S 0 1

*%

*kk

L

Acdao do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

Acao da enzima MMP-9 sobre o inibidor

Acdao do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

Borda destacada demonstra possivel formacao do complexo
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APENDICE Q - Painel demonstrativo dos escores considerando o0s
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Ce de L&bio (3)

Quadro 17 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 referente ao Ce
de labio pouco diferenciado (OMS)

TIMP-1

Ce de labio Classificagdo: Pouco MMP-2 MMP-9 TIMP-2
Diferenciados

7625 P 0 0 i3 0

8369 P 0 R [eeEat 0

9732 P 0 S 1

10503 P Lok 0 0 0

11210 p 2 1 L3 1
* “TITTTTT] Agdo da enzima MMP-2 sobre o inibidor

> Q\\\\* Acao do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

*kk

Acao da enzima MMP-9 sobre o inibidor

Borda destacada demonstra possivel formacao do complexo
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APENDICE R - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Ce de Lingua (1)

Quadro 18 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 referente ao Ce
de lingua bem diferenciado (OMS)

Ce de lingua

Classificagao:

Bem diferenciados MMP-2

TIMP-1

MMP-9

TIMP-2

4657

4721

5630

7069

7236

7338

7398

7640

7849

8265

8543

8947

9700

10077

10414

N

OO O O O O O O |©O |O o - O o o

10532

0

i

10708

o

10734

o

10852

T | © | | ®| W | W © | T T T

O O O |O jJo o

0
0
0

O |O O o o |[o |o

*%

*kk

*kkk

2]

Ac¢éo da enzima MMP-2 sobre o inibidor

Acéo do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

Ac¢éo da enzima MMP-9 sobre o inibidor
Acéo do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

Borda destacada demonstra possivel formac¢do do complexo
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APENDICE S - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Ce de Lingua (2)

Quadro 19 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 2 referente ao
Ce de lingua moderadamente diferenciado (OMS)

Ce de lingua

Classificagao:
Moderadamente
diferenciados

MMP-2 TIMP-1

6039

MMP-9

TIMP-2

6943

8870

8879

9294

9863

10592

10727

10882

10939

T I EIRIZE I L

%O o |O |O ofN o o o

O O [©O |O |0 O O o o o

**

*kk

D Borda destacada demonstra possivel formagéo do complexo

Acao da enzima MMP-2 sobre o inibidor

Acdao do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

Acéo da enzima MMP-9 sobre o inibidor
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APENDICE T - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Ce de Lingua (3)

Quadro 20 - Complexos MMP-2/TIMP-2 e MMP-9/TIMP-1 2 referente ao
Ce de lingua pouco diferenciado (OMS)

Ce de lingua Classificacdo: Pouco MMP-2 TIMP-1 MMP-9 TIMP-2
Diferenciados
2955 P 0 0 0 0
3751 P S S0 0 1 1
6593 P oL 0 1 0
7313 P R ERAE 0
9352 p 0 0 0 ~

*%

Acao da enzima MMP-2 sobre o inibidor
Acao da enzima MMP-9 sobre o inibidor
Acdao do inibidor TIMP-1 sobre a enzima

Borda destacada demonstra possivel formacao do complexo



APENDICE U - Painel demonstrativo dos escores considerando os
complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 em Controle (1)

Quadro 21 - Complexos MMP-2/TIMP-1 e MMP-9/TIMP-2 2 referente ao
grupo Controle

Controle MMP-2 TIMP-1 MMP-9 TIMP-2

6758 S NS RRRe I
7206 0 RS 0 0
7939 DR LR 0 0 0
7949 0 0 0 0
7950 0 0 0 0
8019 0 0 0 0
8067 0 0 0 0
8815 0 0 0 0
8835 0 0 LB 0
8853 SRR SHENERE 0 0 0
8864 SRR 0 E 0
9310 0 0 0 0
9348 0 0 0 0
10236 0 0 0 0
10251 0 0 0 0
10264 0 R 0 0

* ikl Aglo da enzima MMP-2 sobre o inibidor

** Acédo do inibidor TIMP-2 sobre a enzima.

ok Acéo da enzima MMP-9 sobre o inibidor

D Borda destacada demonstra possivel formacéo do complexo



ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

unes "‘2" UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
P CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 - Jd. SioDimss FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201-970 - F. (12)3947-9028
Fax (12) 39479010 / jancte@fosjc.unesp.br

CERTIFICADO

Comité de Etica em Pesquisa
Com Seres Humanos

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 001/2011-PH/CEP,
sobre “Estudo imunoistoquimico da queilite actinica, carcinoma
epiderméide de labio e carcinoma epidermdide intrabucal”, sob a
responsabilidade de ANA SUELI RODRIGUES CAVALCANTE, esta de
acordo com os Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa, com seres humanos,conforme Resolugéo
n° 196/96 do Conselho Nacional de Salde e foi aprovado por este
Comité de Etica em Pesquisa.

Sé&o José dos Campos, 22 de fevereiro de 2011.

R v ate
Profa. Adjynte’ JANETE DIAS ALMEIDA
Coordenadora
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