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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Anti-CD4 = anticorpo monoclonal que cora linfocito T CD4+
Anti-CD8 = anticorpo monoclonal que cora linfocito T CD4+
AC = Actinic cheilitis

alto = alto grau de malignidade

bd = bem diferenciado

bg = baixo grau de malignidade

CB = Carcinoma epidermaide de lingua

CE = Carcinoma epiderméide

CEP = Comité de Etica em Pesquisa

Cel = células

CL = Carcinoma epidermaide de Iabio inferior

DAB = diaminobenzidina

EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

epi = epitelial — intraepitelial

Estro = estroma / stroma

Foxp3+ = subtipo de célula T reguladora

FPS = fator de protecéo solar

HE = hematoxilina e eosina

hg = high degree of malignancy

ICAM-1 = Molecula de adeséo intracelular

ie = intraepitelial / intraepithelial

IL = interleucina

INCA = Instituto Nacional de Cancer

LDP = laboratério da disciplina de patologia

LFA-1 = antigeno 1 associado a funcao linfocitica

lg = low degree of malignancy = baixo grau de malignidade

LSAB = kit de imunoistoquimica



MC ou MCs = mastécito (s)

Mm? = milimetro quadrado

Mild = leve

min. = minutos

md = moderadamente diferenciado / moderately differentiated
mod = moderadado (a) / moderated

NK = células matadoras naturais

OMS = Organizagédo Mundial da Saude

PH = potencial hidrogeniénico

QA = Queilite actinica

SCC = squamous cell carcinoma

SPSS = software estatistico

Sub = subepitelial / subephitelial

T CD4+ = Linfécito T CD4+

T CD8+ = Linfocito T CD8+

TCR =receptores de célula T

TILs = Tumor infiltrating lymphocytes = linfécitos infiltrando tumores
TNM = Classificacdo de tumores malignos - estadiamento tumor,
linfonodo, metastase

UICC = Union Internationale Contre le Cancer

UK = United Kingdom

UV = Ultravioleta

UVA = raio ultra violeta tipo A

UVB = raio ultra violeta tipo B

VCAM-1 = molécula de adesao vascular

VWR = Vlaams-Brabant-Heverlee — empresa de materiais e produtos
cientificos

wd = well differentiated = bem diferenciado

X = vezes de ampliacéo



Leite SPF. Estudo imunoistoquimico da queilite actinica, carcinoma
epidermdide de labio e carcinoma epiderméide intrabucal [dissertacao].
Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos, UNESP — Univ. Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

O presente projeto de pesquisa objetiva avaliar a marcacao de mastécito
(MCs)s, linfécitos T CD4+ e, linfécitos T CD8+ na queilite actinica (QA),
carcinoma epidermoide (CE) de labio e CE de lingua. Investigamos se ha
diferenca na proporcdo dos MCs, T CD4+ e T CD8+, levando em
consideracao os graus de displasia epitelial da QA bem como os graus de
diferenciacdo celular do CE de labio e CE de lingua. Estudamos ainda
alteracdes arquiteturais e citoldgicas da QA e os graus de diferenciacdo
celular CE de labio e CE de lingua. A amostra foi composta de 30 casos
de QA em labio inferior (grupo 1), 30 de CE priméario em labio inferior
(grupo 2), 30 de CE primario em lingua (grupo 3) com diagndstico clinico
e histopatologico e 10 casos de grupo controle. As pecas foram coradas
histoquimicamente com hematoxicilina e eosina H&E, anticorpos anti-
CD4, anti-CDS8 e triptase. Todos os casos foram avaliados em toda sua
extensdo, em microscopico de luz em 100x, 200x e 400x. A marcagao de
T CD4+ na QA e grupo controle subepitelial foi de 9,2 + 4,64 e 5,2 + 3,25
respectivamente; CL e CB intraepitelial foi de 11,40 + 7,06 e 18,33 *
17,36, e CL e CB estroma foi 9,70 £+ 559 e 1580 + 15,11
respectivamente. A marcagcdo de T CD8+ na QA e grupo controle
subepitelial foi de 8,00 + 4,64 e 4,50 + 3,25 respectivamente; CL e CB
intraepitelial foi de 21,20 + 35,51 e 17,67 + 17,17, e CL e CB estroma foi
17,17 + 22,91 e 17,63 = 12,50 respectivamente. A marcacédo de MCs na
QA e grupo controle subepitelial foi de 10,37 + 4,67 e 7,80 = 4,07
respectivamente; CL e CB intraepitelial foi de 11,40 + 7,06 e 10,43 + 5,26,
e CL e CB estroma foi 9,70 £ 5,59 e 12,17 + 5,93 respectivamente. O
tratamento estatistico foi realizado pelos testes de Kruskal-Wallis x Mann
Whitney, com nivel de significancia de 5%. Houve diferenca
estatisticamente significante (p= 0,0001): na QA leve X CB bd, QA mod X
CB md, QA bg X QA sub; QA bg X CL ie; QA bg X CL estro, QA alto x CL
estro e QA bg X CB estro, na marcacao de T CD4+. Na marcacédo de T
CD8+ a estatistica foi significante(p= 0,0001): na QA mod X CL md, , QA
bg X QA sub; QA bg X CL ie; QA bg X CL estro,Qa alto X CL estro, QA bg
X CB epi e QA bg X CB estro. Para os mastdcitos tivemos significancia
estatistica (p= 0,0001) em QA bg X QA sub; QA bg X CL ie; QA bg X CL
estro, QA alto X CL estro, Qa bg X CB estro. Conclui-se que a marcacgao
das células T CD4+ e T CD8+ apresentou sinergismo que vem a



contribuir para um melhor progndéstico dos pacientes portadores de QA,
CB e CL. No caso dos MCs nao podemos avalia-lo isoladamente porque
nao apresentaram resultado significantemente significante, quando a
marcacao desses nas doencas estudadas foi comparada.

Palavras-chave: Sistema imunolégico. Linfécitos T CD4+ e T CD8+. MCs,.
Triptase. Carcinoma epidermdide. Queilite Actinica. Carcinoma
Epidermdide Intra-oral.



Leite SPF. Actinic cheilitis immunohistochemical study, lips and intraoral
squamous cell carcinoma [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of
Dentistry of S8o José dos Campos, UNESP — Univ. Estadual Paulista;
2011.

ABSTRACT

The aim of the present research was to evaluate the expression of mast
cells (MCs)s, CD4+ T lymphocytes and CD8+ T lymphocytes in actinic
cheilitis (AQ), squamous cell carcinoma (SCC) of lip and SCC of tongue.
We investigated eventual differences in the proportion of the MCs, CD4+ T
and CD8+ T cells taking into consideration the degrees of the AQ epithelial
dysplasia as well as the degrees of cellular differentiation of SCC of lip
and SCC of tongue. We also examined the AQ architectural and
cytological changes and the cellular differentiation of SCC of lip and SCC
of tongue. Sampling consisted of 30 cases of AQ in lower lip (group 1), 30
cases of primary SCC in lower lip (group 2), 30 primary SCC in tongue
(group 3) with clinical and histopathological diagnosis and 10 cases of
control group. The specimens were histochemically stained with
hematoxicilina and H & E eosin, anti-CD4, and anti-CD8 antibodies and
tryptase. All cases were fully evaluated, under a light microscope at 100x,
200x and 400x. The CD4+ T expression in AQ and sub epithelial control
group were 9,2 + 4,64 and 5,2 + 3,25, respectively; intraepithelial SCC of
lower lip and SCC of tongue were 11,40 + 7,06 and 18,33 + 17,36, and
stroma of SCC of lower lip and stroma of SCC of tongue were 9,70 £ 5,59
and 15,80 = 15,11 respectively. Expression of CD8+ T in AQ and sub
epithelial control group were 8,00 + 4,64 and 4,50 + 3,25 respectively;
intraepithelial SCC of lower lip and SCC of tongue were 21,20 + 35,51 e
17,67 = 17,17, and stroma of SCC of lower lip and stroma of SCC of
tongue were 17,17 + 2291 and 17,63 £+ 12,50 respectively. MCs
expression in AQ and sub epithelial control group were 10,37 + 4,67 and
7,80 = 4,07 respectively; intraepithelial SCC of lower lip and SCC of
tongue were 11,40 + 7,06 and 10,43 + 5,26, and stroma of SCC of lower
lip and stroma of SCC of tongue were 9,70 £ 5,59 and 12,17 = 5,93
respectively. Statistical analysis was performed through Kruskal-Wallis x
Mann Whitney tests, with a significance level of 5%. There was a
statistically significant difference (p= 0,0001) in the cases: mild AQ X wd
SCC of tongue, mod AQ X md SCC of tongue, Ig AQ X sub AQ; bg AQ X
le SCC of the lower lip; Ig AQ X estro SCC of the lower lip, hg AQ x estro
SCC of the lower lip e Ig AQ X estro SCC of tongue, in the expression of
CD4+ T cells. The expression of CD8+ T cells was statistically significant
(p=0,0001): in the mod AQ X md SCC of the lower lip, Ig AQ X sub AQ; Ig



AQ X ie SCC of the lower lip; Ig AQ X estro SCC of the lower lip, hg AQ X
estro SCC of the lower lip, Ig AQ X epi SCC of the tongue and Ig AQ X
estro SCC of the tongue. For the mast cells the statistical results were
significant (p= 0,0001) in Ig AQ X sub AQ; Ig AQ X ie SCC of the lower lip;
lg AQ X estro SCC of the lower lip, hg AQ X estro SCC of the lower lip, Ig
AQ X estro SCC of the tongue. Conclusion was made that expression of
cells CD4+ T and CD8+ T showed a synergism that comes to contribute
for a better prognostic of patients with AQ, SCC of tongue and SCC of
lower lip. As for the MCs we cannot have a separate evaluation because
they did not show significant results when expressions were compared in
the studied diseases.

Keywords: Immune system. CD4+ T and CD8+ T lymphocytes. MCs.
Tryptase. Squamous cell carcinoma. Actinic Cheilitis. Intra-oral squamous
cell carcinoma



1 INTRODUCAO

Queilite actinica (QA) foi descrita por Ayres em 1923 ao
relatar lesdes labiais caracterizadas por uma alteragdo inflamatoria
cronica, principalmente do labio inferior provocada pela radiacdo solar
ultravioleta (UV).

Clinicamente, o vermelhdo do labio tem um aspecto
multifocal com a presenca de manchas ou placas brancas, areas
eritematosas, aumento de volume (infiltracéo), perda da definicdo da linha
divisoria entre a pele e o vermelhdo, enrugamento, descamacdo e
sintomatologia de ressecamento e ardor (Main, Pavone, 1994; Cavalcante
et al., 2008).

A prevengcdo é extremamente importante. Todas as
pessoas devem ser orientadas quanto ao uso de agentes que protegem a
pele dos raios solares UV (Thornhil, 1993), dando preferéncia a nao
exposicdo exagerada e prolongada a luz solar. Em muitos casos, a
ocupacao profissional do paciente ao ar livre, exige exposicdo aos raios
solares UV. Por esta razéo, a conduta profilatica, como o uso de chapéu
de abas largas e aplicacdo de cremes com fator de protecdo solar labial
(FPS), deve ser utilizada para evitar ou minimizar a radiacdo na face e
labios. Estas sdo medidas obrigatorias, em especial para individuos com
fotossensibilidade e pacientes que ja tenham tido cancer de labio. Como a
QA é uma leséo difusa, todo o labio inferior fica susceptivel a desenvolver
carcinoma (Nicolau, Balus, 1964; Macfarlane, Terezhjalmy,1982;
Terezhalmy, Naylor, 1993).

No sistema imunoldégico podem também ocorrer
mudancas em suas func¢des devido a exposicéo a radiacdo UVB levando

a alteracdes em nivel molecular e a sinalizacao intra e extra-celular pode
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ser modificada, favorecendo o desenvolvimento de respostas imunes
mediadas pelas células T (Duthie, 1998). Parece existir alguma relacao
dessas células com a efetiva imunidade anti-tumoral e o significado
clinico-patolégico de linfocitos infiltrando tumores (TILs), em diversos
carcinomas humanos, tem sido uma questédo de grande interesse (Katon,
2007). Watanabe et al. (2010) demonstraram ser fatores prognésticos
favoraveis os TILs em lesdes de carcinoma bucal.

Os linfécitos T sdo os grandes maestros da imunidade
celular. Eles apresentam-se em dois tipos: T CD4+ e T CD8+. Os T CD4+
sdo denominados células helper, uma vez que auxiliam na funcdo das
células T CD8+ e dos linfocitos B, durante a resposta imune. A diminuicdo
de linfocitos T CD4+ acarreta perda da capacidade de coordenacao desta
resposta. Enquanto que, as células T CD8+ sdo denominadas células
citotoxicas, uma vez que sao capazes de reconhecer células-alvo
infectadas e destrui-las, controlando, assim, o processo infeccioso (Young
et al., 2006)

Estudos sobre a marcacao das células T CD4+, T CD8+ e
MCs em condi¢des com potencial de transformacéo maligna, como a QA,
podem ajudar a entender a patogénese e provavel transformacédo da QA
em neoplasias, como CE de labio e lingua.

O objetivo desse trabalho foi analisar as marcagdes de
T CD4+, T CD8+ e MCs em QA, CE de labio e CE de lingua considerando
os diferentes niveis de displasia epitelial da QA, bem como os graus de

diferenciacao celular do CE de labio e lingua.



2 REVISAO DE LITERATURA

A QA ocorre mais frequentemente em individuos acima
dos 45 anos de idade, leucodermas, com predilecado pelo sexo masculino
e nao fumantes (Cavalcante et al., 2008). O labio inferior € o local mais
envolvido (Main; Pavone, 1994; Ibsen; Phelan, 1996) por estar mais
exposto a radiacdo UV devido a protrusédo (Scheinberg, 1992). Este fato &
relevante ao Brasil, pois sua economia esta baseada na agricultura,
pecuaria e pesca onde os trabalhadores sdo constantemente expostos
aos raios solares UV (Batista et al., 2010)

A pele é um 6rgéo capaz de iniciar a resposta do sistema
imune contra antigenos externos e um grande nimero de células dermais
e epidermais participam das reacfes imunes da pele. Células de
Langerhans e queratinocitos sdo responsaveis por iniciar a atividade
imune, enquanto fibroblastos dermais, células dendriticas, mastécitos e
células endoteliais mantém e medeiam a resposta imune. A exposicédo a
radiacdo UV pode alterar diretamente a funcéo destas células, resultando
em supressao da resposta imune (Ch'ng et al., 2006).

Ha outros aspectos clinicos para a QA referidos na
literatura, tais como quadro agudo com edema e eritema, Ulceras com
cicatrizacao lenta (Main, Pavone, 1994; Laskaris, 2004), atrofia e perda de
elasticidade (Bentley et al., 2003). E ainda descrita como uma condi¢&o
difusa e discreta (Robinson, 1989) e Ulceras em cicatrizagdo, 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 propria apresenta elastose e na maioria dos casos inflamacéo
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(Lundeen et al., 1985; Kaugars et al., 1999), sendo que vasos
telangiectasicos podem ser observados (Cavalcante et al., 2008). Essa
alteracdo degenerativa (elastose solar ou degeneracdo basofilica)
irreversivel, evidencia desintegracéo das fibras colagenas e formacao de
massas de material basofilico na lamina prépria (Cavalcante et al., 2008).
A producédo de material anormal decorrente da elastose solar pode evoluir
para a formacdo da area espessada que se mostra na area da pele logo
abaixo do vermelh&o (Main, Pavone, 1994).

Essa lesdo corresponde a uma condicdo com potencial de
transformacdo maligna de 10 a 20% dos casos (Krunic et al., 1998;
Pontes et al., 2005) sendo que a progressdo para O carcinomas
epidermoide (CE) de labio pode ocorrer num periodo de 1 a 20 anos, caso
nao seja diagnosticada e tratada adequadamente (Santos et al., 2003). O
CE de labio representa 25 a 30% de todos os canceres orais (Bork et al.,
1993; Regezi; Sciubba, 2000), a maioria surge no vermelhdo (Moore et
al., 1999) e envolvem com frequiéncia o labio inferior (Ibsen; Phelan, 1996;
Neville et al., 1998).

No Brasil as estimativas para o ano de 2010 e 2011
indicam a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer, sendo a regiao
sul e sudeste as que apresentam as maiores taxas. Na cavidade oral
foram 14.120 novos casos em 2010 (INCA, 2009).

O CE de labio se apresenta como uma lesao ulcerada ou
nédo, endurecida, com necrose central e, de crescimento lento. Pode ainda
se apresentar como placas, firmes, verrucosas, brancas ou avermelhadas
(Bork et al., 1993; Bentley et al., 2003). Histologicamente é caracterizado
por ilhas e corddes de células epiteliais malignas, que mostram
diferenciacdo em direcdo a uma morfologia escamosa e invadem o0s
tecidos adjacentes (Neville et al., 1998).

Selecionamos os linfocitos T CD4+, que parece ter papel
essencial na resposta imunoldgica anti-cancer (Chikamatsu et al., 2008;
Hung et al., 1998); os linfocitos T CD8+, que sdo fundamentais para a
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imunidade efetiva antitumoral (Zancope et al., 2010; Kondratiev et al.,
2004) e os mastocitos (MCs), que revelam uma diversidade de papéis que
contribuem para alteragbes do microambiente do estroma durante a
progressao tumoral (Ch'ng et al.,, 2006; Gomes et al.,, 2008), para
avaliacao de suas expressées em CE de labio, lingua, comparado a QA e
grupo controle, visando realizar um estudo funcional dessas células em
relacdo a sua localizacdo nessas lesbes. A presenca dessas células em
tumores como carcinomas vem estimulando pesquisas a fim de esclarecer
seu papel na progressao e desenvolvimento de neoplasias.

Todas as células T (CD4+ e CD8+) expressam proteinas
nas suas superficies, as quais sdo denominadas “receptores de célula T”
(TCR). Esses receptores reconhecem regibes de refugos protéicos
presentes na superficie de outras células. Também foi demonstrado que,
embora 0s queratindcitos sejam as células responsaveis pela resposta
imunolégica da pele, sdo as células T que apresentam maior
fotossensibilidade a radiagdo UV (Young, 2006).

Tem sido observado que as células inflamatorias
participam da degeneracéo de tumores. Quatro casos de CE de labio e 1
caso de hiperqueratose foram corados em HE e método de Van Gieson,
gue diferencia colageno de outros tecidos. Os linfécitos, células do
plasma e mononucleares foram encontrados circundando o tumor, com
predominancia de linfécitos em 4 dos 5 casos. A ocorréncia de
degeneracdo no tecido tumoral foi paralela a presenca de reacéo
inflamatdria. Os resultados mostraram que no processo inflamatério do
CE de labio, interpretado como expressdo celular de uma reacdo
imunolégica contra as células tumorais, houve predominancia de células
linféides, principalmente linfocitos. As observacdes morfologicas sao
consistentes com a hipétese atual que defende o papel dos linfocitos no
desenvolvimento de canceres, mas ainda ha pouco estudo a respeito da

resposta imune nos tumores de pele e melanomas (Boncinelli et al.,1978).
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A intensidade do infiltrado imunocompetente: MCs,
subpopulacdes de linfocitos B ou T e fagdcitos mononucleares foi
analisada, considerando a origem do hospedeiro e do tumor, com atengao
especial as implicagcbes prognosticas no CE labial. As metastases
pareceram ocorrer em menor freqiéncia nos CE labiais com infiltrado
intenso no estroma em comparagao aos infiltrados moderados e fracos.
Reagdes imunes contra cancer constituem interacdo intima entre os
mecanismos humorais e celulares e técnicas mais sofisticadas sao
necessarias para analisar essa dinamica (Karja et al., 1987).

Duthie et al. (1999) realizaram uma revisdo da modulagao
induzida pela radiacdo UV, no sistema imunolégico humano, na
apresentacao de antigenos pelas células de Langerhans e macrofagos,
atividades das células T, matadoras naturais (NK) e na regulacdo das
citocinas. As respostas das células T CD4+ e T CD8+ foram inibidas pelas
células de Langerhans tratadas com UVB. Verificaram também um
aumento no indice de T CD4+/T CD8+ com 0 aumento da exposicao a
radiacdo UV.

Dorrego et al. (2002) desenvolveram um estudo visando
analisar a imunoexpressdo de algumas moléculas de adesédo e
marcadores de linfocitos. Bidpsias de 18 casos de liquen plano oral e 10
de mucosa oral normal foram tratados imunohistoquimicamente para
T CD4+, T CD8+, CDla, LFA-1, VCAM-1 e ICAM-1. Os resultados
mostraram um numero aumentado de T CD4+, T CD8+, CDla+ nos casos
de liquen plano oral. Algumas amostras demonstraram células T CD4+ e
T CD8+ e também LFA-1. A expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 foram
significativamente altas nos casos de liquen plano oral. A reacédo
imunoldgica se inicia com a ativacdo das células de Langerhans que
apresentam antigeno para os linfécitos T CD4+. Essas células através de
ICAM-1 e LFA-1 promovem destruicao epitelial. Mais tarde a producéo de
citocinas e a expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 podem ativar linfocitos
T CD8+ conduzindo a forma crbnica da doenca.
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As células T CD8+ sdo as principais células na imunidade
antitumoral devido a sua habilidade em lisar as células tumorais
diretamente; enquanto as T CD4+ exercem um papel de suporte a
ativacao destas ceélulas (Behrens et al., 2004). Existem evidéncias de que
as células T CD4+ atuam na imunidade antitumoral de maneira
independente das T CD8+. O mecanismo pelo qual as T CD4+ podem
eliminar as células tumorais est4 longe de ser totalmente elucidado,
porém ha relato de que as citocinas suprimem a angiogénese e atuam
como fatores quimiotéaticos para células tumoricidas, como as matadoras
naturais, macréfagos e granuldcitos (Mattes et al., 2003).

Foi avaliado o estado imunoldgico do estagio Ill e IV de
CE da cabeca e pescoco. Dentre outros achados desse estudo, foi
evidenciado que as células T CD4+ e T CD8+ estavam muito diminuidas.
Porém a proporcdo das células T CD4+, CD25+, Foxp3+ células T
reguladoras, que tem a fungdo supressora, estava aumentada. Estudos
do grau de disfuncdo imune podem ajudar a projetar protocolos
immunoterapéuticos através da incorporacdo de agentes imuno-
moduladores contra a funcao dessas células (Bose et al., 2008).

Estabeleceu-se uma linhagem celular de carcinoma
epiderméide (CE) da hipofaringe com culturas de células tumorais
linfociticas mistas usando células tratadas com mitomicina C e linfocitos
autologos do sangue periférico. A amostra foi de 42 pacientes de 80 anos
de idade com CE de hipdfise e entdo foi analisada a resposta dos
linfécitos T CD4+. Os resultados sugeriram que as células imunes
especificas para tumores autélogos bem como os epitopos derivados do
wt p53 estdo presentes na circulacao periférica da paciente. Observou-se
gue o linfécito T CD4+ apresentou resposta anti-tumoral predominante.
Mas ha necessidade do desenvolvimento de novas estratégias para
superar impedimentos funcionais induzidos in vivo em células imunes. E

necessario descobrir a resposta das células T CD8+ citotoxicas bem
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como as respostas das células T CD4+ helper, tendo como alvo o0s
tumores autologos (Chikamatsu et al., 2008).

A diferenciacdo do céancer de labio foi analisada a partir
da intensidade do infiltrado inflamatorio incluindo os mastdcitos (MC) e as
subpopulacdes, linfécitos B ou T e fagocitos mononucleares. A
guantidade de expressao destas células demonstrou estar aparentemente
relacionada diretamente com os 5 anos de sobrevida assim como a
intensidade do infiltrado imunocompetente do estroma. As metastases
foram as determinantes mais fortes do prognostico, influenciado tanto
pela intensidade do infiltrado imunocompetente do estroma como pela
diferenciacdo do tumor. A andlise das relacdes entre tumores usando a
variedade de técnicas morfoldgicas e de imunohistoquimica pode ser de
grande valia para predizer o curso clinico do carcinoma de labio
(Syrganen, 1986).

Os MCs exercem um papel fundamental na defesa do
hospedeiro por causa de sua habilidade em armazenar mediadores
qguimicos pré formados que contribuem para modular a resposta imune, a
angiogénese e degradar a matriz extracelular (Mattes et al.,, 2003;
Grimbaldeston et al., 2006; Costa et al., 2009), especialmente na derme
humana exposta cronicamente aos raios solares (Grimbaldeston et al.,
2006).

Os raios UV induzem os MC a sintetizar e liberar diversos
mediadores tais como: histamina, interleucinas (IL 3, 6, 8 e 10),
metaloproteinases e triptase (Grimbaldeston et al., 2006). A relevancia
dos MC como reservatorio de IL 10 ainda ndo estd claro, evidéncias
sugerem que essas células podem ter funcbes imunorregulatérias. Os MC
e 0 seu produto, a IL 10, podem exercer fungdes imunossupresivas ou
anti-inflamatérias, limitando os danos a pele devido a exposicéo cronica a
radiacdo UVB em camundongos (Grimbaldeston et al., 2007).

Rojas et al. (2009) reportaram que 0 aumento na
expressdo génica e protéica da triptase de MC podem contribuir para a
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progressao da QA em CE de labio em pacientes expostos cronicamente
ao sol.

Existem muitas controvérsias no papel das células
inflamatdrias na imunidade tumoral. Embora alguns estudos sugiram que
0 CE de labio deva ser considerado um céancer distinto do CE intrabucal
devido a diferencas no curso clinico e nos aspectos histopatolégicos e,
consequentemente no prognostico (Batista et al., 2010; Zancope et al.,
2010). Ha poucos estudos na literatura que investigam a progressao da
QA em CE de labio e poucos relatos que comparam as caracteristicas
histopatolégicas e immunoistoquimicas da QA (lesdo pré-maligna), CE de

labio e o CE intrabucal.



3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

a) Analisar a marcacao de MCs, T CD4+ e T CD8+
na QA, CE de labio e CE de lingua.

b) Analisar a gradacéao histolégica da displasia
epitelial da QA (OMS-2005) e a classificacao
histopatolégica dos CE de labio e Lingua (Barnes
et al., 2005)

c) Comparar os dados encontrados entre 0s grupos

estudados.



4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos -
UNESP sob o protocolo n°® 003/2010-PH/CEP. Os sujeitos da pesquisa
foram apresentados ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo A) e somente apds a total compreensdo dos objetivos e métodos
aplicados, os mesmos poderdo integrar a amostra do presente projeto.
Todos os procedimentos estdo adequados a Resolucdo 196/96 do
Ministério da Saude de forma que nenhum dos procedimentos acarretara

danos fisicos, psiquicos ou mentais aos participantes.

4.1 Amostra

Este estudo constou de 30 casos de QA em labio inferior
(grupo 1), 30 de CE priméario em labio inferior (grupo 2) e 30 de CE
primario em lingua (grupo 3) com diagndstico clinico e histopatologico do
Ambulatoério da Disciplina de Propedéutica Estomatoldgica, da Faculdade
de Odontologia de S&do José dos Campos — UNESP. O grupo controle
correspondeu a 10 casos sem alteragdo clinica ou histopatoldgica no
tecido epitelial e sem presenca de inflamacdo, este material foi
proveniente de bidpsias realizadas para confirmacédo do diagndstico de
mucocele. Os dados relativos a idade, género, uso de drogas, presenca
de co-morbidades e ocupacdo profissional foram coletados durante a

anamnese, em ficha propria (Anexo B).
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4.2 Avaliacéo clinica

Os pacientes que participaram desta pesquisa foram
avaliados clinicamente e foi realizado o preenchimento de uma ficha
clinica individual, para obtencédo de informacdes a respeito do estado de
saude geral e bucal dos pacientes, além da descricdo detalhada da(s)
lesdo(bes).

Os pacientes receberam diagnostico clinico de QA e CE
foram informados a respeito da doenca e antes de procedermos a bidpsia
incisional para confirmacdo do diagnéstico, os pacientes foram
esclarecidos a respeito da pesquisa e caso concordem em participar da
mesma assinardo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice A).

Este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos,
UNESP - Univ Estadual Paulista.

Os pacientes que ja foram submetidos a biopsia em que o
material encontra-se no arquivo da Disciplina de Patologia, retornaram
periodicamente para proservacao. Mesmo os casos de CE, em que 0s

pacientes sao tratados em outras instituigcoes.

4.3 Procedimentos cirargicos

Apos o completo exame clinico e preenchimento da ficha,
0s pacientes com diagnostico clinico de QA e CE (Anexo 2) foram
submetidos a biépsia incisional para confirmacéo do diagndstico.

Como a QA é uma lesdo multifocal, a semimucosa labial

pode ter pontos atréficos e/ou eritematosos, manchas ou placas brancas,
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palidez, ressecamento (com aspecto sulcado ou descamacao), infiltracao
el/ou Ulcera. A bidpsia realizada envolvera a area de maior expressividade

clinica da lesao segundo a seguinte prioridade:

a) area ulcerada;
b) &rea eritematosa;
c) mancha ou placa branca.

Os espécimes de biopsias foram enviados para o
Laboratério da Disciplina de Patologia da Faculdade de Odontologia de
S&8o José dos Campos — UNESP para analise anatomo-patologica em
microscépio de luz apds coloracdo com Hematoxilina-Eosina e

diagnastico final.

4.4 Procedimentos laboratoriais e analise histomorfométrica

Os espécimes de novas bidpsias foram fixados em formol
a 10% e enviados para o Laboratério da Disciplina de Patologia (LDP), da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP para
serem incluidas em blocos de parafina e posterior procedimento
histotécnico. Para coloracao e analise imunoistoquimica foram realizados
cortes semi-seriados de 3 um.

As laminas de QA coradas em hematoxilina-eosina (HE),
gue encontram-se no LDP terdo o grau histopatoldégico de displasia
analisado seguindo o sistema binario de gradacédo da displasia dividido
em categorias (Kujan et al., 2006) (Anexo B). A leitura microscépica foi
realizada pelos alunos de pos-graduacéo e graduacao, bem treinados e
sob a orientacdo de professores qualificados. A avaliacdo por escore
baseou-se em critérios de arquitetura e citologia descritos na classificacao
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da Organizacdo Mundial de Saude de 2005, sendo os critérios de

arquitetura:

Quadro 1 — Classificagéo da Displasia Epitelial (OMS -2006)

Descrigao citologica Descricéo arquitetura

Estratificacdo Epitelial irregular Variacao anormal de tamanho do nudcleo

Perda de polaridade

. . Variacao anormal da forma nuclear
das células basais

Projecdes epiteliais em forma de oA
Variacdo anormal do tamanho celular

gota
Numero aumentado de figuras o
. Variacao anormal da forma celular
mitéticas
Mitoses superficiais em localizacao . .
anormal Aumento na proporc¢éo nucleo / citoplasma

Queratinizagdo prematura

! ! Aumento do tamanho nuclear
em células isoladas

Pérolas cérneas dentro das

projecdes epiteliais Figuras mitoticas atipicas

Aumento do nUmero e tamanho
dos nucléolos

Hipercromatismo

A graduacgdo histopatologica do CE utilizada neste estudo foi a
mesma adotada nos laudos anatomo-patologicos. As lesdes foram
graduadas em uma escala que variade l a lll .

e Grau I, grau baixo ou bem diferenciado: Neoplasia madura que
se assemelha ao tecido de origem com crescimento lento e metastatizara
mais tardiamente;

e Grau ll, grau moderado: Neoplasia intermediaria entre o grau | e
[l;

e Grau Ill, grau baixo ou pobremente diferenciado: Neoplasia
imatura com muito pleomorfismo celular e nuclear, pouca ou nenhuma
producao de queratina.

Apbés a revisdo histopatologica das laminas, foram

realizados cortes histolégicos de 3 um que foram montados em laminas



31

de vidro tratadas com organosilano a fim de se evitar o descolamento
durante a imunocoloracdo. A desparafinizacéo foi realizada com xilol por 5
min. e reidratacdo em alcool etilico em concentracdes decrescentes. Em
seguida, os cortes foram lavados em alcool a 95% e hidréxido de amonia
a 10% por 5 min. De acordo com o anticorpo de interesse, as laminas
foram submetidas a métodos de recuperacdo antigénica que diferirdo
tanto nos procedimentos (banho termostéatico, panela de presséo ou forno
microondas) como nas solu¢cdes tampao utilizado (Tris-EDTA pH 9.0;
EDTA pH 8.0 ou citrato pH 6.0) (Tabela 1). Posteriormente, blogueia-se a
peroxidase endbégena com peroxido de hidrogénio a 1% (VWR
International, Lutterworth, UK) em &gua deionizada por 20 mn. Os cortes
foram incubados com o0s anticorpos primarios (Tabela 1) por 1 h em
temperatura ambiente. Incubacédo por 30 min com cada reagente do kit
LSAB (DakoCytomation) e em seguida, com o0 cromogeno
diaminobenzidina Impact DAB TM (Vector, Peterborough, UK) por
aproximadamente 10 min. Contra cora-se com Hematoxilina de Harris
(Sigma-Aldrich, Gillingham, UK). Finalmente, desidrata-se em série de
alcoois etilicos, passagem em xilol e montagem das laminas com
Vectamount H-5000 (Vector, Peterborough, UK). Os controles positivos e
negativos (auséncia do anticorpo primario) foram realizados nas reacées

imunoistoquimicas (Quadro 2).

Quadro 2 — Resumo dos anticorpos primarios a serem utilizados

Recuperacao Controle
Anticorpos | Clone antigénica Diluicio positivo Fabricante
anti-CD4 4B12 EDTA 1:80 Tonsila Dako
C8/144
anti-CD8 B Citrato 1:100 Tonsila Dako
Triptase AAL | - 1:2000 | ------------ Dako
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A Reacdo Imunoistoquimica foi realizada em todos os

casos corados com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e Triptase, obedecendo

aos seguintes critérios:

a)

b)

Espécimes de QA e Controle: Todos os
espécimes de QA e do grupo controle foram
analisados histomorfologicamente em objetivas
de 10x e 20x. Apés a escolha do corte foi
realizada a contagem em trés campos, nha
regido do tecido conjuntivo logo abaixo do
epitélio, com objetiva de 40x.

Espécimes de CE: Todos os espécimes de CE
foram analisados histomorfologicamente em
microscopio oOtico com objetivas de 10x e 20x
para a escolha do melhor corte a ser analisado.
Apés a escolha do corte realizou-se a
contagem em trés campos intraepiteliais e trés
campos no estroma, com objetiva de 40x, na
area de tecido conjuntivo adjacente a zona de

invasdo tumoral (front de invasao).

A andlise histomorfométrica foi realizada em todos os

casos corados pela técnica imunoistoquimica com os anticorpos seguindo

a coloracdo expressa pelo marcador castanho, em maior ou menor

intensidade, obedecendo aos seguintes critérios: as imagens obtidas a

partir de um microscépio de luz no aumento final de 400x, sob um foco

fixo com clareza de campo. Em seguida as imagens foram capturadas

através da camera fotografica digital Axiocam modelo MRc-5 acoplada ao

fotomicroscopio Axioshop 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e

avaliadas em monitor Siemens Fujitsu. A contagem manual das células

marcadas foi feita pelo programa Imagem J. Apds sua individualizacao

pelo software Axiovision 4.7. Os resultados foram expressos em Cels/

mm?.
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4.5 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise
estatistica por meio do programa GraphPad Prism. Os testes utilizados
foram de Kruskal Wallis e Mann Whitney, com 5% de significancia.

Os riscos relativos e obtencdo dos possiveis fatores

progndsticos independentes serdo estimados e espera-se:

1- Que o0 aumento da expressao de T CD4+ e T
CD8+ seja menor nos casos de QA com atipia grave e nos casos de
CE indiferenciado e de pior prognéstico.

2- Que as marcacOes imunoistoquimicas estudados
possam favorecer indicadores de progndstico, ndo apenas por este
método, mas que contribua para a leitura histomorfolégica do
material corado com hematoxilina-eosina e avaliado através do

sistema binario.



5 RESULTADOS

5.1 Perfil das amostras

Neste estudo avaliou-se 30 casos de QA em labio inferior
(grupo 1), 30 casos de CE primério em labio inferior (grupo 2), 30 casos
de CE primério de lingua (grupo 3) e 10 casos de mucocele (grupo
controle).

Dos 30 casos de QA avaliados, através da gradacao de
displasia,10 foram classificados como displasia leve, 13 como displasia

moderada e 7 como displasia grave. (Tabela 1, 2 e 3)

Tabela 1 — Classificacéo das lesdes de QA quanto aos graus de displasia

epitelial

Classificacdo Contagem Porcentagem (%)
Leve 10 33,3
Moderada 13 43,3
Grave 7 23,3
Total 30 100

A amostra de CE de labio inferior, pela classificagdo

recomendada pela OMS, foi dividida em CE bem diferenciado, CE

moderadamente diferenciado e CE pobremente diferenciado. (Tabela 2)

Tabela 2 — Classificagdo das lesGes de CE de labio inferior quanto aos

graus de diferenciacéo celular

Classificagéo Contagem Porcentagem (%)
Bem diferenciado 14 46,6
M r men
gﬂgrzgiia&te 9 30
Pobremente diferenciado 7 23,3
Total 30 100
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O CE de lingua, pela mesma classificacao, foi dividido em
CE bem diferenciado, CE moderadamente diferenciado e CE pobremente
diferenciado. (Tabela 3)

Tabela 3 — Classificacdo das lesdes de CE de lingua quanto aos graus de
diferenciacao celular

Classificagéo Contagem Porcentagem (%)
Bem diferenciado 15 50
s :
Pobremente diferenciado 7 23,3
Total 30 100

Os 10 casos do grupo controle foram de amostras que
ndo apresentam alteracao histopatolégica de potencial de malignidade ou

malignidade e clinica e sem inflamag&o tecidual.

5.2 Marcacéao de linfécitos e mastocitos

5.2.1 Marcacéao de linfécitos T CD4+

A marcacgdo dos linfocitos T CD4+ corados atraves da
técnica de imunohistoquimica pelo anticorpo monoclonal anti-CD4 foi
avaliada em ambos os grupos, de QA, de CE (labio inferior e lingua) e de
controle. A contagem foi realizada em duas faixas: subepitelial e profunda
para QA e Controle e intraepitelial e estroma para CE de labio inferior e

CE de lingua. Esses grupos foram comparados entre si.
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Figura 1 - Distribuicdo dos valores da marcacdo de T CD4+ corados nos 2 grupos na

faixa subepitelial

Tabela 4 — Resultados da comparacédo QA vs. Controle subepitelial.

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana
QA 30 9,2 4,642 8
C 10 5,2 3,259 4,5
Teste de Mann Whitney(5%),p=0,033<0,05.QA=Queilite actinica; C=Controle.Estatisticamente
significante.
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Figura 2 — Distribuicdo dos valores da marcacdo de T CD4+ corados nos 2 grupos na

faixa profunda.
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Tabela 5 — Resultados da comparagao QA vs. Controle profundo.

Grupo N Média Desvio Padrdo | Mediana
QA 30 7,7 3,734 7,5
Controle 10 6,5 2,991 6,5

Teste de MannWhitney(5%),p=0.3545>0,05.QA=Queilite actinica;C=Controle.Estatisticamente nao

significante.

(+)

marcacao

CD4 (epitelial)

CB

CL

Figura 3 — Distribuic&o dos valores da marcacdo de T CD4+ corados nos 2 grupos na

faixa epitelial

Tabela 6 — Resultados da comparacao de CB e CL epitelial

Grupo N Média | Desvio Padrédo | Mediana
CE de labio 30 | 11,40 7,064 10
CE de lingua 30 | 18,33 17,36 14

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,0367< 0,05. CE = Carcinoma epidermoide. Estatisticamente

significante
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CD4 (estroma)

(+)

marcacgao

0 T T
CB CL

Figura 4 — Distribuic&o dos valores da marcacdo de T CD4+ corados nos 2 grupos na
faixa estroma.

Tabela 7 — Resultados da comparacédo de CB e CL no estroma.

Grupo N Média | Desvio Padrdo | Mediana
CE de labio 30 9,7 5,59 8,5
CE de lingua 30 15,8 15,11 10,5

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,0875>0,05. CE = Carcinoma epidermoide. Estatisticamente ndo
significante.

5.2.2 Marcagéo de linfocitos T CD8+

A marcacdo dos linfécitos T CD8+ corados atraves da
técnica imunohistoquimica pelo anticorpo monoclonal anti-CD8 foi
avaliada em ambos os grupos, de QA, de CE (labio inferior e lingua) e de
controle. A contagem foi realizada em duas faixas: subepitelial e profunda
para QA e Controle e epitelial e estroma para CE de labio inferior e de

lingua. Esses grupos comparados foram comparados entre si.
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Figura 5 — Distribuicdo dos valores das marca¢es de T CD8+ corados nos 2 grupos na

faixa subepitelial.

Tabela 8 — Resultados da comparacao QA vs. Controle subepitelial

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana
QA 30 8 4,642 8
C 10 4,5 3,259 4,5
Teste de Mann Whitney (5%), p=0,0033<0,05.QA=Queilite actinica;C=Controle.Estatisticamente
significante
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Figura 6 — Distribuicdo dos valores da marcagédo de T CD8+ corados nos 2 grupos na

faixa profunda
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Tabela 9 — Resultados da comparagao QA vs. Controle profundo.

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana
QA 30 7,7 3,734 7,5
Controle 10 6,5 2,991 5

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,3545>
Estatisticamente ndo significante.

marcacao (+)

CDS8 (epitelial)

0,05. QA= Queilite actinica; C = Controle.

0 T T
CB CL

Figura 7 — Distribuicdo dos valores da marcacdo de T CD8+ corados nos 2
grupos na faixa epitelial.

Tabela 10 — Resultados da comparacdo CE de labio vs. CE de lingua
epitelial

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana

CE de labio 3 21,20 35,51 12,5
CE de 30 17,67 17,17 15
lingua

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,5489>0,05. CE = Carcinoma epidermoide. Estatisticamente nao
significante.
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Figura 8 — Distribuicdo dos valores da marcacdo de T CD8+ corados nos 2 grupos na
faixa estroma.

Tabela 11 — Resultados da comparacdo CE de labio vs. CE de lingua
estroma

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana

CE de labio 30 17,17 22,91 9,5
CE de 30 17,63 12,5 15
lingua

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,1218>0,05. CE = Carcinoma epidermoide. Estatisticamente ndo
significante.

5.2.3 Marcacao de MCs

A marcacdo dos MCs através da técnica imuno-
histoquimica pelo anticorpo monoclonal Triptase foi avaliada em ambos
os grupos de QA, CE (labio inferior e lingua) e controle. A contagem foi
realizada em duas faixas: subepitelial e profunda para QA e Controle e
epitelial e estroma para CE de labio inferior e de lingua. Esses grupos

foram comparados entre si.
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Figura 9 — Distribuicdo dos valores da marcacdo de MCs corados nos 2 grupos nha faixa

subepitelial.

Tabela 12 — Resultados da comparacao QA vs. Controle subepitelial

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana
QA 30 10,37 4,67 10
C 10 7,8 4,07 7
Teste de Mann Whitney (5%), p =0,1367>0,05. QA= Queilite actinica; C = Controle.

Estatisticamente n&o significante.
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Figura 10 — Distribuicdo dos valores da marcacédo de MCs corados nos 2 grupos na faixa

profunda
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Tabela 13 — Resultados da comparagéao QA vs. Controle profundo.

Grupo N Média Desvio Padréo Mediana
QA 30 9,9 5,55 9
Controle 10 6,6 4,06 5

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,029<0,05. QA= Queilite actinica; C = Controle. Estatisticamente significante

15+
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Figura 11 — Distribuicdo dos valores da marcacao de MCs corados nos 2 grupos na faixa

epitelial

Tabela 14 — Resultados da comparacdo de CE de labio e CD de lingua

epitelial
Grupo N Média Desvio Padréao Mediana
CE de labio 30 11,4 7,06 10
CE de 30 10,43 5,26 9,5
lingua

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,8646>0,05. CE = Carcinoma epidermoide. Estatisticamente ndo

significante.
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Figura 12 — Distribuicdo dos valores da marcacao de MCs corados nos 2 grupos na

faixa estroma.

Tabela 15 — Resultados da comparacdo de CE de labio e CD de lingua

estroma
Grupo N Média Desv~|o Mediana
Padrao
CE de labio 30 9,7 5,59 8,5
CE de 30 1217 5937 12
lingua

Teste de Mann Whitney (5%), p =0,0715>0,05. CE = Carcinoma epidermdide. Estatisticamente n&o

significante.
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5.3 Marcacao de T CD4+ T CD8+ e MCs vs. displasia epitelial

Analisamos nas lesbes de QA a marcacdo de T CD4+,

T CD8+ e MCs em relacéo aos niveis de displasia. (Tabela 16, 17 e 18)

Tabela 16 — Marcacao de T CD4+ corado pelo anti-CD4, em relacdo a
displasia epitelial nas lesbées do grupo QA.

Variavel D'Sg'i‘s'a N média DP CV(%)
Grave 7 4.4 2,14 48,63
T CD4+ Moderada 12 7,5 3,35 44,66
Leve 11 6,9 4,7 68,11

Teste de Kruskal-Wallis (5%). QA=Queilite actinica. DP=desvio padrdo.CV=coeficiente de
variancia.

Tabela 17 — Marcacado de T CD8+ corado pelo anti-CD8, em relacdo a
displasia epitelial nas lesdes do grupo QA.

Variavel D'Sg'/i‘s'a N média DP CV(%)
Grave 7 8,14 2,79 34,27
T CD8+ Moderada 12 11 5,85 53,18
Leve 11 7,36 2,15 29,21

Teste de Kruskal-Wallis (5%). QA=Queilite actinica. DP=desvio padrdo.CV=coeficiente de
variancia.

Tabela 18 — Marcacdo de MCs, corados pela triptase, em relacdo a
displasia epitelial nas lesdes do grupo QA.

Variavel Displasia N média DP CV(%)
QA

Grave 7 11,29 5,187 45,88

MC Moderada 12 9,86 5,181 52,53

Leve 11 9,455 5,35 56,61

Teste de Kruskal-Wallis (5%). QA=Queilite actinica. DP=desvio padrédo.CV=coeficiente de
variancia.



46

5.4 Marcacao de T CD4+, T CD8+ e MCs vs. diferenciagao do CE

Analisamos nas lesdes de CE de labio e lingua a

marcacdo de T CD4+, T CD8+ e MCs em relacdo ao nivel de

diferenciacdo dessas lesées. (4,5,e 6)

Tabela 19 — Marcacédo de T CD4+ corado pelo anti-CD4, em relacédo ao
nivel de diferenciacdo nas lesdes do grupo CE de labio e de lingua.

Variavel | Tipo de Grau de N Média DP CV(%)
CE diferenciacéo
Bem 13 12,8 7,7 59,87
Labio Mod 10 11 7,4 66,6
T CDa+ Pobre 7 8 54 | 67,5
Bem 13 23 22,5 97,8
Lingua Mod 10 15,5 7,7 49,6
Pobre 7 14 11 78,5

Teste de Kruskal-wallis (5%), p = 0,05. DP = desvio padrdo. CV = coeficiente de variacéo.
N = nimero da amostra.

Tabela 20 — Marcacédo de T CD8+ corado pelo anti-CD8, em relacédo ao
nivel de diferenciacdo nas lesdes do grupo CE de labio e de lingua.

Variavel | Tipo de Grau de N Média DP CV(%)
CE diferenciagéo
Bem 13 24,5 50 204
Labio Mod 10 19 10,9 57
T CD8+ Pobre 7 17 21 123
Bem 13 16 11 68,7
Lingua Mod 10 24 26,8 111
Pobre 7 13,5 8,69 | 64,37

Teste de Kruskal-wallis (5%), p = 0,05. DP = desvio padrdo. CV = coeficiente de variagdo. N =
numero da amostra.



47

Tabela 21 — Marcacdo de MCs corado pela triptase, em relacdo ao nivel
de diferenciacdo nas les6es do grupo CE de labio e de lingua.

Variavel | Tipo de CE Graude N | Média | DP | cv(%)
diferenciacéo
Bem 13 12,8 7,7 60
- Mod 10 11 7 63,6
Labio
Pobre 7 8,8 4,9 55,6
MC Bem 13 12 6 50
. Mod 10 11 9 81,8
Lingua
Pobre 7 11 6,8 61,8

Teste de Kruskal-wallis (5%), p = 0,05. DP = desvio padrdo. CV = coeficiente de variagcdo. N =
ndmero da amostra.

5.3.4 Marcacédo de T CD4+, T CD8+ e MCs subepitelial da QA quanto aos
graus de displasia da mesma vs a marcacao de T CD4+, T CD8+ e MCs
intraepitelial do CB e CL quanto aos graus de diferenciacdo celular.
(Tabela 7,8,9,10,11 e 12))

Tabela 22 — Comparacao das varidveis da marcacao T CD4+ subepitelial
da QA com displasia leve vs marcacdo T CD4+, T CD8+ e MCs
intraepitelial, do CL e do CB bem diferenciados.

T CD4+ T CD8+ MCs
QA leve x CL Bem N N N
QA leve x CB Bem S N N
CL bem x CB Bem N N N

Teste de comparacdo mdultipla de Dunn (5%). N = estatisticamente ndo significante e S =
estatisticamente significante.

Tabela 23 — Comparacao das variaveis da marcacdo T CD4+ subepitelial
da QA com displasia moderada vs marcacdo T CD4+, T CD8+ e MCs
intraepitelial, do CL e do CB moderadamente diferenciado.

T CD4+ T CD8+ MCs
QA Mod x CL Mod N S N
QA Mod x CB Mod S N N
CL Mod x CB Mod N N N

Teste de comparacdo mdltipla de Dunn (5%). N = estatisticamente ndo significante e S =
estatisticamente significante
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Tabela 24 — Comparacao das variaveis da marcacdo T CD4+ subepitelial
da QA com displasia moderada vs. marcacdo T CD4+, T CD8+ e MCs
intraepitelial, do CL e do CB pobremente diferenciado.

T CD4+ T CD8+ MCs
QAIntxCLP N N N
QAIntxCBP N N N
CLPxCBP N N N

Teste de comparacdo mdltipla de Dunn (5%). N = estatisticamente ndo significante e S =
estatisticamente significante

Tabela 25 — Comparacao das varidveis da marcacdo T CD4+ subepitelial
da QA com displasia leve vs marcacédo T CD4+, T CD8+ e MCs estroma,
do CL e do CB bem diferenciados.

T CD4+ T CD8+ MCs
QA leve x CL Bem N N N
QA leve x CB Bem N N N
CL bem x CB Bem N N N

Teste de comparacao mdltipla de Dunn (5%). N = estatisticamente ndo significante e S =
estatisticamente significante.

Tabela 26 — Comparacao das varidveis da marcacdo T CD4+ subepitelial
da QA com displasia moderada vs marcacdo T CD4+, T CD8+ e MCs
estroma, do CL e do CB moderadamente diferenciado.

T CD4+ T CD8+ MCs
QA Mod x CL Mod N N N
QA Mod x CB Mod N N N
CL Mod x CB Mod N N N

Teste de comparacdo mdultipla de Dunn (5%). N = estatisticamente nado significante e S =
estatisticamente significante

Tabela 27 — Comparacao das variaveis da marcacdo T CD4+ subepitelial
da QA com displasia intensa vs marcacdo T CD4+, T CD8+ e MCs
estroma do CL e do CB pobremente diferenciado.

T CD4+ T CD8+ MCs
QAIntxCLP N N N
QAIntxCB P N N N
CLPxCB P N N N

Teste de comparagdo multipla de Dunn (5%). N = estatisticamente ndo significante e S =
estatisticamente
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5.5 Marcacgao de T CD4+, T CD8+ e MCs subepitelial da QA de baixo e
alto risco (Sistema Binario) vs a marcacédo de T CD4+, T CD8+ e MCs
intraepitelial e estroma do CB e CL quanto aos graus de

diferenciacao celular.

Tabela 28 — Comparacéo das variaveis de acordo com o sistema binario.

T CD4+ T CD8+ MCs
QA baixo x QA S S S
sub
QA alto x QA sub N N N
QA baixo x CL S S S
epit
QA baixo x CL
S

estro
QA alto x CL epit N N N

QA alto x CL

S
estro
QA baixo x CB N S N
epit
QA baixo x CB S S S
estro
QA alto x CB epit N
QA alto x CB N N N
estro

Teste de Mann Whitney (5%). S=sim estatisticamente significativo, N= nado estatisticamente

significativo.
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Figura 13 — Marcacéo dos linfécitos T CD4+ nas lesdes acima.

50



CE LABIO

CE LINGUA

QA

CONTROLE

Figura 14 — Marcagéo dos linfécitos T CD8+ nas leses de CE de labio
inferior, CE de lingua, QA e grupo Controle.
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Figura 15 — Marcagéo dos MCs nas lesdes de CE de labio inferior, CE de
lingua, QA e grupo Controle.
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6 DISCUSSAO

A pele e os labios, sob exposicdo cumulativa a radiagéo
solar UVB podem sofrer alteragdes, em especial nas pessoas de pele
clara que ndo fazem uso de protecdo (Domaneschi, 2003). Apesar da
penetracdo da radiacdo UVB na pele ser pequena, sua alta energia &
responsavel por causar danos solares tardios ou imediatos. Além disso,
essa radiacdo leva a lesdes de células epiteliais e producdo de
prostaglandinas e pode causar espessamento da epiderme, eritemas,
pigmentacao tardia e carcinogénese (Purim, 2010; Kurebayashi, 2002).

Na literatura alguns autores relatam que a destruicdo da
camada de ozénio tem contribuido para o aumento de lesdes no labio e
na pele. (Thornhill, 1993). A radiacdo UVB lesa as células epiteliais,
produz substancias que promovem dilatacdo dos vasos e inflamacao e
altera o DNA (Okuno, 2005). Esse dano ao DNA pode induzir pela
radiacdo UV, imunossupressado molecular, alterando respostas do sistema
imunoldgico. (Lima et al, 2006). Segundo Duthie et al. (1998), as
respostas das células T CD4+ e T CD8+ foram inibidas por células de
Langerhans tratadas com UVB.

Kligman (1969) e Martins (2007) observaram em lesdes
de QA alguns efeitos da radiacdo UVB como dano as fibras elasticas,
aumento da substancia amorfa fundamental, elastose e diminuicdo do
coldgeno. Essa elastose, também conhecida como degeneracdo
basofilica é caracterizada pela degradacédo e posterior substituicdo de
componentes da matriz extra-celular por um material elastético com
alteracdo. (Lundeen et al., 1985; Kligman, 1991; Kaugars et al. , 1999).

A atipia epitelial € um achado em lesGes de QA. (Fisher;
Markopoulos, 2004). Em nosso estudo as caracteristicas histologicas
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frequentemente encontradas nos casos de QA foram atipia epitelial,
hiperqueratinizagdo, acantose e atrofia. Foram observadas ainda,
hipercromatismo nuclear, variacdo de tamanho e numero celular e de
nucléolos e algumas figuras mitéticas atipicas. Subjacente ao epitélio, o
tecido conjuntivo apresentou infiltrado inflamatério variavel. A atipia leve
esteve presente em 11 casos; a moderada em 12 casos e a intensa em 7
casos, dessa forma 100% da amostra apresentou atipia, concordando
com os trabalhos de Kaugars et al. (1999), Cavalcante et al. (2008) e
Markopoulos et al. (2004).

Devido a essas alteracbes, uma eventual transformacgao
da QA em CE de labio pode ocorrer num periodo de varios anos. Uma
placa branca com aspecto heterogéneo, Ulceras com bordas mal
delimitadas que nao cicatrizam, aumento no grau de atipia podendo
indicar displasia epitelial ou CE. (Domaneschi, 2003; Martins, 2007).
Todos os casos de CE de labio, segundo Main e Pavone (1994),
desenvolveram-se a partir de QA pré-existente, ndo havendo aspecto
clinico claro que permita a distingdo de um CE na fase inicial de QA.

Na classificacdo de CE consideramos os parametros/
caracteristicas da OMS como bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados (Barnes et al., 2005). Nosso estudo
obteve 14 casos de bem diferenciados, 9 moderadamente diferenciados e
7 casos pouco diferenciado e para o CE de labio e 15, 8 e 7, bem,
moderada e pobremente diferenciados respectivamente para o CE de
lingua.

Como o sistema imunoldgico também sofre alteracdes em
suas func¢bes devido a exposicdo a radiacdo UVB podem ser induzidas
mudancas em nivel molecular e a sinalizacédo intra e extra-celular pode
ser modificada, favorecendo o desenvolvimento de respostas imunes
mediadas pelas células T (Duthie, 1998). Essas células parecem estar
relacionadas com a efetiva imunidade anti-tumoral e o significado clinico-

patoldgico de linfocitos infiltrando tumores (TILs), em diversos carcinomas
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humanos, tem sido uma questdo de grande interesse (Katon, 2007).
Inclusive, Watanabe et al. (2010) demonstrou que os TILs sdo fatores
prognaosticos importantes no carcinoma bucal.

No nosso estudo, os resultados da expressao de T CD4+
na QA demonstraram que a marcacdo de linfécitos T CD4+ estava
significantemente mais alta em relacdo ao grupo controle, concordando
com (Gannot et al., 2002) que encontraram em seus estudos um aumento
da densidade de células T CD4+ conforme a lesdo se torna maligna.
Embora esses autores tenham pesquisado a progressao da
hiperqueratose para a displasia e carcinoma. Nas lesbes de CE a
expressdo de T CD4+ foi maior no CE de lingua quando comparado ao de
labio. Provavelmente, devido a maior agressividade dessa lesao
requerendo, portanto, maior aporte de resposta imune. No nosso estudo
também encontramos diferenca significativa entre a maior expressao de T
CD4+ em CE de lingua quando comparado do de labio.

Diversas pesquisas demonstraram que uma maior
marcacdo das células T CD4+ e T CD8+ parece melhorar o progndstico
dos pacientes, sendo que as células T CD4+ orquestram um exercito
efetor imunoldgico mdltiplo e ambas sdo necessarias para que ocorra
rejeicdo tumoral sistémica efetiva (Hung et al., 1998; Chikamatsu et al.,
2008). As células T CD4+ auxiliam a resposta das células T CD8+ e
também sdo necessarias para a inducdo de células T CD8+ antigeno
especificas, aléem de secretarem citocinas e IL-2, necessarios para
crescimento e proliferacdo das células T CD8+ ( Cho et al., 2003).

A expressao das células T CD8+ no nosso estudo foi
significantemente maior em QA quando comparada com grupo controle.
Além disso, sua expressao também foi mais significativa em CE de lingua
e CE labio quando comparado com QA. Gannot et al. 2002, observou
que nas lesbes que evoluem de hiperqueratose para displasia e

carcinoma ha alteracdes de moderadas a severas ou casos de CE, séo
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acompanhados de maior nimero de linfécitos e macréfagos comparado a
lesbes com alteracdes patoldgicas leves (Gannot et al., 2002).

A marcacdo dos MCs em lesbes de QA foi maior em
relacdo ao grupo controle achados idénticos aos de Rojas et al. (2004) e
Gomes et al. (2008). A marcacdo aumentada de MCs no CE de labio e no
CE de lingua, em relagdo a mucosa normal, sugere que os MCs estdo
direta ou indiretamente envolvidos com a imunidade tumoral. Porque os
MCS contribuem para um melhor prognostico dos pacientes de CE de
labio quando comparados com CE de lingua (Costa, 2009). Entretanto,
Oliveira-Neto et al. (2007) consideram que a expressdo aumentada de
MCs na mucosa normal em relacdo a lesdes com potencial de
transformacédo maligna e CE bucal pode ser atribuida a falha na migracéo
de MCs, que modifica o0 microambiente tumoral durante iniciacdo e
progressao do tumor.

Cho et al. (2003) considera que a presenca das células T
CD4+ e T CD8+ parece melhorar o prognostico de pacientes com CE de
esbfago. Porque foi encontrado um melhor prognostico nos casos de
marcacdo de T CD4+ e T CD8+ no estroma e nos ninhos intraepiteliais do
CE de es6fago. Em nosso estudo encontramos diferenca estatisticamente
significante para as marcacfes T CD4+ de QA leve versos CE de lingua
bem diferenciado. Significancia que se repetiu nas marcacées T CD4+ de
QA moderada versos CE de lingua moderadamente diferenciado. O fato
de apresentarmos melhor defesa imunoldgica nos casos de leséo leve ou
moderada pode explicar a agressividade de alguns carcinomas que
provavelmente induzam a queda no numero do T CD8+, facilitando
disseminagéo do tumor e desenvolvimento de metastases (Al-Shibli et al.,
2008).

Quando analisa mos a marcacédo de T CD4+, T CD8+ e
MC subepiteliais obtivemos expressao significativa apenas nos dois
primeiros marcadores. Nos casos em que a marcagao dos MCs triptase+
nao foi significativa pode ser explicado pelo fato das células T CD4+ e T
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CD8+ se relacionarem com um melhor progndstico. Talvez porque 0s
MCs tenha uma de suas principais participacdes seja na angiogénese que
parece favorecer infiltragdo do tumor e aparecimento de metastases.
(Costa et al., 2009; Gomes et al., 2008)

O aumento da marcacdo de T CD8+ em carcinoma de
pulméo e de células gigantes, no trabalho de Al-Shibli et al. (2008), se
relacionou com maior sobrevida dos pacientes, sugerindo que a presenca
dessas células no estroma ou intraepitelial reduz a progresséao da doencga
e o potencial de metastases e, nos tumores com invasdo vascular, o
namero de células T CD8+ foi maior em relacdo aos tumores sem
invasdo. Encontraram também um aumento das células T CD4+ no
estroma, relacionadas com um melhor prognoéstico e apontando a
importancia do componente estromal na modulacao das células tumorais
e sugerem que essas células sdo necessarias para iniciar em manter a
resposta imune, além de que, na auséncia das células T CD4+, as células
T CD8+ ficam letargicas, pois as células T CD4+ sdo essenciais para
transformacao das células T CD8+ em células efetoras de longa duragéo.

O aumento da marcacdo de T CD8+ em carcinoma de
pulmédo e de células gigantes, no trabalho de Al-Shibli et al. (2008), se
relacionou com maior sobrevida dos pacientes, sugerindo que a presencga
dessas células no estroma ou intraepitelial reduz a progressédo da doenca
e 0 potencial de metastases e, nos tumores com invasdo vascular,. o
namero de células T CD8+ foi maior em relacdo aos tumores sem
invasdo. Encontraram também um aumento das células T CD4+ no
estroma, relacionadas com um melhor prognéstico e apontando a
importancia do componente estromal na modulagéo das células tumorais
e sugerem que essas células sdo necessarias para iniciar em manter a
resposta imune, além de que, na auséncia das células T CD4+, as células
T CD8+ ficam lentargicas, pois as células T CD4+ sdo essenciais para

transformacéo das células T CD8+ em células efetoras de longa duragéo.



58

A QA de baixo potencial de malignidade classificada pelo
sistema binario (Kujan et al., 2006) apresentou resultado estatisticamente
significante em relacdo a marcacao das células T CD4+, T CD8+ e MCs
subepiteliais. Pensando no significado dessa marcacao nos CE de labio e
lingua podemos deduzir que o resultado estatisticamente significante seja
0 que esperavamos, ja as células T CD4+ e T CD8+ estdo relacionadas
com um bom prognostico (Cho et al., 2003). Quanto a triptase apresentar
um resultado estatisticamente significante na QA de baixo potencial de
malignidade nos leva a entender a diversidade de opinides a sobre o
papel dos MCs em tumores, o que nao surpreende levando em
consideracdo a versatilidade e superabundancia de mediadores que 0s
MCS secretam tendo efeitos amplo e as vezes oposto (Ch'ng et al., 2006),
sendo que a maioria dos estudos suportam esse papel acessoério dos
MCs no desenvolvimento e progressao tumoral.

Em QA de baixo grau de malignidade quando
comparamos ao CL intraepitelial encontramos significancia estatistica o
gue corrobora com a mesma linha de raciocinio do paragrafo anterior.

Podemos considerar que um CE de labio bem
diferenciado com marcacéo estatisticamente significante intraepitelial e no
estroma, tenha tdo bom progndstico quanto uma lesdo de QA de baixo
potencial de malignidade.

Por se tratarem de lesdo de bom prognéstico neste
momento (Cho et al., 2003), talvez por isso os resultados ndo tenha sido
estatisticamente significantes quando comparamos a marcacdo de uma
lesdo como QA, que compromete o vermelhdo do labio, com a lesédo de
CE de lingua (CB) na marcacao das células T CD4+, T CD8 + e MCs.



7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos pela analise da marcacao
de T CD4+, T CD8+ e MCs em lesdes de QA, CE de labio e CE de lingua

e grupo controle podemos concluir:

a)

b)

A resposta imune tem participacao efetiva nas
lesGes estudadas, visto que a marcacao das
células T CD4+ e T CD8+ apresentou
sinergismo. Dado que contribui para o melhor
prognéstico dos pacientes portadores de QA,
CB e CL;

Mesmo sabendo que os MCs também fazem
parte do sistema imunolégico, a marcacao
dos mesmos ficou a desejar quando
comparados com a marcacao dos linfécitos T.
Provavelmente isso se deva a sua
participacdo ambigua no prognéstico e

evolucdo desses.
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IDENTIFICACAO

1-Nome:

2-End.:

3-Cidade:

4-UF:

5-Pais:

6-Nasc: / /

7-Sexo:

8-ldade:

9-Escolaridade:

ANAMNESE

10 — Diabético sim( ) nao( ) _ Controlado sim( )nao( )
11 — Hipertenso sim( ) nao( )_ Controlado sim( )néo( )
12 - Colesterol alto sim( ) nado( )_ Controlado sim( )nao( )
13 — Cardiopatia sim( ) ndo( )_ Controlado sim( )néo( )

14 - Outras doencas

Quais
15 - Tabagista crénico sim( ) nao( )
16 - Higiene bucal boa( ) regular( ) ruim( )
17 - Etilico crénico sim( ) nao( )
18 - Estado nutricional bom( ) regular( ) ruim( )
19 - DST/ AIDS sim( ) nao( )

20 - Estado clinico geral bom( ) regular( ) ruim( )



QUEILITE ACTINICA (QA)

21 - Caracterizacao Clinica

( ) Edema

() Atrofia

() Escamacéo

() Leucoplasia

() Fissuracao

() Sintomatologia

() Exulseragéo

() Alteracao entre linha/transicdo do
vermelh&o e a pele

() Infiltracéo

() Aspecto empalidecido e eritematoso

() Crostas

() Aspecto moteado vermelho e branco
do labio

Proservacao:

Proservacéo:*

Proservacao:

22 - Aspectos histolégicos da QA — Segundo o Sistema Binario Kujan et

al. 2006)

Descricéo citoldgica

Descrigédo arquitetura

() Estratificagéo Epitelial
irregular

() Variagéo anormal de tamanho do
nucleo

() Perda de polaridade
das células basais

() Variagéo anormal da forma nuclear

() Projecdes epiteliais em forma
de gota

() Variagéo anormal do tamanho celular

() Numero aumentado de figuras
mitéticas

() Variacdo anormal da forma celular

() Mitoses superficiais em
localizacdo anormal

() Aumento na proporcao nucleo /
citoplasma

() Queratinizagdo prematura
em células isoladas

() Aumento do tamanho nuclear

() Pérolas corneas dentro das
projecdes epiteliais

() Figuras mitoticas atipicas

() Aumento do nimero e tamanho
dos nucléolos

() Hipercromatismo




CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LABIO INFERIOR (CEL)

23 — Caracterizacao Clinica

) Ulcera

) Extenséo

) Localizacéo

) QA adjacente

) Diagnadstico anterior de QA / Ha quanto tempo:

~ |l |~ |~ |~ |~

) Sintomatologia

Proservacao:

Proservagéo:

Proservagéao:

24 - Aspectos Histopatoldgicos

CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA DO CE (Neville et al., 2004)

Grau Diferenciacéo Caracteristicas
( )Graul grau baixo ou bem Neoplasia madura que se
diferenciado assemelha ao tecido de

origem com  crescimento
lento e metastatizara mais
tardiamente

( )Graull grau moderado Neoplasia intermediaria entre
ograulelll

( )Graulll grau baixo ou pobremente Neoplasia imatura com muito

diferenciado pleomorfismo celular e

nuclear, pouca ou nenhuma
producéo de queratina




CARCINOMA EPIDERMOIDE INTRABUCAL (CEB)

25 — Caracterizacao Clinica

) Ulcera

) Extenséo

) Localizacao

) Leséo priméaria

) Diagndstico anterior de CE nesta localizacéo / Ha quanto tempo:

~ |~ |~ |~ |~ |~

) Sintomatologia

Proservacéo:

Proservacao:

Proservacao:

26 - Classificacao Histopatologica do CEB (Neville et al., 2004)

Grau Diferenciacéo

Caracteristicas

( )Graul grau baixo ou bem
diferenciado

Neoplasia madura que se
assemelha ao tecido de
origem com crescimento lento
e metastizara mais
tardiamente

( )Graull grau moderado Neoplasia intermediaria entre
ograulelll
( )Graulll grau baixo ou pobremente Neoplasia imatura com muito

diferenciado

pleomorfismo celular e
nuclear, pouca ou nenhuma
producéo de queratina

Cidade e data

Assinatura do paciente

Assinatura do profissional
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