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Ribeiro - Vieira R.A.M.A. Revisdo de Literatura

1. Revisdo de Literatura

Consideracoes Gerais
Carcinogénese
o Radiacoes Ionizantes

1.1. Considerag¢oes Gerais

Os canceres de cabeca e pescoco representam 10% dos tumores malignos
diagnosticados, sendo que aproximadamente 40% correspondem aos canceres de
boca®- O cancer de boca engloba os tumores do ldbio e da cavidade bucal, o que o
torna o sétimo mais frequente dentre os tumores malignos. A estimativa do
Ministério da Satade para o Brasil em 2010 é de 14.120 casos novos, sendo 10.330 em
homens e 3.790 em mulheres. Dentre os estados brasileiros, Sao Paulo é o que
apresenta maior estimativa, com 4.120 casos, seguido pelo Rio de Janeiro com 1.950 e
Minas Gerais, com 1.180@).

O cancer de boca é considerado problema nacional de satide ptublica. Os
dados epidemiolégicos e o prognoéstico deste tumor permaneceram ruins e
praticamente inalterados nas dltimas décadas devido, entre outros fatores, ao estadio
clinico avancado no momento do diagnéstico, 0 que acarreta tratamentos onerosos,
agressivos e mutiladores, comprometendo a qualidade de vida dos pacientes®).

O cancer do labio representa aproximadamente um quarto de todos os
tumores ndo-cutaneos da regido de cabeca e pescoco®. No Brasil, onde a exposicdo
solar é intensa, o cancer do labio assume significativa importancia, ja que os raios

solares constituem o principal fator de risco para o desenvolvimento desse carcinoma.

1.2. Carcinogénese

Carcinogénese é um processo de multiplas etapas constituido de iniciagao,
promocdo, progressao e manifestacdo. A etapa de iniciacdo é caracterizada por lesao
irreversivel no DNA (mutacdo), induzida pela exposicdo a agentes genotodxicos, os
quais podem ser quimicos, fisicos ou bioldgicos. A promocao é processo mais lento,

reversivel e que estd associada a proliferacdo focal de células iniciadas. Os agentes
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promotores, em geral, ndo sdo genotdxicos e atuam por mecanismos epigenéticos,
alterando, principalmente, os sinais moleculares envolvidos no controle da
proliferacdo celular®. A etapa da progressao é caracterizada, morfologicamente, por
anaplasia e, biologicamente, por crescimento autonomo. Quando as células adquirem
capacidade para invadir e metastizar, podendo as alteracdes ser evidenciadas
clinicamente, estar-se-4 diante da ultima etapa, a manifestacdo. Assim, todos os
fatores que atuam em uma ou mais etapas do desenvolvimento neoplésico devem ser
considerados para a estimativa de risco para carcinogénese(® 7).

Os principais fatores de riscos relacionados a origem e ao desenvolvimento
do processo carcinogénico incluem a predisposigdo genética, os fatores ambientais e a
interacdo entre ambos. Dentre os fatores ambientais, distinguem-se as radiagdes

ionizantes®).

1.2.1. Radiacoes Ionizantes

As radiacOes ionizantes fazem parte do espectro eletromagnético e sado
classificadas de acordo com seu comprimento de onda. Dentre elas, as radiacdes
solares, denominadas de radia¢des ultravioletas (raios UV), sdao divididas em UVA
(320-400nm), UVB (280-320nm) e UVC (100-280nm). Devido a destruicao da camada
de ozoénio, os raios UVB tém aumentado progressivamente sua incidéncia sobre a
terra, e estdo intrinsecamente relacionados ao surgimento do cancer. Da mesma
forma, tem ocorrido aumento da incidéncia dos raios UVC, que sdo potencialmente
mais carcinogénicos do que os UVBO).

Os danos provocados pelas radiagdes ionizantes sdo causados por interagao
direta com moléculas alvo ou indiretamente, pela formacdo de elementos quimicos
ativos e altamente reativos, os radicais livres, os quais possuem alta afinidade por
elétrons e pontes de hidrogénio de moléculas organicas, sendo o DNA o alvo
principal @0, 11),

As alteragdes genéticas do tipo cromossdmica ou isocromatidica (envolvendo
as duas cromatides) podem ocorrer nas células que estiverem nas fases G0 ou G1 e as
aberragdes do tipo cromatidica (envolvendo uma das crométides) nas fases S e G2 do

2 N

ciclo celular. Quando um tecido é continuamente exposto a radiacdo ionizante,
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poderdo ocorrer tanto aberragdes cromossdmicas como cromatidicas, uma vez que a
quantidade relativa dessas aberragdes depende do tipo, da dose, do tempo e da
velocidade de exposicdo, bem como da sensibilidade das células nos varios estagios
do ciclo celular(2).

Alguns estudos mostram que baixas doses de radiacao ionizante podem levar
a adaptacdo do organismo e isto é atribuido a indugdo de mecanismos eficientes de
reparo de lesdes no DNA. Assim, a morte celular e as mutacdes génicas ou
cromossOmicas, podem ser resultado da deficiéncia de mecanismos de reparo ou

mesmo do reparo impreciso das lesdes no DNA@13-16),
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2. Queilite Actinica

Definigdo

Etiologia

Caracteristicas Clinicas
Caracteristicas Histopatologicas
Tratamento

2.1. Definicao

A queilite actinica (QA), também denominada de queilose solar, é processo
inflamatorio cronico que afeta os ldbios inferiores em 95% dos casos, sendo causado
pela exposigao cronica as radiagdes solares ou a radiagao ultravioleta artificial(17-19). E
considerada lesdo pré-maligna, de alta morbidade e com potencial para
desenvolvimento de carcinoma espinocelular invasivo(9-21),

Afeta principalmente homens de pele clara com histérico de exposigao solar
cronica, particularmente de origem ocupacional, podendo ocorrer em qualquer
idade@ 22). No entanto, as alteragdes clinicas sdo frequentemente observadas a partir
da 5* década, visto que os danos causados pela radiagdo solar mostram-se

cumulativos com o passar dos anos(11).

2.2, Etiologia

O principal fator etiol6gico é a exposicao solar cronica, que quando associado
a outros fatores carcinogénicos, entre eles o tabagismo, aumenta a probabilidade de
malignizacao(®).

Existem trés padrdes de exposicdo solar: o intermitente, que acomete
principalmente trabalhadores de areas cobertas, ndo adaptados ao sol e praticantes de
atividades de recreacdo; o cronico, que acomete trabalhadores expostos ao meio
ambiente que se submetem a exposicdo solar de forma continua; e o padrdo
cumulativo, que engloba tanto a exposigdo intermitente quanto a crénica(®?.

Comparado a pele, onde 5% a 10% da radiacao ultravioleta sao refletidas e
70% sdo absorvidas principalmente pela melanina, o labio apresenta menor protecao

devido a presenca de epitélio mais fino, delgada camada de queratina, menor

10
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quantidade de melanina e menor secrecdo das glandulas sebédceas e sudoriparas,
estando, assim, mais sujeito aos danos causados pelas radiacdes(®).

Os raios UVB, os mais importantes na etiologia da QA, sdo considerados os
responsaveis primarios na inducdo de alteracdes no ldbio inferior por serem
intensamente absorvidos pelos acidos nucléicos(®. A maior parte dos danos é
causada por alteracdes que impedem a transcricdo da informacdo genética para o
RNAm, bloqueando o mecanismo de duplicacdo do DNA, o que leva a diminuicdo da

atividade mitética, atrofia do epitélio e reducao da capacidade fotoprotetora do

labio(4 25),

2.3. Caracteristicas Clinicas

Clinicamente, observa-se perda da nitidez do contorno labial, atrofia da borda
do vermelhdo do labio e escurecimento da interface vermelhdo do labio/pele da face.
A medida que a lesdo progride, 4reas asperas e escamosas desenvolvem-se nas
por¢des mais ressecadas, as quais se tornam espessadas, particularmente quando se
estendem para a linha imida do labio. Pode ocorrer ulceragao focal cronica em um ou
mais locais, bem como lesdes leucoplasicas(26 27).

A leucoplasia, a mais frequente forma de QA e a mais comum das alterac¢des
que precede o carcinoma espinocelular na mucosa oral, é definida como placa branca
de risco indefinido, excluindo-se outras enfermidades com potencialidade de
transformacao maligna(?!- 28 29). Entretanto, ha divergéncia na literatura em relagao a
frequéncia com que leucoplasias se convertem em carcinoma espinocelular, a qual é
estimada ocorrer entre 1,4% a 36%, em periodo de 1 a 30 anos(30-33).

Apesar da aparente facilidade do diagnéstico clinico precoce e dos meios
preventivos conhecidos e disponiveis, varios fatores sao atribuidos ao diagnéstico
clinico tardio da QA. Destacam-se o desconhecimento dos pacientes sobre a
importancia da lesdo, a auséncia de dor, a associagio a outras lesdes que
desapareceram ao longo da vida, a aparéncia clinica inicialmente inofensiva, a
auséncia de sintomas expressivos, bem como a falta de conhecimento de muitos
profissionais que a consideram apenas como processo inflamatdrio. Por ocorrerem

episddios agudos seguidos de remissdo dos sinais e sintomas, muitos pacientes
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mencionam as alteragdes labiais quando questionados, como parte do 6nus da
profissao, ndo a identificando como processo inflamatério cronico e as aceitando
como parte do contexto da atividade exercida, tanto quanto ter as maos calejadas ou a
pele bronzeada(034).

Os casos diagnosticados clinicamente como QA, devem ser submetidos a
biopsia para exame anatomopatologico® 35 36). A bidpsia é recomendada para os
casos de QA que apresentam perda de nitidez da linha de transicao do vermelhao do
labio para a pele, alteragdo da consisténcia do ldbio a palpacdo e alteragdo da

espessura da semimucosa®.

2.4. Caracteristicas Histopatolégicas

As caracteristicas histopatolégicas da QA apresentam poucas variagdes,
sendo a hiperqueratose (ou paraqueratose) e acantose aspectos universais, embora
areas de atrofia ndo sejam raras. Na lamina prépria encontram-se vasos sanguineos,
frequentemente dilatados, e com proeminéncia vascular decorrente do aumento do
volume das células endoteliais e ndo de sua proliferagao®”).

O comprometimento do tecido conjuntivo, denominado de elastose solar,
caracteriza-se como sinal patognomonico da QA, a qual pode ser evidenciada
clinicamente por pele fina, enrugada e de coloragdo amarelada®®. Ainda no derma,
observa-se a presenca de infiltrado inflamatério de intensidade que pode variar de
leve, moderado a grave sendo composto, predominantemente, de linf6citos, mas
também com distinta participagdo de plasmocitos e eosindfilos®).

O aspecto mais importante sdo as atipias que, gradualmente, se instalam no
epitélio. Pode-se encontrar desde os graus mais leves de displasia epitelial até os mais
graves, sendo que o potencial para o desenvolvimento do carcinoma invasivo
aumenta proporcionalmente a gravidade dessa alteracdo. As atipias celulares mais
graves podem estar associadas a quadros inflamatérios intensos, frequentemente
observadas em QA ulceradas, situagdes que a distingdo diagnodstica entre QA e
carcinoma superficial torna-se ainda mais dificil. Importante salientar que as
alteragdes histologicas da QA nao sdo distribuidas de forma uniforme pelo vermelhao

do labio, mesmo nos casos em que a apresentacao clinica é homogénea(“0-42),

12
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2.5. Tratamento

A maioria das linhas terapéuticas da QA visa fundamentalmente a remogao
ou destruicdo do epitélio alterado? 43). As mais utilizadas incluem a vermelhectomia,
a aplicacdo topica de 5-fluoruracil (5-FU), a esfoliagdo quimica pelo uso do acido
tricloroacético, a crioterapia, a eletrocauterizacdo, a ablagdo com laser de di6xido de
carbono, a vaporizagdo com laser de érbio: YAG, o acompanhamento com
fotoprotecao intensa local e mais recentemente, a utilizagdo de imiquimode e terapia
fotodinamica4-49-

A vermelhectomia se evidéncia como o tratamento de escolha por permitir
revisdo histopatolégica de todo tecido removido, sendo considerada como bi6psia
excisional. Todas as outras opgdes de tratamento ndo produzem peca cirargica que
permita avaliacdo anatomopatolégica e consequente deteccdo da presenca de possivel
tumor invasivo. No entanto, qualquer tratamento somente sera efetivo se o paciente
conscientizar-se da importancia de proteger-se do sol, passando a utilizar chapéus e
tiltro solar labial rotineiramente, bem como comparecer as consultas periddicas para

um efetivo controle clinico da doenca(®9).

13



Ribeiro - Vieira R.A.M.A. Carcinoma Espinocelular do Labio

3. Carcinoma Espinocelular do Labio

Definigdo e Epidemiologia
Etiologia

Evolucio Clinica

Caracteristicas Histopatologicas
Estadiamento Cinico e Histoldgico
Tratamento

3.1. Definicao e Epidemiologia

O céancer do labio corresponde a 25% a 30% das neoplasias de boca
diagnosticadas, sendo o carcinoma espinocelular (CEC) o tipo histologico mais
comum, acometendo cerca de 95% dos casos(?® 51.52). Apresenta prevaléncia no labio
inferior vinte vezes maior que no labio superior. O carcinoma de glandula salivar do
labio e outras neoplasias malignas sdo observados com pouca frequéncia®3 54.

Sua incidéncia é maior no sexo masculino na razdo de 6:1 em relacdo ao
feminino®> 50). Acomete principalmente individuos acima dos 50 anos, de cor branca,
fototipos baixos e que exercem atividade profissional e/ou de lazer relacionada a
exposicdo solar cronicall 5759, E incomum em individuos jovens, mas tem sido
observado em pacientes transplantados renais submetidos a terapia
imunossupressora e naqueles infectados pelo HIV (27, 56,60, 61),

Geralmente é diagnosticado em estagio precoce, apresentando indice de cura
de 80 a 90% e taxa de mortalidade entre 10 a 15%. Quando do diagnéstico, menos de
2% dos pacientes apresentam linfonodos envolvidos® 27 51). As metastases quando
ocorrem, sdo tardias e variam de 11 a 18%, e nestes casos a sobrevida média em cinco
anos é reduzida para 25 % (18,35, 42, 46, 62-64),

No Brasil, ndo ha dados que mostrem sua incidéncia de forma isolada. Os
dados estatisticos disponiveis e que devem ser considerados para este tipo de tumor

sdo aqueles apresentados para o cancer de boca(®>).
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3.2. Etiologia

Embora a radiacdo solar seja o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento de lesdes no labio, ela ndo se apresenta como tnica responsavel.
Associam-se o cigarro, o alcool, o HPV, a raca, a predisposicao genética e familiar,
imunossupressao e fatores socioecondmico®3 ).,

Acredita-se que o alcool sozinho ndo esteja associado a fase iniciadora da
carcinogénese bucal, e sim que ele possa promové-la ao potencializar os efeitos
carcinégenos do tabaco®). A agao sinérgica de ambas as substancias tem a capacidade
de potencializar em até 141,6 vezes o risco do desenvolvimento da neoplasia bucal©®).

Outro importante fator a ser considerado sdo as deficiéncias nutricionais e
dietas inadequadas, ricas em fontes formadoras de radicais livres, pois estes também
sdo responsaveis por alteragdes no DNA. Sabe-se hoje que uma alimentagdo rica em
proteinas A, E, C e B2 e alguns minerais como o célcio, zinco e selénio, sao
considerados antagonistas dos radicais livres®). A dieta nutricional pobre em
betacaroteno associada a exposicdo solar e ao fumo representa importante fator
etiologico a ser considerado na carcinogénese labial*0).

Estados de imunodeficiéncia tém importante papel no desenvolvimento de
alguns tipos de cancer do trato aerodigestivo. Na populacdo imunocomprometida
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e naquela sob terapia
imunossupressiva para o cancer ou transplante de 6rgaos ha aumento do risco para o
desenvolvimento de CEC de boca® ¢0). Alguns estudos relatam risco relativo de 14
para cancer do ldbio em homens e 117 para mulheres transplantadas, e outros relatam
risco relativo de 3,1 para cancer do labio em pacientes de ambos os sexos com aids,

quando comparados a populacao geral©. 7).

3.3. Evoluc¢ao clinica

O CEC do labio é considerado doenga de baixa agressividade e prognostico
favoréavel pela sua tendéncia de crescimento lento(?. Inicialmente é assintomaético,
podendo ser dificil de distinguir das lesdes de QA. Manifesta-se como placa
leucoplasica ou eritroplésica, atréfica, exibindo fissuras persistentes com é&reas de

descamacao ou crosta(™. Em estdgios avancados apresenta, frequentemente, dor
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associada a ulcera cronica exsudativa que ndo cicatriza, de bordos endurecidos e de
base infiltrada. Pode apresentar crescimento verrucoso exofitico, fridvel e sangrante.
Localiza-se comumente nos tercos laterais dos labios, com didmetro em torno de 2

cm@7.72),

3.4. Caracteristicas Histopatolégicas

O carcinoma espinocelular do l4bio origina-se no epitélio displasico e pode
manifestar-se, inicialmente, como leucoplasia, a qual faz parte de um grupo de lesdes
heterogéneas que histologicamente pode se apresentar como hiperqueratose,
paraqueratose ou acantose, onde 5% a 15% delas sao classificadas como displasicas@
74,75). Em 2003, a OMS classificou a displasia epitelial oral em leve, moderada, grave e
carcinoma in situ (superficial), de acordo com a presenca e gravidade de atipia celular
e alteracOes baseadas na espessura da camada displasica quando comparada a
espessura total do epitélio normal().

O carcinoma espinocelular caracteriza-se histopatologicamente por ilhas ou
corddes invasivos de células epiteliais escamosas malignas. As células tumorais
apresentam citoplasma eosinofilico abundante com ntcleos grandes, muitas vezes
intensamente corados (hipercromaticos) e aumento da relagdo nucleo-citoplasma.
Podem ser observados queratiniza¢do individual das células, pérolas de queratina e
graus variados de pleomorfismo celular e nuclear®).

A invasdo é caracterizada pela extensdo irregular do epitélio tumoral através
da membrana basal em direcdo ao tecido conjuntivo do derma. Células escamosas
epiteliais e ninhos ou ilhas de células sdao observados crescendo como entidades
independentes, ou seja, sem ligagdo com o epitélio de superficie. Estas células podem
se estender de maneira expansiva ou infiltrativa profundamente para o tecido
adiposo subjacente, musculo, o0sso, vasos sanguineos e linfaticos, causando a
destruicao tecidual. Frequentemente observa-se intensa resposta celular inflamatoria
ao epitélio invasor, e areas focais de necrose podem estar presentes. O epitélio da
lesdao é capaz de induzir a formacdo de novos e pequenos vasos sanguineos
(angiogénese) e, ocasionalmente, produzir fibrose densa desmoplésica (alteracdo

cirrosa)@).
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3.5. Estadiamento Clinico e Histolégico

O sistema TNM de estadiamento clinico e histopatolégico tem sido o padrao
de classificacdo adotado para caracterizar os tumores malignos, propor a terapia mais
adequada e, assim, estimar a sobrevida dos pacientes?”). O estadio clinico é
estabelecido através dos exames clinico e de imagem da lesdo. O estadiamento
patolégico (pTNM) é realizado por meio do exame histopatolégico do tumor e/ou
dos linfonodos regionais(®.

A classificacao histopatolégica de malignidade proposta pela OMS baseia-se
no grau de anaplasia ou diferenciacdo celular, agrupando essas neoplasias malignas
em trés categorias: pouco, moderadamente e bem diferenciadas. Os CEC de baixo
grau, grau I ou bem diferenciados correspondem aqueles com arquitetura tecidual
semelhante ao padrdo normal de epitélio escamoso. Esses crescem lentamente e
metastatizam tardiamente. Ja os CEC pouco diferenciados caracterizaram-se pelo
predominio de células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, muito
pleomorfismo celular e nuclear, bem como pouca ou nenhuma producdo de
queratina. Esses crescem mais rapido, metastatizam precocemente e sao chamados de
alto grau, grau III, pobremente diferenciado ou anapldsico. Um tumor com aparéncia
morfoldgica entre esses dois extremos é denominado de carcinoma moderadamente
diferenciado ou grau I8

Considerando que o padrao histopatolégico do CEC de boca apresenta
grande variacdo dentro da mesma lesdo, Bryne et al. (1989) propuseram uma nova
graduacdo histopatolégica para estes tumores, dando inicio a graduacao histolégica
do fronte de invasdo, sendo esta denominagdo reservada para a area considerada a

mais invasiva(9).

3.6. Fronte de Invasao

O fronte de invasdo corresponde a interface entre as células neoplésicas e o
estroma, no limite mais profundo da invasdo tumoral. E o local em que as células
neoplasicas sdo mais agressivas e onde as alteracdes moleculares sao mais evidentes,
permitindo ser estudadas com precisao. Essa regido é caracterizada pelo aumento da

proliferacdo neoplasica, perda da coesao das proteinas da matriz e invasao local(®0).
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O fronte de invasao sinaliza o grau de diferenciacao histolégico do tumor, ao
considerar as caracteristicas da invasdo neoplasica e aqueles do microambiente do
sitio de invasdo. Vérios sdo os tipos de células que compde este sitio: células do
sistema imune, como linfécitos, plasmocitos e células dendriticas, células
inflamatorias, representadas por mondcitos e granuldcitos, além de miofibroblastos e
células endoteliais envolvidos com a neovascularizagdo. Assim, a agressividade do
fronte de invasdo tem sido considerada na composicdo de fatores prognéstico do

cancer de boca(®0),

3.7. Tratamento

O tratamento do CEC do labio é baseado no sistema TNM no qual os tumores
sao divididos em estadios®). Estadios I corresponde a tumores iniciais menores que 2
cm e estadio I a tumores entre 2 e 4 cm no maior diametro. Tais tumores sao curaveis
por cirurgia ou radioterapia, sendo a escolha do tratamento realizada em vista do
resultado funcional e estético e, particularmente, pela experiéncia do cirurgido e do
radioterapeuta. A abordagem cirargica é predominante e a investigacdo clinica de
linfadenomegalia nas cadeias submandibulares, submentonianas e cervicais deve ser
rotina. A sensibilidade da busca é aumentada com pesquisa por ultrassom nas lojas
cervicais, bilateralmente.

O estadio III corresponde a tumores com mais de 4 cm no maior didmetro e o
estadio IV corresponde aqueles que invadem estruturas adjacentes. Estes sdo os que
envolvem maior desafio terapéutico, tendo o prognéstico mais reservado. Nesses
casos, o tratamento recomendado baseia-se na resseccdo cirdrgica ampla, com
controle intra-operatério das margens, associado a radioterapia adjuvante e
esvaziamento linfonodal cervical. Atualmente, para tumores avangados tem-se
utilizado, também, a quimioterapia associada a radioterapia e se necessario, a cirurgia
de resgate. Os estudos de avaliagdo dos indices de recaida e de metastases apds cinco
anos de seguimento, em se utilizando o método cirtrgico de Mohs, mostram para o
CEC do labio indice de recorréncia de 2,3% e de 7,6% de metastases. Métodos
cirtrgicos convencionais e radioterapia proporcionaram indices de recorréncia de

10,5% e 13,7% de metastases. A recorréncia local esta associada ao estadio inicial do
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tumor, margem cirargica comprometida, profundidade de invasdo acima de 5 mm,
padrao do fronte de invasao e existéncia de invasao perineural. O indice de sobrevida
ap6s cinco anos encontra-se entre 90% a 100% para os estadios iniciais, ndo
metastaticos. Quando ha recorréncia de metéstases o indice de sobrevida apds cinco

anos varia de 30% a 70% 35, 56, 58, 62, 79-81)
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4. Marcadores Tumorais

Apoptose
Proteina p53
Proteina p16
Proteina p21
Survivina
Oxido Nitrico

4.1. Apoptose

A morte celular programada foi descrita em 1828, no entanto, apenas em 1972
o termo apoptose foi introduzido, quando correlacionada a eventos fisiolégicos e
patologicos da célula e observadas nas neoplasias malignas (82-84),

A apoptose caracteriza-se por apresentar evidentes alteragdes morfoldgicas
da célula incluindo o enrugamento celular, a condensacdo da cromatina e
subsequente fragmentacdo do DNA. Na membrana celular formam-se invaginacoes,
o nucleo se rompe e as organelas mantém-se intactas. A fragmentacdo da célula
origina corpos apoptoticos circundados por membrana celular, contendo no seu
interior algumas organelas e, as vezes, fragmentos de nucleo. Estes corpos
apoptoticos sdo imediatamente reconhecidos e fagocitados por macréfagos ou células
fagocitarias adjacentes(®> 86),

A morte celular programada pode ocorrer através de duas vias principais. A
via extrinseca, mediada pela ativagdo de receptores de morte celular localizados na
membrana citoplasmatica, sendo o acido graxo sintase (Fas) e o fator de necrose
tumoral (TNF) os mais conhecidos e a via intrinseca, mitocondrial, onde ha liberacdo
de fatores apoptogénicos como citocromo c, o fator indutor de apoptose (AIF),
trifosfato de adenosina (ATP) e proteinas de choque térmico. Proteinas pro-
apoptoéticas e anti-apoptéticas da familia do Bcl-2 regulam a via mitocondrial. Como
resultado final de ambas as vias, ocorre a ativagao das caspases e a quebra de
substratos celulares especificos(®6-88).

Pela via extrinseca, ocorrerd a ativacdo de receptores de membrana que

transmitird sinais para o interior da célula ativando, inicialmente, a caspase-8 ou a
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caspase-10. A via intrinseca, ativada por estresse celular, é mediada pela liberacdo de
citocromo ¢ pela mitocdndria, com sinalizacdo e ativagdo da caspase-9. Essas duas
vias desencadeiam a sinalizagdo das caspases efetoras, as caspases-3, -6 e -7(6).

A adequada regulacdo da apoptose é importante para o desenvolvimento e
manutencdo dos tecidos normais. Os distarbios de inducdo da apoptose sdo
considerados o evento inicial em alguns tipos de canceres e doencas
linfoproliferativas, permitindo que células malignas tenham maior sobrevida e
contribuindo para que ocorra expansao neoplésica(®” 8.

Diversas vias regulatérias da apoptose mostram-se alteradas em lesdes pré-
malignas e malignas. A relacdo desordenada entre proliferacdo e morte celular pode,
muitas vezes, predizer a evolucdo e o comportamento destas lesdes, além de fornecer
informagdes importantes sobre a progressdo tumoral e sobre a resposta as terapias

contra o cancer.

4.2, Proteina p53

A proteina p53, codificada pelo gene TP531, consiste de fosfoproteina nuclear
com peso molecular equivalente a 53KDa, que contém sequéncia de 393 aminoacidos.
E uma das proteinas responsaveis pela manutencao da integridade do DNA(),

Mutagdes no gene TP53 tornam a p53 incapaz de controlar a proliferacao
celular, resultando em reparo ineficiente do DNA e permitindo que muitas células
expostas a agentes mutagénicos repliquem o material genético danificado,
propagando, assim, as mutagdes incorporadas ao genoma® 92. Embora uma tnica
mutacdo ndo seja suficiente para transformar uma célula, a perda de funcdo da p53
predispoe as células as mutagdes adicionais e a transformacdo maligna®3).

Os genes regulados pela p53 sao os envolvidos na parada do ciclo celular,
apoptose e angiogénese®). Em condicdes de estresse, particularmente por inducdo de
dano ao DNA, a proteina p53 selvagem promove a parada do ciclo celular na fase G1,

permitindo, desta forma, o reparo do DNA danificado pelo agente mutagénico. Se,

! Segundo NYLANDER et al. (2000) o gene é identificado por letras mailusculas e em italico, enquanto
a proteina, com letras minusculas e regulares.
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por algum motivo, este mecanismo falhar, a p53 sinalizard para a célula entrar em
apoptose, impedindo, assim, que células mutadas se dividam(®>101). As funcdes da
proteina p53 sdo exercidas por sua capacidade transcricional que ativa uma série de
genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular. Assim, quando a célula é exposta a
agressdo genotoxica por agentes quimicos ou radiagdo UV, o gene TP53 ativa
transcricionalmente o gene TP21, induzindo a sintese da proteina com o mesmo
nome, cuja funcdo é inibir a acdo das quinases dependentes de ciclinas (CDK),
fazendo com que as células parem na fase G1 do ciclo celular até que o DNA seja
reparado. A seguir, a proteina p53 ativa o gene GADD-45 que atua corrigindo a lesao
do DNA. Assim que este for reparado, a proteina p53 é degradada pela acdo da
proteina mdm-2(102-104),

Mutacdes no gene TP53 levam a producgdo de proteina alterada, com meia
vida longa, sem capacidade de se combinar com o DNA e que se acumula no ntcleo
celular, sendo facilmente visualizada por métodos imunoistoquimicos. A p53
selvagem, em contra partida, tem meia vida curta (6-20min), ndo se acumula em
células normais, ndo é detectada por métodos imunoistoquimicos e tem mostrado
induzir apoptose e inibicdo de crescimento, dependendo das circunstancias
tisiol6gicas(105 106),

Anormalidades no gene TP53 sdo as alteracdes moleculares mais comuns
encontradas nas neoplasias humanas(0”). A expressdo da proteina p53 no tecido
bucal, revelada pela imunoistoquimica, tem sido associada ao grau de displasia
epitelial bem como a progressdo para carcinoma espinocelular de boca(105 108-111),
Também, tem sido relatada expressdo aumentada da p53 em CEC do labio e QA®1, 112-
115, Contrariamente, alguns autores referem que a p53 ndo tem importancia

prognostica para o CEC do labio(116).

4.3. Proteina p16

A proteina plé é codificada pelo gene TP16 (CDKNZ2a/INK4a), também
conhecido como gene supressor tumoral inibidor das CDK. No ciclo celular normal
esta proteina é capaz de se ligar as CDK 4 e 6, inibindo a fosforilagdo da proteina

retinoblastoma (pRb). A pRb hipofosforilada inibe a entrada na fase S do ciclo celular
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pela associagdo fisica com membros da familia do fator de transcricao E2F. O
complexo E2F-pRb ativado inibe a transcricdo de genes-alvo que regulam a sintese de
DNA. Com isso, temos a finalizagdo dos processos do “ponto de checagem” G1-S do
ciclo celular(17,.118),

Quando ocorre disfungdo da pl6, a CDK4/6 pode ligar-se a ciclina D1 e
formar o complexo CDK4/6 - ciclina D1, promovendo a fosforilagdo da pRb e
liberando o fator de transcricdo E2F, o qual acelera a transi¢do da fase G1-S do ciclo
celular, levando a instabilidade genomica (Figura 1). Desta forma, a pl6 contribui
para o escape dos “pontos de checagem” da senescéncia e apoptose e para a
proliferacdo celular descontrolada. No entanto, ha poucos estudos demonstrando a
expressdao da plé em carcinomas labiais(11% 120). Adicionalmente, até o presente
momento ndo foram encontrados trabalhos que demonstrem sua expressdao nas

queilites actinicas.

Impede a

fosforilagao

da pRb

P16 | oo o—— | P16 | CD4/6 I —>

plé Ciclina D1 |pm o> | Ciclina D1 CD4/6

alterada

ATP + pRb

Progressao

1 anormal do
E2F

II‘ ciclo celular

Figura 1. Papel da p16 e da CDK4/6 na regulacdo do ciclo celular.
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4.4. Proteina p21

A proteina p21, produto do gene TP21/WAFI1, membro da grande familia dos
genes supressores tumorais, ¢ um inibidor de CDK essencial para o crescimento
celular, diferenciacdo e apoptose. A expressao da p21 é regulada pela p53 em resposta
a danos ao DNA. A partir dai, ocorre associagdo da p21 a CDK, impedindo a
fosforilagdo de seus substratos e bloqueando a progressdo do ciclo celular. Esta
paralisagao dé a célula tempo para reparar o DNA, impedindo assim a replicacao de
material genético danificado(12).

A proteina p21 parece ser ativada em resposta a baixas doses de radiacdo
UVB(2Z124). A expressdao aumentada da p21 associada ao aumento da p53 tem sido
relatada em pele exposta aos raios UVB e no fronte de invasdo de carcinomas do
labio, bem como em labios normais, no entanto essa associacao foi perdida nas QA1
125,126). Em CEC de boca a expressao aumentada da p21 é considerada marcador de
mal prognostico e invasao tumoral(’?’), e quando associada ao aumento da expressao

da p53, sugere-se correlacdo com ocorréncia de metéstases linfonodais(129).

4.5. Survivina

A survivina faz parte das IAPs (“inhibitor apoptosis proteins”), familia de
proteinas capazes de bloquear a apoptose. Desde a sua descoberta em 1997, é
considerada como importante marcador de malignidade e indicador prognéstico de
resposta do cancer a terapéutica? 130, Em tecidos adultos, ha expressdo em
determinados tipos celulares, como células endoteliais e do timo, isto é, aquelas com
potencial mitogénico, diferente dos tecidos embriondrios em que a maioria a expressa
regularmente(1?? 131-135)  Acredita-se que a survivina seja importante no periodo de
replicagdo da célula, porém ndo é essencial para a sobrevida celular. Células adultas
humanas ndo morrem na auséncia da survivina, entretanto essa foi imprescindivel
para o processo de proliferacdo celular, contribuindo para a separagdo das
cromatides-irmas na mitose(130). Por outro lado, a expressividade da survivina foi
observada em diversas neoplasias, como o carcinoma nasofaringeano,
adenocarcinoma pancreatico, linfomas nao - Hodgkin de alto grau, carcinoma de

células escamosas de pulmdo, adenocarcinoma de mama, colorretal e préstata e
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cancer gastrico(12%, 137, 138) Poucos estudos tém investigado a expressdo de survivina
em neoplasias bucais associando sua expressdo a fenotipos tumorais mais agressivos
e invasivos. Apesar disso, ndo foi encontrada associagdo entre expressao de survivina
e idade, sexo, tamanho do tumor, presenca de linfonodos comprometidos e
metdstases a distancia(3%1%9). Ainda, nao foram encontrados estudos que demonstrem
a expressao dessa proteina em queilites actinicas e carcinomas espinocelulares do

labio.

4.6. Oxido Nitrico

E bem estabelecido que a produgio endégena de 6xido nitrico pode
desempenhar importante papel na progressdo das células, de displasia a franca
malignidade. O 6xido nitrico é um radical gasoso reativo sintetizado pela enzima
6xido nitrico sintase a partir do aminoacido L-arginina(40. 141). Trés isoformas de
6xido nitrico sintase calcio-dependentes ja foram identificadas, sendo duas delas
presentes fisiologicamente: a 6xido nitrico sintase neural e a endotelial, responsaveis
pela manutencdo da homeostase dos sistemas nervoso e cardiovascular,
respectivamente(4l). A terceira, uma proteina de peso molecular de 130 KDa, é
sintetizada mediante estimulos patologicos especificos, tais como o0s processos
inflamatorios e a progressdo tumoral, sendo, por isso, denominada 6xido nitrico
sintase indutiva (iINOS) (142 143). Uma vez sintetizada, a iNOS produz altos niveis de
6xido nitrico que reage rapidamente com o anion superéxido presente nas células
eucarioticas, resultando em anion peroxi-nitrito, que por ser uma molécula altamente
reativa, é capaz de gerar amplo espectro de lesdes no DNA(144),

Recentemente, a sintese de iNOS foi investigada na boca, e os resultados
mostraram-na ausente na mucosa normal(4%). Contrariamente, demonstrou-se
expressdo aumentada de iNOS em lesdes displasicas orais, sendo positivamente
correlacionada com o grau de displasia epitelial. Nos carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco humanos e bolsa jugal de hamsters, a expressao de RNAm de iNOS
foi predominantemente observada nas células tumorais. Esses resultados permitem

constatar que o 6xido nitrico favorece o crescimento tumoral, a angiogénese e
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promove metastases(45-148), Contudo, a importancia da expressao de iNOS durante o

processo de carcinogénese labial nado foi relatada até o presente momento.
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Artigo submetido aos Anais Brasileiros de Dermatologia

Queilite actinica e carcinoma espinocelular do labio: caracteristicas clinicas e
histopatolégicas e marcadores tumorais.

Actinic cheilitis and lower lip squamous cell carcinoma: clinical and histological
characteristics and tumor markers.

Renata Aparecida Martinez Antunes Ribeiro-Vieira, Eliana Maria Minicucci,

Mariangela Esther Alencar Marques, Silvio Alencar Marques

RESUMO: Queilite actinica € a principal lesdo pré neoplédsica do labio. O carcinoma
espinocelular do labio € incluido nas estatisticas brasileiras junto aos canceres de boca e em
conjunto representam 40% dos carcinomas de cabeca e pescoco. Ha certo desconhecimento
médico e odontoldgico quanto aos fatores relacionados a carcinogénese e progressdo de
tumores bucais. Genes de supressdo tumoral e proteinas regulatdrias de proliferagdo celular
exercem importante papel na evolucdo da queilite actinica para carcinoma espinocelular e
influenciam o comportamento bioldgico destas lesdes, o que torna imprescindivel o
conhecimento e a investigacdo de marcadores de diagndstico e progndstico.

PALAVRAS-CHAVE: Queilite actinica; Carcinoma espinocelular; Ciclina D1; p53, bcl-2, i-
NOS.

SUMMARY: Actinic cheilitis is the principal potentially malignant disorders of the lip. In
Brazilian, lip squamous cell carcinoma represent 40% of head and neck malignance tumors,
and it is included in the official statistics together of oral cancer. There are medical and
odontological unknowledgeable about carcinogenesis and oral cancer. Tumor suppressor
genes and cell proliferation regulatory proteins are important for the development of actinic
cheilitis and lip squamous cell carcinoma, therefore, is essential the knowledge and research
about of tumors markers for diagnostic and prognostic of these pathology.

KEYWORDS: Actinic cheilitis, Squamous cell carcinoma, Cyclin D1, p53, bcl-2, i-NOS
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INTRODUCAO

Os canceres de cabeca e pescogo representam 10% do total dos tumores malignos
diagnosticados sendo que aproximadamente 40% deles correspondem aos canceres de boca.'
O cancer de boca engloba aqueles do labio e da cavidade bucal. A estimativa do Ministério da
Satde para o Brasil em 2010 ¢ de 14.120 casos novos de canceres de boca, sendo 10.330 em
homens.'

A queilite actinica (QA) ¢ considerada desordem potencialmente maligna com
probabilidade de desenvolvimento para carcinoma espinocelular (CEC) invasivo do ldbio. H&
divergéncias em relagdo a frequéncia com que a QA se converte em CEC. A andlise
morfologica deste tipo de lesdo € subjetiva e ndo € suficiente para predizer, com seguranca,
quais lesdes irdo evoluir para um carcinoma oral. >

Devido a alta incidéncia de QA e CEC do ldbio na populagdo brasileira em geral,
auséncia de diagnoéstico clinico precoce e da dificuldade no diagnostico histopatoldgico
preciso, o presente artigo tem como objetivos revisar as caracteristicas clinicas e
histopatologicas e o papel dos genes de supressdo tumoral envolvidos na etiopatogenia dessas
lesdes e, ainda, contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no

processo de carcinogénese do labio.

1. Queilite Actinica

A queilite actinica é processo inflamatorio cronico que afeta, em 95% dos casos, os
labios inferiores, causado pela exposi¢do prolongada as radiagdes solares ou a radiagdo
ultravioleta artificial.* E considerada lesdo pré-maligna e de alta morbidade.*® Afeta
individuos de pele clara com historico de exposicdo solar cronica, podendo ocorrer em
qualquer idade.”” No entanto, as alteracdes clinicas sdo frequentemente observadas a partir da
5* década, visto que os danos causados pela radiacdo solar mostram-se cumulativos com o
passar dos anos. O tabagismo aumenta a probabilidade de evolugdo da queilite actinica para
franca neoplasia.8

Comparada a pele, na qual 5% a 10% da radia¢do ultravioleta sio refletidas e 70% sdo
absorvidas principalmente pela melanina, o 1abio apresenta menor protecdo devido ao epitélio
mais fino, delgada camada de queratina, menor quantidade de melanina e menor secre¢do das
glandulas sebaceas e sudoriparas, estando, portanto, mais sujeito aos danos causados pelas

radiacdes.’
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Clinica

Observa-se perda da nitidez do contorno labial, atrofia da borda do vermelhao do labio
e escurecimento da interface vermelhio do labio/pele da face (Figura 1). A medida que a
lesdo progride, areas asperas e escamosas desenvolvem-se, as quais se tornam espessadas,
particularmente quando se estendem para a linha umida do labio. Pode ocorrer ulceracdo focal
cronica em um ou mais locais, bem como lesdes leucoplasicas. '

A leucoplasia, a mais frequente forma de QA e a mais comum das alteragdes que
precede o carcinoma espinocelular na mucosa oral, é definida como placa branca de risco de

10,11

transformag¢do indefinido. Ha divergéncia na literatura em relagdo a frequéncia de

transformagdo para CEC, com estimativas entre 1,4% a 36%, em periodo de 1 a 30 anos. 10-12

Apesar da facilidade do diagndstico clinico precoce e dos meios preventivos
conhecidos e disponiveis, varios fatores sdo atribuidos ao diagndstico clinico tardio da QA,
tais como o desconhecimento da lesdo, a auséncia de dor, a aparéncia clinica inicialmente
inofensiva, bem como a falta de conhecimento de muitos profissionais que a consideram
apenas como processo inflamatério cronico.”” Por ocorrerem episodios agudos seguidos de
remissdo dos sinais € sintomas, muitos pacientes associam as alteracdes labiais ao 6nus da
profissdo, ndo a identificando como um processo inflamatorio cronico e as aceitando como
parte do contexto da atividade exercida, tanto quanto ter as maos calejadas ou a pele
bronzeada. A bidpsia € recomendada para os casos de QA que apresentam perda de nitidez da
linha de transi¢do do vermelhdo do labio para a pele, alteracdo da consisténcia do labio a
palpacio, alteracdo da espessura da semi-mucosa e presenca de ulceragio.'”

Histopatologia

A hiperqueratose (ou paraqueratose) e acantose sdo aspectos universais, embora areas
de atrofia ndo sejam raros (Figura 2). Na lamina prdpria encontram-se vasos sanguineos,
frequentemente dilatados, e com proeminéncia vascular decorrente do aumento do volume das
células endoteliais e ndo de sua proliferagdo. A presenca da elastose solar caracteriza-se como
sinal frequente e importante. Ainda na derme, observa-se a presenca de infiltrado inflamatdrio
de intensidade que pode variar de leve a grave sendo composto, predominantemente, de
linfdcitos, mas também com distinta participa¢do de plasmocitos e eosindfilos. A atipia dos
queratindcitos ¢ o aspecto mais importante e que gradualmente se instala no epitélio. Pode-se
encontrar desde os graus mais leves de displasia epitelial até os mais graves, sendo que o
potencial para o desenvolvimento do carcinoma invasivo aumenta proporcionalmente a
gravidade dessa alteracdo. As atipias celulares mais graves podem estar associadas a quadros

inflamatorios intensos, comumente observadas nas lesdes ulceradas, situacdes nas quais a
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distingdo diagnodstica entre QA e carcinoma superficial torna-se ainda mais dificil."
Importante salientar que as alteracdes histologicas da QA ndo sdo distribuidas de forma
uniforme pelo vermelhdo do labio, mesmo nos casos em que a apresentacdo clinica ¢
homogénea.14

Tratamento

As principais terapéuticas da QA visam remoc¢do ou destruicdo do epitélio alterado e
incluem a vermelhectomia, a aplicagdo tdpica de S-fluoracil (5-FU), a esfoliagdo quimica pelo
uso do acido tricloroacético, a crioterapia, a eletrocauterizacio, a ablagdo com laser de CO;, o
acompanhamento com fotoprote¢do intensa local e mais recentemente, a utilizagdo de
imiquimode, terapia fotodindmica e YAG-laser."”"’

A vermelhectomia € o tratamento de escolha por permitir revisdo histopatologica de
todo tecido removido, sendo considerada como bidpsia excisional. Todas as outras opcdes de
tratamento ndo produzem pega cirdrgica que permitam avaliagdo anatomopatologica e

5 . . . 14-16
consequente deteccdo da presenca de possivel tumor invasivo

No entanto, qualquer
tratamento somente serd efetivo se o paciente se conscientizar da importancia da fotoprotegao,

bem como da aderéncia as consultas periddicas para efetivo controle clinico da doenga.

2. Carcinoma Espinocelular do Labio

No Brasil, o cancer do labio assume papel importante nos indices epidemiologicos, no
entanto, ndo hd dados nacionais que mostrem sua incidéncia de forma isolada. Os dados
estatisticos disponiveis ¢ que devem ser considerados para este tipo de tumor sdo aqueles
apresentados para o cancer de boca.'

O cancer do labio corresponde a 25% a 30% das neoplasias de boca diagnosticados,
sendo o carcinoma espinocelular o tipo histolégico mais comum, correspondendo a 95% dos
casos, com prevaléncia no ldbio inferior vinte vezes maior que no labio superior.”®?
Apresenta maior incidéncia no sexo masculino na razdo de 6:1 em relagdo ao feminino e
acomete principalmente individuos acima dos 50 anos, de fototipos baixos e que exercem

10,20,21 5

atividade profissional e/ou de lazer relacionada a exposi¢do solar cronica. E incomum

em individuos jovens, mas tem sido observado em jovens transplantados renais ou naqueles
infectados pelo HIV.'%***

Quando diagnosticado em estdgio precoce, apresenta indice de cura de 80 a 90% e
taxa de mortalidade entre 10% e 15%.>* As metastases quando ocorrem, sio tardias e variam

. (g . . . 24-26
de 11 a 18%, e nestes casos a sobrevida média em cinco anos ¢ reduzida para 25%.
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A radiagdo ultravioleta (UV) tem aumentado progressivamente sua incidéncia sobre a
terra, sendo considerada a responsavel primaria na inducdo de alteragcdes no labio inferior
devido a sua intensa absor¢@o pelos acidos nucléicos. A maior parte dos danos é causada pela
UVB e decorre de alteragdes que impedem a transcricdo da informacdo genética para o
RNAm, bloqueando o mecanismo de duplicacdo do DNA, o que leva do ponto de vista
molecular a diminui¢do da atividade mitética e, do ponto de vista clinico a atrofia do epitélio
e redu¢do da capacidade fotoprotetora do labio.* Esses danos sdo causados por interagdo direta
com moléculas alvo ou indiretamente pela formagao dos radicais livres, os quais possuem alta
afinidade por elétrons e pontes de hidrogénio, sendo o DNA o alvo principal.’

Quando um tecido ¢ continuamente exposto a radiacdo ionizante, podera sofrer tanto
aberragdes cromossdmicas como cromatidicas, envolvendo duas ou uma das cromatides,
respectivamente, uma vez que a quantidade relativa dessas alteracdes depende do tipo, da
dose, do tempo e da velocidade de exposi¢do, bem como da sensibilidade das células afetadas
nos varios estagios do ciclo celular e da capacidade de reparo do DNA.>¢

Embora a radiagdo solar seja o fator de risco mais importante para o desenvolvimento
de lesdes no labio, ela ndo € tnica. Associam-se o tabagismo, o consumo abusivo do alcool, o
HPV, a raca, a predisposi¢do genética e familiar, estados de imunossupressio, dietas pobres e
fatores socioecondmicos.”” ™"

Clinica

O CEC do labio é considerado doenca de baixa agressividade e prognostico favoravel
pela sua tendéncia de crescimento lento. Inicialmente € assintomatico, podendo ser dificil de
distinguir de lesdes de QA. Manifesta-se como placa leucoplasica ou eritroplasica, atrdfica,
exibindo fissuras persistentes com areas de descamacdo ou crosta. Progressivamente
estabelece-se lesdo ulcerada de base infiltrada e limites nitidos. Em estdgios avancgados
apresentam dor associada a ulcera exsudativa, de bordos endurecidos, de base infiltrada, que
ndo cicatriza (Figura 3). Pode apresentar crescimento verrucoso exofitico, fridvel e
sangrante.'™>" A palpacio com dedos concomitantes na face mucosa interna e cutinea externa
auxilia a delimitar a verdadeira profundidade clinica da lesdo.’'

Histopatologia

O carcinoma espinocelular do 1dbio caracteriza-se histopatologicamente por ilhas ou
corddes invasivos de células epiteliais escamosas malignas. As células tumorais apresentam
citoplasma eosinofilico abundante com ntcleos grandes, muitas vezes hipercromdticos e
aumento da relacdo nucleo-citoplasma. Podem ser observados queratinizacdo individual das

células, pérolas de queratina e graus variados de pleomorfismo celular e nuclear.
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A invasdo ¢ caracterizada pela extensdo irregular do epitélio tumoral através da
membrana basal em direcdo do tecido conjuntivo do derma. Células escamosas epiteliais e
ninhos ou ilhas de células sdo observados crescendo sem ligagdo com o epitélio de superficie.
Estas células podem se estender de maneira expansiva ou infiltrativa profundamente para o
tecido adiposo subjacente, musculo, 0sso, vasos sanguineos e linfaticos, causando a
destruicdo tecidual (Figuras 4, 5 e 6). Frequentemente observa-se intensa resposta celular
inflamatoria, predominantemente linfocitéria, ao epitélio invasor e areas focais de necrose. O
crescimento da neoplasia € capaz de induzir angiogénese e, ocasionalmente, produzir resposta
de fibrose densa desmoplasica.’’

A classificagdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS baseia-se no grau
de anaplasia ou diferenciagdo celular, agrupando essas neoplasias malignas em trés
categorias: pouco, moderadamente e bem diferenciadas.’*>* Os CEC de baixo grau, grau I ou
bem diferenciados correspondem aqueles com arquitetura tecidual semelhante ao padrio
normal de epitélio escamoso. Essas neoplasias crescem lentamente e metastatizam
tardiamente. J4 os CEC pouco diferenciados, alto grau, grau III, pobremente diferenciados ou
anaplésicos caracterizaram-se pelo predominio de células imaturas, numerosas mitoses,
pleomorfismo celular e nuclear expressivos, pouca ou nenhuma producdo de queratina,
crescimento rapido e metéstases precoces. Um tumor com aparéncia morfologica entre esses
dois extremos ¢ denominado de carcinoma moderadamente diferenciado ou grau I1.°2>*

Considerando que o padrio histopatologico do CEC de boca apresenta grande variagio
dentro da mesma les@o, Bryne et al (1989) propuseram uma nova graduacdo histopatoldgica,
dando inicio a graduag¢do histologica do fronte de invasdo, sendo esta denominagdo reservada
para a area do tumor considerada a mais invasiva.>

O fronte de invasdo tumoral corresponde ao ponto de maior invasdo das células
neopldsicas no tecido conjuntivo, ou seja, a interface entre células tumorais e o estroma no
limite mais profundo da invasdo tumoral. E o local em que as células neoplasicas sdo mais
agressivas ¢ as alteragdes moleculares sdo mais evidentes, permitindo serem estudadas com
maior precisdo. Essa regido € caracterizada pelo aumento da proliferacdo neoplésica, perda da
coesdo das proteinas da matriz e invasdo local (Figuras 7 e 8). Vérios sdo os tipos celulares
compde esse sitio: células do sistema imune, células inflamatérias, além de miofibroblastos e
células endoteliais envolvidos com a neovascularizacdo.*®

O fronte de invasdo sinaliza o grau de diferenciacdo histoldgico do tumor, ao
considerar as caracteristicas da invasdo neoplasica e aqueles do microambiente do sitio de

invasdo. A agressividade das células do fronte de invasdo e sua interagdo com o
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microambiente extracelular podem ser considerados na composicdo de fatores de
prognéstico.*®

Tratamento

O tratamento do CEC do lébio ¢ baseado no sistema TNM, no qual “T” representa o
tamanho do tumor, “N” a presenca ou auséncia de metastase em linfonodos regionais e “M” a
presenca ou auséncia de metéstase a distancia.>

Estadios I (tumores menores que 2 cm) e II (entre 2 e 4 cm) sdo curdveis por cirurgia
ou radioterapia, sendo a escolha do tratamento baseada no resultado funcional e estético
esperado. Estadios III (tumores maiores que 4 cm) e IV (que invadem estruturas adjacentes)
sdo os grandes desafios. O tratamento recomendado é a cirurgia associada a radioterapia e
esvaziamento cervical. Tem-se utilizado, também, a quimioterapia associada a radioterapia e
cirurgia pelo método de Mohs (Tabela 1) e quando necessario, a cirurgia de resgate.

Estudos de seguimento apos cirurgia de Mohs mostraram indice de recorréncia de

, . 2426
2,3% e 7,6% de metastases em cinco anos.

Meétodos cirurgicos convencionais e
radioterapia proporcionaram indices de recorréncia de 10,5% e 13,7% de metastases para o
mesmo periodo de acompanhamento.”>’ A recorréncia local esta associada ao estadio inicial
do tumor, margem cirargica comprometida, invasdo histolégica acima de 5 mm, padrdo do
fronte de invasdo e existéncia de invasio perineural.”” O indice de sobrevida ap6s cinco anos ¢
de 90% a 100% para os estadios iniciais sem metastases detectaveis. Quando ha ocorréncia de

, . . , . . . 25.34-
metéstases ao diagnéstico o indice de sobrevida cai para 25% a 70% dos casos.”>~*>’

3. Marcadores Tumorais

Os disturbios na indugdo da apoptose (morte celular programada) sdo considerados o
evento inicial para desenvolvimento de canceres e doengas linfoproliferativas, ao permitir que
c¢lulas malignas tenham sobrevida e chance de multiplicacdo.

Diversas vias regulatorias da apoptose mostram-se alteradas em lesdes pré-malignas e
malignas. A rela¢do desordenada entre proliferacio e morte celular pode, muitas vezes,
predizer a evolucdo e o comportamento destas lesdes, além de fornecer informagdes sobre
progressdo tumoral e sobre a resposta as terapias contra o cancer.

Desta forma, a identificacdo de marcadores tumorais € importante e necessaria para se
definir com maior precisdo o prognostico da doenga. Contudo, ndo ha um tnico marcador

universalmente aceito, e sim um painel com niimero limitado de genes e proteinas.
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Proteina p53

A proteina p53 ¢ uma das proteinas responsaveis pela manutencdo da integridade do
DNA. Mutagdes no gene 7P53 tornam a p53 incapaz de controlar a proliferacdo celular,
resultando em reparo ineficiente do DNA e permitindo que muitas células expostas a agentes
mutagénicos repliquem o material genético danificado, propagando as mutacdes incorporadas
ao genoma. Embora uma unica mutacio ndo seja suficiente para transformar a célula, a perda
de fungdo da p53 predispde as células as mutagdes adicionais e & transformagdo maligna.*’

Os genes regulados pela p53 s@o os envolvidos na parada do ciclo celular, apoptose e
angiogénese. Em condi¢des de estresse, particularmente por indug¢do de dano no DNA, a
proteina p53 selvagem promove a parada do ciclo celular na fase G1, permitindo, desta forma,
o reparo do material genético danificado pelo agente mutagénico. Se, por algum motivo, este
mecanismo falhar, a p53 sinalizara para a célula entrar em apoptose, impedindo, assim, que
células que sofreram mutacdo se dividam. As fun¢des da proteina p53 sdo exercidas por sua
capacidade transcricional que ativa uma série de genes envolvidos na regulagdo do ciclo
celular. Portanto, quando a célula € exposta a agressdo genotoxica por agentes quimicos ou
por radiagdo UV, o gene TP53 ativa transcricionalmente o gene 7P21, induzindo a sintese da
proteina com o mesmo nome, cuja fungdo € inibir a acdo das quinases dependentes de ciclinas
(CDK), fazendo com que as células parem na fase G1 do ciclo celular até que o DNA seja
reparado. A seguir, a proteina p53 ativa o gene GADD-45 que atua corrigindo a lesdo do
DNA. Assim que esta for reparada, a proteina p53 é degradada pela acdo da proteina mdm-2.*
A p53 selvagem tem meia vida curta (6-20min), ndo se acumula em células normais, nao
sendo detectada por métodos imunoistoquimicos.

Mutagdes no gene 7P53 levam a producdo de proteina p53 alterada, com meia vida
longa, sem capacidade de se combinar com o DNA e que se acumula no ntcleo celular, sendo
facilmente visualizada por métodos imunoistoquimicos

Anormalidades no gene TP53 sdo as alteracdes moleculares mais comuns encontradas
nas neoplasias humanas. Sugere-se que o 7P353 esteja mutado em mais de 90% dos CEC da
pele ¢ em mais de 50% dos carcinomas basocelulares.*” A expressdo da proteina p53 no
tecido bucal, revelada pela imunoistoquimica, associa-se positivamente ao grau de displasia

42-44

epitelial bem como a progressdo para carcinoma espinocelular de boca. Também, tem sido

relada expressdo aumentada da p53 em CEC do labio e nas lesdes de queilite actinica.”™
Proteina pl6
A proteina pl6 é codificada pelo gene 7P16 (CDKN2a/INK4a), também conhecido

como gene supressor tumoral inibidor das CDK. No ciclo celular normal esta proteina € capaz
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de se ligar as CDK 4 ¢ 6, inibindo a fosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb). A pRb
hipofosforilada inibe a entrada da célula na fase S do ciclo celular pela associagdo fisica com
membros da familia do fator de transcricdo E2F. O complexo E2F-pRb ativado reprime a
transcricdo de genes-alvo que regulam a sintese de DNA com consequente ativacdo do
sistema de checagem (checkpoint) na transi¢do G1-S do ciclo celular.*®

Quando ocorre disfungdo da pl6, a CDK4/6 pode ligar-se a ciclina D1 e formar o
complexo CDK4/6 - ciclina D1, promovendo a fosforilacdo da pRb e liberando o fator de
transcrigdo E2F, o qual acelera a transicdo da fase GI1-S do ciclo celular, levando a
instabilidade gendmica (Figura 9 ).*® Assim, a p16 contribui para o escape dos “checkpoints”
da senescéncia e apoptose e para a proliferacdo celular descontrolada.

A expressdo da pl6 € anormal em grande parte dos tumores solidos. Em carcinomas
primarios, a inativacdo somatica do 7PI6 (delecdo ou mutagdo) tem sido relatada
principalmente em céanceres de pancreas e esdfago, glioblastoma e leucemia linfoblastica
aguda de células T. Além disso, outros tumores, incluindo os de cabega e pesco¢o, mama,
colon e tumores de bexiga, com aparente exons do 7P/6 normais, frequentemente nao
expressam a proteina.

Proteina p21

A proteina p21, produto do gene TP21/WAFI, ¢ membro da familia dos genes
supressores tumorais. Atua como inibidor de CDK essenciais para o crescimento celular,
diferenciagdo e apoptose. A expressdo da p21 ¢é regulada pela p53 em resposta a danos no
DNA. A partir dai, ocorre associacdo da p21 a CDK, impedindo a fosforilagdo de seus
substratos e bloqueando a progressdo do ciclo celular. Esta paralisagdo dé a célula tempo para
reparar o DNA, impedindo assim a replicagdo de material genético danificado.”’

A proteina p21 ¢ ativada em resposta a baixas doses de radiacdo UVB. A expressdo
aumentada da p21 associada ao aumento da p53 tem sido detectada na pele exposta aos raios
UVB e no fronte de invasdo de carcinomas de labio, bem como em labios normais, no entanto
essa associa¢do foi perdida na QA.* Em CEC de boca, a expressio aumentada da p21 é
considerada marcador de mal progndstico e invasdo tumoral, e quando associada ao aumento
da expressdo tecidual da p53, sugere-se correlacdio com a ocorréncia de metastases
linfonodais.*

Survivina

A survivina faz parte da familia das IAPs (“inhibitor apoptosis proteins”). Desde a sua
descoberta em 1997, ¢ considerada como importante marcador de malignidade e também

indicador prognéstico de resposta do cancer a terapéutica.’’ Acredita-se que a survivina seja
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importante no periodo de replicacdo da célula, porém nao € essencial para a sobrevida celular.
Células adultas ndo morrem na auséncia da survivina, entretanto a mesma ¢ imprescindivel
para o processo de proliferacdo celular, contribuindo para a separa¢do das cromatides-irmas
na mitose. Por outro lado, a imunomarcacdo aumentada da survivina foi observada em
diversas neoplasias, como linfomas ndo - Hodgkin de alto grau, carcinoma nasofaringeo,
carcinoma de células escamosas de pulmdo, adenocarcinoma pancreatico, de mama,
colorretal, prostata e cancer gastrico.” Estudos sobre a expressdo de survivina em neoplasias
bucais associam a imunomarcac¢do a fenotipos tumorais mais agressivos e invasivos. Apesar
disso, ndo foi encontrada associa¢do entre expressdo de survivina em CEC de boca e tamanho
do tumor, grau de displasia, presenca de linfonodos comprometidos e metéstases a distancia.”'

i-NOS

A producdo enddgena de oOxido nitrico pode desempenhar importante papel na
progressdo das células, de displasia a franca malignidade. O 6xido nitrico ¢ um radical gasoso
reativo sintetizado pela enzima 6xido nitrico-sintase a partir do aminodcido L-arginina. Trés
isoformas de 0xido nitrico-sintase calcio-dependentes ja foram identificadas, sendo duas delas
presentes fisiologicamente: a 6xido nitrico-sintase neural e a endotelial, responsdveis pela
manuten¢do da homeostase dos sistemas nervoso e cardiovascular, respectivamente. A
terceira, uma proteina de peso molecular de 130 kda, € sintetizada mediante estimulos
especificos tais como processos inflamatérios e progressdo tumoral, sendo denominada 6xido
nitrico-sintase indutiva (i-NOS).>* Uma vez sintetizada, a i-NOS produz altos niveis de 6xido
nitrico que reage rapidamente com o anion superoxido presente nas células eucaridticas,
resultando em anion peroxi-nitrito, que por ser uma molécula altamente reativa é capaz de
gerar amplo espectro de lesdes no DNA.>

A sintese de i-NOS demonstrou-se ausente na mucosa normal da boca. Entretanto,
demonstrou-se expressdo aumentada de i-NOS em lesdes displasicas orais, sendo
positivamente correlacionada com o grau de displasia epitelial.>* Nos carcinomas
espinocelulares de cabega e pescogo humanos e experimental da bolsa jugal de hamsters, a
expressdo de RNAm de i-NOS foi predominantemente observada nas células tumorais. Esses
resultados permitem constatar que o oOxido nitrico favorece o crescimento tumoral, a
angiogénese e promove metéstases.>

Proteina bcl-2

A familia bcl-2 (B-cell lymphoma 2) consiste de proteinas antiapoptose (bcl-2, bel-x1,
bcl-w, bfl-1, brag-1, mcl-1, a-1) e proteinas pro-apoptose (bax, bak, bcl-xs, bad, bid, bik, hrk),

que participam da via intrinseca da apoptose e estdo localizadas na membrana mitocondrial do
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56,57

envelope nuclear ou no reticulo endoplasmatico. Altos niveis de bcl-2 previne a

ocorréncia de apoptose e sua expressdo aumentada esta associada ao curso clinico agressivo

3738 Por outro

de neoplasias, resisténcia a quimioterapia ou radioterapia e menor sobrevida.
lado, altos niveis de bax resultam em indug¢@o de apoptose e melhor comportamento clinico da
neoplasia.”’”® Na boca, o epitélio displasico e o epitélio de borda de lesdo do CEC mostram
forte imunomarcagdo para bcl-2, enquanto bax é pouco expressa. Também, ha significante
imunomarca¢do de bcl-2 nos casos de CEC indiferenciados. J4 nos bem diferenciados ha
imunomarcagio mais expressiva para bax.’®>"

Alguns estudos demonstraram expressdo aumentada de bcl-2 em queilite actinica
quando comparada a mucosa oral normal ¢ diminuida quando comparada a mucosa labial
normal, ao contrario de bax que ndo se mostrou alterada, embora com tendéncia estatistica a
exibir imunomarcacdo mais acentuada no epitélio displasico da queilite actinica. Tais achados
sugerem que a radiaco ultravioleta pode modular a expressdo de bcl-2 na queilite actinica,
induzindo mecanismos pro-apoptoticos como tentativa de eliminar os efeitos nocivos
causados pela exposicdo solar.”*’

Maspin

Maspin (mammary serine protease inhibitor) ou serpin B5 € proteina pertencente a
grande familia das proteinas serpin (serine protease inhibitor) que compreendem proteinas
inibidoras de proteases.”” A maspin tem fun¢io relacionada a supressdo tumoral, inibicdo da
angiogénese ¢ inibi¢do da invasdo e metastatizacdo do tumor. Ou seja, a expressdo de maspin
no tecido se correlaciona inversamente com o comportamento maligno da neoplasia. Em
principio, a maspin estd expressa em células normais, € com expressdo reduzida ou ausente
em células displasicas e tumorais, respectivamente, podendo ser utilizada como marcador de
progndstico de invasdo tumoral. Em carcinoma de mama e carcinoma de prostata a
imunodetec¢do de maspin esta relacionada ao melhor progndstico. O mesmo ja foi observado
em relagdo ao CEC de cabeca e pescogo e CEC da lingua.

Em queilite actinica a imunomarcagdo da maspin € inversamente proporcional ao grau
de displasia celular das células da epiderme.”® Portanto, a maspin poderia ser util na avaliagdo
do progndstico evolutivo da queilite actinica. Em relagdo ao CEC do ldbio observou-se
intensa imunomarcag¢do da maspin, tanto na neoplasia em si, em praticamente todas as células,
quanto no epitélio adjacente ao tumor.”” Esse achado, de certa forma paradoxal, sugere a

necessidade de investigagdes adicionais quanto a imunomarcagdo e o papel da maspin na

queilite actinica e CEC do labio.
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CONCLUSAO

Do exposto, os autores salientam a frequéncia e a importancia da queilite actinica
como desordem potencialmente maligna, que com constantemente ¢ negligenciada por
pacientes e profissionais da drea médica e odontoldgica. Demonstram a conexdo do cancer do
labio com a existéncia prévia da queilite actinica, a importancia do diagndstico precoce no
progndstico e chamam a atengdo para a gravidade do carcinoma espinocelular do labio
quando diagnosticado em estadios III-IV. Salientam ainda a importancia do conhecimento e o
estudo dos marcadores tumorais para a compreensdo da histdria natural do cancer do labio. E,
ainda, sugerem o papel da imunomarcagdo em casos de queilite actinica com maior grau de

displasia histologica como auxiliar no progndstico desta enfermidade.
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Tabela 1 - Classificacdo dos tumores de cabeca e pescoco por estadios e formas de
tratamento.

Estadio Tamanho Metastase  Metastase Formas de tratamento
do do tumor em a
Tumor linfonodos  distancia
I T, No M, Cirurgia ou radioterapia
11 T, No My Cirurgia ou radioterapia
111 T; No My Ressecaveis: cirurgia + radioterapia
T, Ny My Irressecaveis: radioterapia, se
necessario  cirurgia de resgate;
T, Ny My radioterapia + quimioterapia, se
necessario cirurgia de resgate.
T; N; M,
v T4 No, Ny My Idem estadio 11
Qualquer T N2a,b,c, N3 M()

Qualquer T Qualquer N M,

T, . tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensdo; T, . tumor com mais de 2 cm até 4 cm; T; .
tumor com mais de 4 cm; T4 - tumor invade as estruturas adjacentes. N, - auséncia de metastase em
linfonodos regionais; N;- linfonodo homo-lateral, tinico < 3 cm; Nj, - linfonodo homo-lateral, unico >
3-6 cm; Ny,- linfonodo homo-lateral, multiplo < 6 cm; Ny, - linfonodo bilateral, contra-lateral, < 6 cm;
N;- linfonodo > 6 cm. M, auséncia de metastase a distdncia; M; presenca de metastase a distancia.

Figura 1. Queilite actinica: edema do labio inferior e apagamento dos limites do vermelhdo do labio.
Edema, eritema e descamacao do labio superior.

Figura 2. Queilite actinica: hiperceratose, atrofia da epiderme, displasia epitelial, elastose solar e
vasodilatacdo. HE X 200.
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Figura 3. Carcinoma espinocelular: lesdo ulcerada, recoberta por crosta e de base infiltrada.
Figura 4. Carcinoma espinocelular bem diferenciado: invasdo do tipo expansiva, com clara
delimitagdo do fronte de invasdo. HE X 100.

Figura 5. Carcinoma espinocelular pouco diferenciado: infiltragcdo do estroma com fronte de invaséo
sem clara delimitacdo. Infiltrado inflamatdrio ativo e expressivo. HE X 200.

Figura 6. Carcinoma espinocelular pouco diferenciado: infiltragdo do estroma com blocos de células e
células isoladas. Infiltrado linfoplasmocitario ativo. HE X 400.

Figura 7. Carcinoma espinocelular: clara delimitacio do fronte de invasdo de padrdo expansivo com
auxilio da imunomarcagdo. Citoqueratina X 200.

Figura 8. Carcinoma espinocelular: clara delimitagdo de fronte de invasdo de padrdo infiltrativo com
blocos de células. Citoqueratina X 200
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Queilite actinica: classificacio clinica, correlacio histologica e imunoistoquimica.

Actinic cheilitis: clinical classification, histological and immunohistochemical

correlation.

Renata Aparecida Martinez Antunes Ribeiro-Vieira, Eliana Maria Minicucci, Mariangela

Esther Alencar Marques, Silvio Alencar Marques

RESUMO

Diversos estudos sobre desordens potencialmente malignas tém sido realizados
objetivando definir suas caracteristicas histopatologicas e com isto obter informag¢des mais
precisas sobre a evolugdo e o progndstico dessas alteragdes. Existe grande dificuldade de se
correlacionar o aspecto clinico da queilite actinica (QA) com o grau correspondente de
alteracdes histologicas, o que contribui para subestimar a importancia dessas lesdes levando
ao seu diagnodstico tardio. O objetivo desse estudo foi avaliar as caracteristicas clinico
patolégicas da QA e sua correlagdio com a expressdo imunoistoquimica de proteinas
envolvidas na apoptose como a p53, p21, pl6, survivina, bem como a expressao de i-NOS,
além de propor classificagdo de gravidade clinica para essas lesdes. Foram avaliados 31 casos
de QA e 29 casos de mucosa oral normal. Os fototipos de I-III constituiram 97,2% da
amostra, com predominio do sexo masculino e profissdes relacionadas a exposi¢do solar
cronica. A presenca de vasodilatagdo foi o Uinico achado histologico que se correlacionou com
a gravidade clinica. Displasia epitelial e elastose solar estiveram presentes em grande parte da

amostra, independente da gravidade clinica. Houve aumento da imunoexpressao da p53, p21,
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i-NOS e survivina citoplasmatica, o que evidencia o papel destas proteinas nos eventos
iniciais da carcinogénese labial, sugerindo o alto risco de transformac¢do maligna nas lesdes

avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: Queilite actinica; Apoptose; p53; p21; p16; Survivna; i-NOS

SUMMARY

For information about evolution and prognostic of potential malignant disorders
researches have available histopathological characteristics of this lesion. One of the most
important cause of late diagnose of is the difficulty to correlate the clinical aspects of the
actinic cheilitis (AC) with the histological abnormalities. The objective of this study was
propose a classification of AC based of clinical severity and to evaluated the clinical and
histopathological characteristics of AC and the correlation with the immunohistochemical
expression of the proteins evolved with apoptosis p53, p21, p16, survivina and i-NOS. Thirty
one cases of AC and 29 cases of normal oral mucosa were available. There were masculine
predominance, 97,2% of the cases were skin phototypes I-I1I, and the professions related of
chronic sun exposition. The clinical severity was correlated of vasodilatation. Epithelial
dysplasia and solar elastose were present independent of clinical severity. It was observed
increased of immunoexpression of p53, p21, i-NOS e cytoplasmatic survivina. These results

suggest the role of these proteins in initial stage of labial carcinogenesis.

KEYWORDS: Actinic cheilitis; Apoptosis; pS3; p21; p16; Survivin; i-NOS.
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Introducio

Os canceres de cabeca e pescoco representam 10% dos tumores malignos
diagnosticados, sendo que aproximadamente 40% correspondem aos canceres de boca'’. O
cancer de boca engloba os tumores do labio e os da cavidade bucal, o que o torna o sétimo
mais frequente dentre os tumores malignos. Os dados epidemiologicos € o progndstico deste
tumor permaneceram ruins e praticamente inalterados nas ultimas décadas devido ao estadio
clinico avangado no momento do diagnostico, o que acarreta tratamentos onerosos, agressivos
¢ mutiladores, comprometendo a qualidade de vida dos pacientes'”. Esses dados mantém os
canceres de boca como problema de satde publica no Brasil.

O carcinoma espinocelular (CEC) do labio representa aproximadamente um quarto de
todos os tumores de mucosa/semimucosa da regido de cabega e pescogo®, assumindo especial
importancia nos paises onde a exposicao solar ¢ intensa e a composi¢do étnica da populagdo o
favorece, ja que a intensidade da radiagdo ultravioleta e fototipos baixos se constituem nos
principais fatores de risco para o desenvolvimento desse carcinoma.

A queilite actinica (QA) ¢ lesdo pré-maligna do ldbio, precursora do carcinoma
espinocelular do 1abio, particularmente do labio inferior, causada pela exposi¢do cronica a
radiagdo ultravioleta presente na luz solar. A QA ocorre principalmente em homens de pele
clara com historico de exposi¢do de origem ocupacional. Pode ocorrer em qualquer idade, no
entanto, as alteragdes clinicas sdo mais frequentemente observadas a partir da 5* década.
Embora o principal fator etiolégico seja a exposi¢do solar cronica, outros fatores
carcinogénicos, entre eles o tabagismo, aumentam a probabilidade de evolucido da QA para o
CEC do labio”.

Os aspectos clinicos da QA sdo variaveis podendo apresentar perda da nitidez do
contorno labial, atrofia da borda do vermelhdo do labio e escurecimento da interface
vermelhdo do ldbio/pele da face. Com a progressdo da lesdo observam-se areas asperas e
escamosas. Pode ocorrer ulceragdo focal cronica em um ou mais locais, bem como lesdes
leucoplasicas® . A leucoplasia ¢ uma das mais frequentes expressdes clinicas da QA e a mais
comum das alteracdes que precede o carcinoma espinocelular do 1dbio, sendo definida como

placa branca de risco de transformacao maligna”’™. Entretanto, h4 divergéncia na literatura em
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relagdo a frequéncia com que leucoplasias se convertem em carcinoma espinocelular, a qual ¢
estimada entre 1,4% a 36%, em periodo de 1 a 30 anos"'*"?.

Apesar da aparente facilidade do diagnostico clinico e dos meios preventivos
conhecidos e disponiveis para a populagdo de risco, varios fatores sdo atribuidos ao
diagnostico clinico tardio da QA, entre eles o desconhecimento médico e odontolégico quanto
a potencialidade de transformag¢do maligna da lesdo. Outro fator, também preponderante, ¢ a
interpreta¢do de cardter benigno que os pacientes imputam ao quadro, interpretando-o como
algo inerente a exposi¢cdo profissional cronica ao sol e que gera apenas desconforto e aspecto
inestético.

Os achados histologicos principais incluem a hiperqueratose, hiperplasia, atrofia,
elastose solar, infiltrado inflamatério que pode variar de discreto a intenso e vasodilatacdo. E
importante salientar que diferentes areas em um mesmo corte histologico exibem lesdes mais
pronunciadas, locais denominados de “hot spot lesions” onde as possibilidades de existéncia
de displasia grave, carcinoma espinocelular in sifu € mesmo carcinoma espinocelular
microinvasivo devam ser consideradas.

O carcinoma do 14abio apresenta distinta etiopatogénese e epidemiologia e apesar dos
fatores de riscos para essa neoplasia serem bem reconhecidos, poucos estudos tem investigado
a base molecular do seu desenvolvimento"*'®. O cancer se origina do actimulos de alteragdes
genéticas e/ou epigenéticas que promovem situacdes de desequilibrio entre o controle do
crescimento celular e apoptose, o qual ¢ regulado por uma série de genes e proteinas, dentre
elas a p53,apl6,ap2l, ai-NOS e a survivina.

Anormalidades no gene 7P53 sdo as alteragdes moleculares mais comuns encontradas
nas neoplasias humanas'”. A expressdo da proteina p53 no tecido bucal, revelada pela
imunoistoquimica, tem sido associada ao grau de displasia epitelial bem como a progressao
para carcinoma espinocelular de boca**?. Também, tem sido relatada expressio aumentada
da p53 em CEC do labio e QA®*".

A proteina p16 ¢ codificada pelo gene 7P/6 (CDKN2a/INK4a), também conhecido
como gene supressor tumoral inibidor das quinases dependentes de ciclinas (CDK) que
contribui para o escape dos “pontos de checagem” da senescéncia e apoptose € para a
proliferag¢do celular descontrolada. No entanto, hd poucos estudos demonstrando a expressao
da p16 na carcinogénese labial e ndo ha relatos na literatura que abordem a expressdo da p16
na queilite actinica.

A proteina p21, produto do gene supressor tumoral 7P21/WAF1, ¢ um inibidor de

CDK essencial para o crescimento celular, diferenciagdo e apoptose. A expressdo da p21 ¢
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regulada pela p53 em resposta a danos ao DNA. A expressdo aumentada da p21 associada ao
aumento da p53 tem sido relatada em pele exposta aos raios UVB e no fronte de invasdo de
carcinomas do labio, bem como em labios normais, mas nido nas QA(27'29). No entanto, ha
dados escassos na literatura abordando a expressao dessa proteina na queilite actinica.

A survivina ¢ proteina inibidora da apoptose considerada como marcador de
malignidade e indicador de prognostico. Estudos a associam a fendtipos tumorais mais

: ; : 30, 31
agressivos € 1nva51vos( ’ ).

No entanto, ainda, ndo foram encontrados estudos que
demonstrem a expressdo dessa proteina em queilites actinicas € mesmo nos carcinomas
espinocelulares do labio. Outra proteina de interessante investigacdo ¢ a 6xido nitrico sintase
indutiva (i-NOS), pois a produgdo endogena de 6xido nitrico pode desempenhar importante
papel na progressdo das células, de displasia a franca malignidade. O 6xido nitrico ¢ um
radical gasoso reativo sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintase a partir do aminoéacido L-
arginina®” *>. A sintese de i-NOS mostrou-se ausente quando pesquisada na mucosa normal
da boca®?. Porém, demonstrou-se aumentada em lesdes displasicas orais, sendo positivamente
correlacionada com o grau de displasia epitelial®”, o que motiva o seu estudo nas lesdes de
queilite actinica.

Poucos sdo os estudos que associam os achados clinicos da QA e a gravidade dos
mesmos com seus correspondentes histopatologicos e imunoistoquimicos. Os autores se
propuseram a estudar as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e imunoistoquimicas da QA
no sentido de estabelecer parametros de correlagdo histoldgica frente a determinadas
caracteristicas clinicas ou conjunto delas; e ainda de associar a presenca de imunomarcagdo de

determinados marcadores tumorais com alteracdes histologicas e clinicas.

Pacientes e métodos

Trata-se de estudo observacional, transversal, de pacientes com QA diagnosticados
clinicamente no ambulatério de Estomatologia do Departamento de Dermatologia e
Radioterapia da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista
(FMB-Unesp). Os fatores de exclusdo a participagdo no estudo foram: a historia de tabagismo,

(33) e, o estado de

vigente no presente ou nos ultimos 10 anos antecedentes a consulta
imunossupressdo, independente da etiologia. Todos os pacientes incluidos no estudo deram
seu consentimento por inscrito, pos-informados. O presente trabalho foi aprovado na
Comissdo de Etica em Pesquisa da FMB - Unesp, onde estd registrado sob numero de
protocolo 2.900. Igualmente foi aprovado e recebeu subsidios para sua elabora¢do da agéncia

de fomentos — Fapesp, sob nimero 2009/52982-6.
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As etapas do estudo constituiram-se em:
1. Estudo demografico e de fototipo:

Foram estudadas as varidveis demograficas segundo sexo, idade e atividade
profissional /ocupagdo, e a definig¢do, por unico pesquisador, do fototipo do paciente segundo
a classificacdo de Fitzpatrick®®.

2. Observacao clinica:

Os pacientes foram consultados e estudados no periodo de abril de 2007 a abril de
2008, sendo o critério de sele¢do a presenca de lesdo compativel com QA. Os pacientes que
preencheram os critérios de inclus@o e exclusdo eram fotografados e forneciam dados para o
preenchimento do protocolo de investigagao.

3. Biopsia:

Os pacientes foram submetidos a biopsia para confirma¢do do diagndstico e estudo
das variaveis histopatologicas e imunoistoquimicas. Foram retirados dois fragmentos tipo
“shaving” que incluiram toda a espessura do epitélio e por¢do do cdrio da lesdo clinicamente
suspeita e da mucosa controle.

Os fragmentos de lesdo de QA (31 pacientes) e de mucosa labial normal adjacente
(29 pacientes) foram obtidos no mesmo momento cirurgico € sob mesmo ato anestésico.

Todos os espécimes foram fixados em formalina tamponada a 10%, processados e
incluidos em parafina, para confeccdo de cortes histologicos com espessura de 4um. O
processamento histotécnico seguiu as etapas bdsicas para a coloracdo de hematoxilina e
eosina (HE). A avaliagdo das laminas, coradas em HE ou imunomarcadas, foi realizada
através de microscopio Optico por trés observadores de forma concomitante, segundo
protocolo de interesse.

4. Critérios para o diagnostico clinico e classifica¢do da queilite actinica:

Para os estudos de correlagdo clinica-histopatologica os pacientes foram avaliados
segundo a presenga das alteracdes da mucosa labial fotoexposta, de acordo com roteiro
descrito abaixo:

e Alteragdes de cor da lesdo: branca ou branca com areas intermediadas de vermelho.
e Alteragdes da superficie da lesdo: exulcerada e/ou ulcerada ou nao ulcerada.
e Aspecto da lesdo, podendo ocorrer uma ou mais caracteristicas simultaneamente e
subdivididas em:
= Atréfico: aspecto apergaminhado, sem brilho;

= Descamativo: esfoliagdo espontanea, difusa ou localizada;

66



Ribeiro - Vieira R.A.M.A. Artigo Cientifico 2

Perda de definicdo do vermelhdo do labio: auséncia parcial ou completa de
delimitacdo entre a contigliidade da pele e o vermelhao do labio inferior;

Presenca de fissura: solugdo de continuidade linear, superficial ou profunda
disposta perpendicularmente ao maior eixo do labio;

Presenga de edema / infiltragdo: aumento de volume e/ou consisténcia do labio a
palpagdo;

Presenga de crosta: concre¢do de coloragdo amarelada ou avermelhada;

Presenca de leucoplasia: area esbranquicada, ndo removivel mecanicamente,

podendo ser bem delimitada ou apresentar limites imprecisos.

A partir da identificacdo das caracteristicas clinicas acima citadas, utilizou-se o

conceito de gravidade clinica das lesdes, definidas em leve, moderada ou grave, segundo:

Leve, equivalente a presenga de até trés alteracdes clinicas;
Moderada, equivalente a presenca de quatro a cinco alteragdes clinicas;
Grave, equivalente a presenca de pelo menos seis alteracdes clinicas das descritas

acima.

5. Critérios para o diagndstico histopatolégico da queilite actinica:

Baseado em Markopoulos (2004)°” ¢ Abreu (2006)°"), as alteracdes histopatologicas

analisadas segundo a presenga ¢ a intensidade da alteragdo, para posterior correlagdo com os

aspectos clinicos da QA, foram:

Hiperqueratose,

Paraqueratose/ortoqueratose,

Hiperplasia da epiderme,

Atrofia da epiderme,

Ulceracgao,

Displasia epitelial, a contar da camada imediatamente superior a camada basal,
Numero de mitoses, a contar da camada imediatamente superior a camada
suprabasal,

Numero de células em apoptose, a contar da camada imediatamente superior a
camada suprabasal,

Elastose solar,

Infiltrado inflamatério na derme,

Vasodilatacao.
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Conforme a presenca e intensidade dessas alteragdes, os achados histologicos foram
classificadas segundo critério de gravidade de 0 a 3, sendo: (0) sem alteracdo, (1) alteragdo
leve, (2) moderada, (3) grave. Foi considerado para andlise todo o corte histolégico presente
na lamina e analisadas de forma concomitante por trés observadores.

6. Estudo imunoistoquimico:

Para a reacdo imunoistoquimica foram utilizados imunomarcadores das proteinas
p53, pl6, p21, survivina e i-NOS (Tabela 1) em cortes de 3um. A peroxidase endogena foi
bloqueada em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos, sendo utilizado o
CINtec Kit (Ref. 9511 - MTM Laboratories AG, Heidelberg, Germany) para o pl6. Em
seguida foi realizada a recuperagdo antigénica pelo calor, utilizando-se cdmara de pressdo
(Pascal — DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) onde as laminas, submersas em solugdo de
acido citrico 0,0lmM pH 6.0 permaneceram por 15 minutos. A recuperacdo antigénica para o
pl6 foi realizada em tampao TRIS/EDTA, pH 9 (CINtec Kit Ref. 9511 - MTM Laboratories
AG, Heidelberg, Germany), entre 95-99°C, em banho-maria por 10 minutos Os cortes, entdo,
receberam os anticorpos primarios previamente diluidos, permanecendo incubados por 18
horas em camera umida a 4°C, com exce¢do do pl6 (pronto para uso) que permaneceu
incubado por 30 minutos. Logo ap0s, os cortes foram incubados com anticorpos secundario e
tercidrio por 30 minutos cada um, a temperatura ambiente (ADVANCE HRP Detection
System - DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA e CINtec Kit Ref. 9511 - MTM
Laboratories AG, Heidelberg, Germany). Como revelador, foi utilizado o cromdgeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB) (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA e CINtec Kit Ref. 9511 -
MTM Laboratories AG, Heidelberg, Germany) e para contra coloragdo, hematoxilina de
Harris. Os cortes foram lavados em agua corrente por 5 minutos e desidratados em cadeia
ascendente de etanol. Foi realizada a diafanizagdo em xilol e montagem da ldmina em resina
sintética. Para controle negativo foi omitido o anticorpo primdrio € para o controle positivo
foram utilizados espécimes previamente estudados e de referéncia do laboratério do
Departamento de Patologia da FMB - Unesp.

Apds a imunomarcacdo, foram avaliadas todas as laminas dos casos de QA e casos
controle. A presenca e expressio da imunomarcacdo foram definidas por método
semiquantitativo, sob observacdo de todo o corte representativo da lamina, em aumento de
200X, por trés avaliadores de forma concomitante e sua avaliagdo dada pelo padrdo
predominante. A leitura da imunomarcagao recebeu valores equivalentes a: valor 0 — auséncia
de imunomarcacdo ou imunomarcag¢do < 5% das células do corte examinado; valor 1 —

presenga de imunomarcagdo em até 25% das células; valor 2 — presenga de imunomarcacio de
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26% a 50% das células; valor 3 - presenca de imunomarcacdo de 51% a 75% das células; e,
valor 4 - presenca de imunomarcagdo > 75% das células. Foram consideradas como positivas
todas as células tumorais com coloracdo castanha intranuclear e/ou citoplasmatica,
independente da intensidade da imunomarcagao”.

6.1. Analise estatistica:

Foi utilizado o Software SAS for Windows versdo 9.2 para andlise dos dados. Para
associagdo entre as variaveis clinicas e histopatologicas da QA foi utilizado o teste Exato de
Fisher e coeficiente de Correlagdo de Spearman. Os mesmos testes foram utilizados para
associagdo entre os imunomarcadores e as variaveis clinicas e histopatologicas. Para a
comparacdo multipla dos anticorpos nas camadas epiteliais e nos grupos foi utilizado o

modelo linear generalizado assumindo distribui¢do Poisson e o teste para a diferenga dos

minimos quadrados médios, assumindo p<0,05.

Resultados
Estudo clinico e anatomopatolégico

Foram estudados 31 fragmentos de QA e 29 fragmentos de mucosa oral normal. Os
dados referentes aos registros completos dos mesmos estdo apresentados no apéndice 1,
segundo dados demograficos, clinicos e histopatologicos.

A média de idade dos pacientes foi de 61,93+12,45 anos (minimo de 28 e maximo de
80 anos). Houve predomindncia do sexo masculino, sendo 25 homens (80,65%) e seis
mulheres (19,35%).

Segundo o critério de gravidade clinica utilizado, 15 (48,39%) lesdes foram
classificadas como QA leve, nove (29,03%) como QA moderada e sete (22,58%) como QA
grave. Nao houve associagdo significativa entre a classificagcdo clinica das queilites actinicas,
segundo a gravidade, e o sexo dos pacientes (p=0,5029).

Em relagdo ao fototipo, foram observados dois (6,45%) pacientes de fototipo I, 14
(45,16%) pacientes de fototipo II, 14 (45,16%) pacientes de fototipo III e um (3,23%) paciente
de fototipo IV. Nao houve associacdo significante entre a classifica¢do clinica das queilites
actinicas, segundo a gravidade, e o fototipo dos pacientes (p=0, 8§502).

As atividades profissionais exercidas pela absoluta maioria do pacientes foram
aquelas associadas a exposi¢do solar, entre elas, lavrador, tratorista, pedreiro, carpinteiro e
Servicos gerais.

Do ponto de vista clinico, individuos com queilites actinicas de classificacdo mais

grave associaram-se as lesdes de cor branca e vermelha (p=0,0129) (Figuras 1 e 2) (Tabela
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2), as lesdes com edema/infiltracdo(p=0,0017) (Figura 3) (Tabela 3) e as lesdes ulceradas/
exulceradas (p<0,001) (Figura 4) (Tabela 4).

As demais caracteristicas clinicas (aspecto atréfico, descamativo, perda de defini¢do
do vermelhdo do lébio, presenga de leucoplasia, fissura e crosta) ndo apresentaram associagao
estatisticamente significante com a classificacdo clinica segundo a gravidade proposta
(Figuras 5 a 10).

Nao se detectou associagdo entre as caracteristicas clinicas da QA segundo o critério
de gravidade e a intensidade das alteragdes histopatoldgicas analisadas e o nimero de mitoses
(»=0.0925). Os achados histoldgicos estdo ilustrados nas figuras de 11 a 17. No entanto, a
presenca de vasodilatagdo (p=0.0349) correlacionou-se com QA mais grave (Tabela 5).

Segundo o grau de displasia, sete (22,58%) lesdes foram classificadas como leves, 23
(74,19%) moderadas e uma (3,23%) grave. As alteragdes histopatologicas (hiperqueratose,
ortoqueratose, paraqueratose, hiperplasia, atrofia, elastose solar, infiltrado inflamatdrio,
vasodilatacdo, presenca de tUlcera e numero de mitoses e apoptoses) ndo apresentaram

associacdo estatisticamente significativa com o grau de displasia epitelial.

Estudo imunoistoquimico

Algumas laminas foram impossibilitadas de analisar por problemas técnicos. A
frequéncia e porcentagem das células imunomarcadas na QA e mucosa normal estdo dispostas
de acordo com o escore de imunopositividade para cada anticorpo (Tabela 6 e 7).

A imunomarcagdo da p21 foi detectada de forma mais expressiva na camada
parabasal da mucosa oral normal e da QA, mas foi quantificada, assim como a p53 na camada
basal/parabasal e suprabasal. A imunoexpressio da i-NOS foi quantificada em todo o
fragmento da QA e mucosa oral normal. A survivina foi encontrada tanto no nucleo dos
queratindcitos quanto no seu citoplasma e, portanto recebeu escores para ambas as
imunomarcagdes em todos os grupos estudados.

Nao foi observada associag@o entre os anticorpos (p53, pl16, p21, survivina e i-NOS)
expressos na QA e a classificacdo clinica segundo a gravidade proposta, bem como entre os
anticorpos e o grau de displasia.

Em relacdo a associagdo entre os imunomarcadores e as alteracdes clinicas e
histopatologicas, a expressdo de i-NOS na QA correlacionou-se com ortoqueratose
(p=0,0238) e a expressdo de survivina correlacionou-se com a presencga clinica de exulceragdo

(p=0,0421).

70



Ribeiro - Vieira R.A.M.A. Artigo Cientifico 2

Foi observada associacdo estatisticamente significante para a expressdo de p53
(p=0,0055) (Figuras 18-A e B) e p21 (p<0,0001) (Figuras 19—A e B) da camada suprabasal
da QA em relacdo a camada suprabasal da mucosa normal. As expressdes das mesmas
proteinas na camada basal da QA e da mucosa normal foram significativas em relagdo a
camada suprabasal do mesmo grupo (p<0,0001).

Nao houve expressdo da p16 tanto na QA quanto na mucosa oral normal (escore = 0).
Foram encontradas apenas células isoladas e esparsas imunomarcadas pela p16, localizadas na
camada basal do epitélio, as quais por vezes eram agrupadas em pequenas areas focais
(Figuras 20—A e B).

A expressdo de i-NOS (p=0,0186) (Figuras 21-A e B) e survivina citoplasmatica
(»=0,0039) (Figura 22-A e B ) na QA foram significativas em relacdo a mucosa normal
(Tabela 8 e 9).

A expressdo da p21 foi significativa em relagdo a p53 na camada basal da QA
(p=0,0435). As expressoes de p53, p21 e survivina nuclear na camada basal da QA e mucosa
normal apresentaram correlacdo estatisticamente significativa em relacdo a expressdo de i-
NOS do mesmo grupo (p<0,0001). Também foram observadas expressdes significativas de
p53 e p21 na camada basal da QA e da mucosa normal e da i-NOS em relagdo a expressao
citoplasmatica e nuclear da survivina (p<0,05) (Tabela 8 ¢ 9).

Na mucosa normal, observamos expressdes significativas de p53 na camada
suprabasal, i-NOS e survivina nuclear e citoplasmatica em relagdo a expressdo de p21 na
camada suprabasal (p<0,05). Essa expressdo significativa em relagdo a p21 também foi
observada com a survivina nuclear e citoplasmatica da QA (p<0,05). Ainda, as expressdes
nuclear e citoplasmatica de survivina na mucosa oral e survivina citoplasmatica na QA foram
significativas em relagdo a expressao de p53 (p<0,05) (Tabela 8 e 9).Nas lesdes pré-malignas

ndo foi encontrada diferenca significativa entre a expressdo nuclear e citoplasmatica.

Discussao

Diversos estudos sobre lesdes pré-malignas tém sido realizados objetivando definir
os critérios histopatoldgicos dessas enfermidades, além de obter informagdes mais precisas
sobre a evolucdo e o prognostico dessas alteracdes. A propor¢do de casos que evoluirdo para
cancer labial a partir da QA ndo ¢ conhecida, mas a associag@o das lesdes pré-malignas com
seu potencial de malignizagdo ¢ bem explorada e deve ser levada em consideragdo no

(40)

prognostico . Os sinais iniciais da QA s@o sutis e o grau de alteracdo clinica ndo ¢

rotineiramente correlacionado a intensidade do dano tecidual observado no exame
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histopatologico, sendo este de extrema importancia para o seu diagndstico precoce € o
tratamento adequado™".

Os principais fatores etioldgicos relacionados ao desenvolvimento das lesdes pré-
malignas da boca sdo o tabaco, o alcool e a exposicdo solar no caso da lesdo labial. Outras
etiologias, como o envolvimento genético, a dieta e intempéries climaticas como o frio € o
vento sdo também mencionadas'> ', Embora a etiologia do cancer de boca seja multifatorial,
a principal etiologia do carcinoma de labio &, claramente, a radiacio ultravioleta®?.
Consequentemente, o cancer de labio bem como a QA devem ser estudadas separadamente
das lesdes intra-orais.

Diferentemente dos carcinomas intra-bucais, os localizados no labio t€ém relacido
direta com a profissdo e os habitos do paciente, visto que trabalhadores de area rural ou
urbana com fotoexposi¢@o cronica e pessoas com atividades de lazer expostas periodicamente
ao sol s3o as que apresentam maior fator de risco "> ***%. Em concordancia com a literatura,
nosso estudo mostrou que 96,77% dos individuos apresentaram fototipos baixos, ou seja, cor
de pele clara (6,45% fototipo I, 45,16% fototipo 11, 45,16% fototipo III e 3,23% fototipo 1V),
todos com historia profissional de exposi¢do solar cronica.

O sexo masculino predominou na série de casos estudada (80,6%) o que € concorde
com o esperado. Embora tenha sido observado aumento da incidéncia no sexo feminino ao
longo dos anos, os homens continuam sendo os mais acometidos tanto pelas lesdes de QA
quanto pelas de CEC de labio"> *' # 4% A diferenca de incidéncia entre os sexos sugere
divergéncias na duracdo da exposi¢do a radiagdo solar e na interagdo entre varios fatores de
risco relacionados a carcinogénese. Atividades profissionais menos expostas a fatores
climaticos, nimero menor de fumantes e o uso de protetores labiais, inclusive presentes em
alguns batons, sdo dados relevantes apresentados pelas mulheres que podem justificar essa
diferenca''>*> 4,

A idade média dos pacientes com QA foi de 61,93+£12,45 anos. O tempo necessario

para as alteragdes induzidas pelo sol levar ao desenvolvimento do cancer do labio varia
41

2

aproximadamente de 20 a 30 anos, podendo ocorrer em menor tempo em alguns pacientes
justificando sua incidéncia maior na populagéo a partir 5* década de vida.

Existe grande dificuldade de se correlacionar o aspecto clinico com o grau
correspondente de alteragdes histoldgicas das lesdes do 1abio, o que contribui para subestimar
a importancia dessas lesdes levando, portanto, ao diagnéstico tardio da QA e do CEC®**.

No presente trabalho, 48,4% dos pacientes avaliados apresentaram, no momento do exame
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clinico, queilites consideradas leves e apenas 22,6% caracteristicas clinicas muito evidentes
ou exacerbadas.

As lesdes clinicamente descritas como de cor branca e vermelha bem como a
presenca de ulcera/exulceracdo e edema/infiltracdo foram mais evidentes e estatisticamente
associadas aos individuos com QA de classificagdo clinica mais grave. Portanto, com base no
presente trabalho, o perfil de gravidade clinica da queilite reune os aspectos acima citados.

Em relagcdo as caracteristicas histologicas, a Uinica associagdo estatistica observada
foi entre gravidade clinica e intensidade da vasodilatag@o. Ao contrario do esperado ndo foi
observado associacdo entre o grau de displasia e a graduagdo clinica proposta. Pode ter
contribuido para essa aparente discrepancia o pequeno numero de casos de QA de carater
grave estudadas, apenas sete casos (22,6%), ou seja, a displasia epitelial de intensidade
moderada a grave esteve presente em quase todos os tipos clinicos de QA, independente da
aparéncia da gravidade clinica observada. Seria esperado que os casos mais graves de queilite
concentrassem os casos de displasia epitelial mais intensa. Esse achado reveste-se de especial
importancia, pois demonstra que lesdes com aparéncia clinica de menor gravidade pode
ocultar compromisso histologico importante e em vias de plena malignizagdo. Ainda, O
mesmo pode-se dizer da intensidade da elastose solar, presente de forma moderada a grave em
87,0% dos casos, mas com distribui¢do que nio se associou especificamente aos casos mais
graves clinicamente. Essas duas varidveis reunem, em teoria, particular interesse, pois
traduzem a intensidade da fotoagressao.

Estudo de revisdo das alteragdes histopatologicas de 152 casos de QA realizada por
Kaugars et al. (1999)“*" demonstrou que existem cinco fatores de significincia em relagio a
gravidade das alteragdes epiteliais, quais sejam: espessura da camada de queratina, acantose,
degeneracdo basofilica e inflamag¢do do colageno e presenga de infiltrado perivascular. A
frequéncia e intensidade destas alteragdes teriam relacdo direta com o grau de displasia
epitelial, a qual esteve presente em 52% de forma leve, 23% moderada, 12% grave, 11,2%
associada a carcinoma in situ € 1,3% a carcinomas invasivos.

Mais proximo ao observado no presente trabalho foram os achados de Cavalcante et
al. (2008)°" que avaliaram 29 pacientes com QA. Naquele estudo, a presenca de displasia
leve apresentou incidéncia de 10,34%, enquanto que os casos de displasia moderada e grave
obtiveram, respectivamente, 27,59% e 62,07% de frequéncia, somando, portanto, 89,7% de
displasia moderada a grave; superiores aos 77,5% aqui observados. Tal diferen¢a pode ser
consequente a composi¢do da amostra com predominancia de casos clinicos mais graves no

referido trabalho.
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No trabalho de Markopoulos et al (2004)®” a displasia leve foi encontrada em 27,7%
dos casos e as alteracdes que variaram de displasia moderada a carcinoma espinocelular em
72,3% dos casos, muito proximo ao encontrado no presente relato.

Como observado nos diferentes estudos e ainda que ndo tenha se correlacionado com
os casos clinicos considerados mais graves, a intensidade da displasia epitelial sinaliza para a
necessidade de acompanhamento clinico continuo desses pacientes, aliada a educagdo e
conscientizacdo da importancia de protegerem-se do sol. Pode-se também inferir que apenas a
avaliagdo clinica possa ndo fornecer todos os elementos necessarios a interpretacdo do caso e
de seu prognostico, ou seja, faz-se necessaria a bidpsia e a correlagdo anatomo-clinica para
melhor conducdo dos pacientes.

A displasia epitelial oral tem interpretacdes subjetivas devido a diferentes

observagdes histologicas'®?.

Portanto, achados histopatoldgicos de displasia ndo sdo
suficientes para predizer a progressdo de malignizagdo, uma vez que a biopsia ndo representa
toda a lesdo, assim como a analise histopatologica depende da avaliacdo da lesdo como um
(55) . . ;. .
todo™”’. Assim, estudos com biomarcadores tornam-se relevantes e necessarios para avaliar
com maior objetividade o comportamento das lesdes potencialmente malignas, como a QA"?.
A expressdo da proteina p53 e mutagdo no gene 7P53 tém sido observadas nas

(56, 57)

displasias epiteliais e sua deteccdo vem sendo demonstrada como bom marcador

imunoistoquimico em eventos iniciais da carcinogénese da regido de cabeca e pescoco ¢ até

(19, 58-60)

mesmo em locais onde ndo se identificam alteragdes histopatologicas . Estudos

mostraram expressdo da p53 em epitélios com significativa distdncia do sitio primario do

(19, 58-60)

tumor e em lesdes pré-malignas valor prognostico da imunoexpressdo da p53

também tem sido descrito em margens cirurgicas livres de tumor, sendo correlacionada com a
recorréncia das neoplasias®” V.

De acordo com Cruz et al. (1998, 2000)""* ®”, a deteccdo da p53 em tecidos bucais
normais restringe-se & camada basal e nas outras camadas do epitélio se expressa em baixas
concentragdes ou estd ausente. Sua expressdo intensa nas células suprabasais sugere sua
alteragdo e possivel malignizagdo do tecido.

Estudos de imunoexpressao da p53 em tecidos normais expostos a radiacdo UV tem
sido controversos®”. Nossos resultados mostraram que para as amostras do grupo controle, a
expressdo da p53 nas células da camada basal foi maior que na suprabasal, o que pode ser
explicado pela alta sensibilidade da técnica. Resultados semelhantes foram encontrados por

Fabbrocini et al. (2000) *® ¢ Khan et al. (2009) “®, enquanto Crosthwaite et al. (1996)“** nio

encontraram expressao da p53 em labio normal.
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Nossos resultados mostraram expressdo aumentada de pS3 na camada suprabasal da
QA em relagdo a mucosa oral normal, resultados concordantes com a literatura e que
evidenciam o papel desta proteina nos eventos iniciais da carcinogénese labial, sugerindo o
alto risco de transformacdo maligna das lesdes avaliadas, a despeito da associacdo com
gravidade clinica observada®”. A imunomarcac¢do da p53 na QA por vezes apresentou areas
focais mais fortemente coradas, indicando, provavelmente, processo de malignizagdo nessas
regides, apesar de ndo ter sido constatada associagdo estatisticamente significativa entre a
imunoexpressdo da proteina nas camadas basal e suprabasal e o grau de displasia das QA.

A p21 bloqueia a progressdo do ciclo celular e ¢ ativada em resposta a baixas doses
de UVB®9 Martinez et al. (2008)* ndo identificaram expressdo significativa da p21 entre
QA e mucosa normal, resultados ndo compativeis com os observados neste trabalho, que
encontrou aumento da imunoexpressdo da p21 na camada suprabasal da QA em relacdo a
mucosa normal.

A transcrigdo da proteina p21 € controlada por mecanismos p53-dependentes e
independentes, ou de ambas as formas, pelo oncogene Ras ativado®”. Cabe ressaltar, no
entanto, que o gene 7P2] normalmente ndo apresenta mutagdes nas neoplasias humanas®®. A
expressdo aumentada da p21 em associacdo ao aumento da p53 tem sido relatada em peles
expostas aos raios ultravioletas®” ?®. Martinez et al. (2008)*” ainda observaram associacdo
entre expressdo de p21 e p53 na mucosa normal, mas essa associagdo foi perdida na QA.
Apesar de encontrarem a p53 aumentada na QA quatro vezes em relacdo ao labio normal, ndo
houve aumento da p21, dados discordantes dos encontrados em nossos resultados que
identificaram aumento tanto da p53 quanto da p21 na QA em relagdo a mucosa oral normal.

A inativagdo do gene TP16 é um evento frequentemente encontrado em muitos tipos
de neoplasias malignas e sua identificacdo imunoistoquimica tem sido utilizada para a
avaliagdo de fatores preditivos e prognésticos do CEC de boca®7?. Em nosso estudo, foi
observada auséncia de imunoexpressdo da pl6 em todos os grupos estudados. Esse relato ja
havia sido constatado por outros autores que utilizaram o mesmo anticorpo monoclonal,
relatando que esse anticorpo ndo pode detectar a p16 em epitélios estratificados pavimentosos
normais”> . Alguns estudos sobre lesdes pré malignas que ndo puderam diferenciar lesdes

displasicas de ndo displasicas’* ™

reforgam nossos resultados, onde constatamos que a pl6
ndo se mostrou bom marcador para QA e para a transformag¢do maligna. Contrariamente,
Nakahara et al. (2000)7% observaram imunoexpressdo da pl6 em mucosa oral normal e
leucoplasias. Nosso controle positivo imunomarcado nos garante a exatidao do método. Além

disso, foram observadas poucas células na camada basal da QA imunomarcadas pela p16, as
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quais provavelmente correspondem a melandcitos, que além de nos servir como controle
positivo interno da qualidade de coloragdo, se caracterizam como células dendriticas
sabidamente coradas por essa proteina'’”.

O oxido nitrico parece exercer acdo tanto promotora quanto inibidora na
carcinogénese, sendo associado a angiogénese e progressdo tumoral nos tumores humanos!’®.
A mutacgdo no 7P53 pode resultar na ativagdo da i-NOS. Além disso, a exposi¢do prolongada
ao oxido nitrico induz o acumulo da p53, que tentaria proteger as células dos danos oxidativos

pela indugdo de apoptose!””

, 0 que explicaria a correlagdo entre a expressdo de p53 e i-NOS
encontrados nosso estudo. Alguns trabalhos mostraram a expressdo aumentada de i-NOS nas
displasias orais e sua correlagdo com a gravidade dessas lesdes™ *". Contrariamente, nossos
resultados ndo mostraram correlacdo entre as lesdes pré-malignas e o grau de displasia
epitelial. Foi observada expressdo aumentada de i-NOS na QA em relagdo a mucosa normal,
evidenciando esta proteina como importante marcador de lesdes potencialmente malignas.
Adicionalmente, a i-NOS se correlacionou com a expressio de survivina nuclear e
citoplasmatica na QA.

A survivina ¢ uma proteina que inibe a apoptose e regula a divisdo celular, sendo
indetectdvel na maioria dos tecidos normais adultos, mas podendo ser observada tanto no
nucleo quanto no citoplasma das células neopléasicas. Sugere-se que a survivina nuclear atue
no controle a divisdo celular, enquanto que a survivina citoplasmatica seja citoprotetora®. A
expressdo de survivina tem sido observada em diversas lesdes pré-malignas ou estagios
iniciais do céncer, incluindo pélipo colénico, adenoma pancretico e Doenga de Bowen®**%.,

A survivina pode ser controlada negativamente pela p53 através de mecanismos
envolvendo inibidores da apoptose, assim, a alta frequéncia de mutacdes do gene 7P53 nos
canceres humanos poderia explicar a expressao desregulada da survivina em diversos tipos de
tumores e sua auséncia nos tecidos vizinhos normais®” *>. Em nossos estudos foi observada
correlacdo entre a expressdo de p53 e survivina citoplasmadtica e nuclear, tanto nas lesdes pré-
malignas quanto na mucosa oral normal.

Em estudos de Khan et al. (2000)®® a expressdo survivina foi detectada em 44% das
lesdes pré-malignas, ndo sendo encontrada nos tecidos normais. Os autores também
detectaram que 18% das lesdes pré-malignas co-expressaram p53 e survivina, apesar de nio
ter sido encontrada correlacdo significativa entre as duas proteinas. Os autores nao
identificaram correlagdo entre survivina e p53 com os pardmetros clinico-patoldgicos e
sugeriram que a p53 possa ndo ser a principal contribuinte na desregulacdo da survivina no

cancer de boca.
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Nossos resultados apontaram correlagdo entre a expressdo de survivina e presenca
clinica de ulcera/exulceracdo e apesar de ndo ter sido associada a gravidade clinica proposta e
ao grau de displasia da QA, sua expressdo citoplasmatica aumentada em relacdo a mucosa
normal indica risco de transformagdo neopldsica nessas lesdes. Nossos estudos estdo de
acordo com Lo Muzio et al. (2003)®® que realizaram estudo longitudinal e identificaram a
imunoexpressdo da survivina em 33% de lesdes pré-malignas que ndo sofreram progressao
tumoral, 94% de lesdes pré-malignas envolvidas com CEC de boca e 100% dos CEC que
progrediram dessas lesdes pré-malignas, havendo correlagdo significativa entre os grupos,
mas ndo encontrando associagdo significativa entre a expressdo de survivina e o grau de
displasia das lesdes pré-malignas.

Jane et al. (2006)®” encontraram expressdo de survivina na maioria das leucoplasias
estudadas e ndo a observaram na mucosa oral normal, relatando que a expressdo da proteina
poderia ser resultado da transformacgdo displasica no epitélio oral. Contrariamente, nossos
resultados detectaram a imunoexpressdo da survivina nuclear e citoplasmatica em todos os
grupos estudados, inclusive na mucosa oral normal. Importante ressaltar que ndo houve

diferenga estatistica entre a survivina citoplasmatica e nuclear no presente estudo.

Conclusao

Os fototipos de I-III constituiram 97,2% da amostra e confirmaram a suscetibilidade
da pele clara a ocorréncia da queilite actinica. O sexo masculino e profissdes relacionadas a
exposicdo solar confirmaram os dados observados na literatura. Lesdes de padrdo eritematoso,
com presenca de ulceracdo/exulceracdo, edema e infiltracdo foram marcadores clinicos de
gravidade. A presencga de vasodilatagdo foi o unico achado histoldgico que se correlacionou
com a gravidade clinica. Displasia epitelial e elastose solar estiveram presentes em
praticamente todos os casos, independente da gravidade clinica.

A expressdo aumentada de p53, p21, i-NOS e survivina citoplasmatica na QA
evidenciam o papel destas proteinas nos eventos iniciais da carcinogénese labial, sugerindo o
alto risco de transformacdo maligna das lesdes avaliadas, a despeito da associacdo com
gravidade clinica e com o grau de displasia epitelial. Estudos que mostrem o mecanismo de
acdo destas proteinas bem como dos seus respectivos genes na carcinogénese labial sdo

necessarios para complementar nossos resultados.
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Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados na reacio imunoistoquimica dos casos de
queilite actinica e controles e suas especificacoes.

Anticorpo Clone Fabricante
. Monoclonal ‘ o
anti-p53 DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA
clone DO-7
Monoclonal
anti-p21 DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA
clone SX118
Monoclonal
anti-p16 CINtek Histology Kit MTM Laboratories AG, Heidelberg, Germany
Clone E6H4
Thermo Fisher Scientific -Lab Vision —
anti-survivina Policlonal

NeoMarkers, Fremont, CA, USA

Thermo Fisher Scientific -Lab Vision -

NeoMarkers, Fremont, CA, USA

anti-iNOS Policlonal de Coelho
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Figura 1. Labio com queilite actinica e leséo de cor branca.

Figura 2. Labio com queilite actinica e lesdo de caracteristica branca com dareas interpostas de
vermelho.

Figura 3 — Labio com queilite actinica e presenca clinica de edema / infiltragéo.

Figura 4 — Labio com queilite actinica e presenca clinica de tlcera.
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Tabela 2. Correlacdo entre a classificacdo clinica segundo a gravidade da queilite
actinica e a cor da lesio dos pacientes ao diagnostico.

Cor da lesiao

Lesao branca

Lesao branca Total
e vermelha
Queilite actinica leve 8 (25,81%) 7 (22,58%) 15 (48,39%)
Queilite actinica moderada 1 (3,23%) 8 (25,81%) 9 (29,03%)
Queilite actinica grave 0 (0,00%) 7 (22,58%) 7 (22,58%)
Total 9 (29,03%) 22 (70,97%) 31 (100,00%)

p=0,0129

Tabela 3. Correlagdo entre a classificacio clinica segundo a gravidade da queilite
actinica e a presenca de edema/infiltracdo nos pacientes ao diagnoéstico.

Presenca de Auséncia de
Total
edema/infiltracio edema/infiltracao
Queilite actinica leve 4 (12,90%) 11 (35,48%) 15 (48,39%)
Queilite actinica 7 (22,58%) 2 (6,45%) 9 (29,03%)
moderada
Queilite actinica 7 (22,58%) 0 (0,00%) 7 (22,58%)
grave
Total 18 (58,06%) 13 (41,94%) 31 (100,00%)
p=0,0017
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Tabela 4. Correlacdo entre a classificacdo clinica segundo a gravidade da queilite
actinica e a presenca de ulcera/exulceraciio nos pacientes ao diagndstico.

Presenca de Auséncia de
Total
ulcera/exulceracio ulcera/exulceracio
Queilite actinica 0 (0%) 15 (48,39%) 15 (48,39%)
leve
Queilite actinica 1(3,23%) 8 (25,81%) 9 (29,03%)
moderada
Queilite actinica 6 (19,35%) 1(3,23%) 7(22,58%)
grave
Total 7 (22,58%) 24 (77,42%) 31 (100,00%)

p<0,0001
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Figura 5 — Labio com queilite actinica e presenga de aspecto clinico atrofico.
Figura 6 — Labio com queilite actinica e presenga clinica de descamacao.

Figura 7 — Labio com queilite actinica e aspecto clinico de perda de defini¢do do contorno do
vermelhdo.

Figura 8 — Labio com queilite actinica e presencga clinica de fissuras.

Figura 9 — Labio com queilite actinica e presenca clinica de leucoplasia.

Figura 10 — Labio com queilite actinica e presenca clinica de crostas.
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Figuras 11-A e -B — Queilite actinica e presenca histopatologica de hiperplasia, infiltrado inflamatorio
acentuado e vasodilatacdo (HE; 200x). Em maior aumento observa-se presen¢a de hiperparaqueratose
(HE; 400x).

Figura 12 — Queilite actinica e presenca histopatologica de atrofia da camada espinhosa (HE; 100x).
Figura 13 — Queilite actinica e presenga de pérola cornea intraepidérmica (HE; 400x).
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Figura 14 — Queilite actinica e presenga histopatologica de elastose solar (HE; 100x).
Figura 15 — Queilite actinica e presencga histopatoldgica de tlcera (HE; 200x).
Figura 16 — Queilite actinica e presenga displasia epitelial leve (HE; 400x).

Figura 17 — Queilite actinica e presenca displasia epitelial moderada (HE; 400x).
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Tabela 5. Correlacio entre intensidade das alteracdes histopatolégicas da queilite
actinica e a classificacio clinica segundo a gravidade proposta.

Intensidade das Alteracoes

Histopatologicas
Alt . Associacio com a
ceragoes Nula=0 Leve=1 Moderada=2 Grave=3 Classificaciio
Histologicas , .
Clinica*
0 12 17 2
Hiperqueratose p=0.5236
(0%) (38,71%)  (54,84%)  (6,45%)
8 17 6 0
Paraqueratose p=0.3494
(25,8%) (54,84%) (19,35%) (0%)
2 11 16 2
Ortoqueratose p=0.7290
(6,45%) (35,48%) (51,61%) (6,45%)
4 8 14 5
Hiperplasia p=0.7813
(12,90%) (25,81%) (45,16%) (16,13%)
9 12 8 2
Atrofia p=0.8460
(29,03%) (38,71%) (25,81%) (6,45%)
Displasia 0 7 23 ! p=0.3347
Epitelial (0%) (22,58%) (74,19%) (3,23%)
1 3 20 7
Elastose solar p=0.9150
(3,23%)  (9,68%) (64,52%) (22,58%)
9 12 7 3
Infiltrado p=0.8479
Inflamatério  (29,03%) (38,71%) (22,58%) (9,68%)
3 18 10 0
Vasodilatacao p=0.0349
(9,68%) (58,06%) (32,26%) (0%)

*Classificagdo clinica: leve, moderada e grave (Tabela 2)
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Figuras 18-A e B. Expressido imunoistoquimica da p53 na mucosa oral normal e queilite actinica.
Figuras 19-A e B. Expressdo imunoistoquimica da p21 na mucosa oral normal e queilite actinica.
Figuras 20-A e B. Expressido imunoistoquimica da p16 na mucosa oral normal e queilite actinica.
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Figuras 21-A e B. Expressdo imunoistoquimica da i-NOS na mucosa oral normal e queilite
actinica.
Figuras 22-A e B. Expressdo imunoistoquimica da survivina na mucosa oral normal e queilite
actinica.
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Tabela 6. Frequencia e porcentagem de células imunomarcadas na queilite actinica
Frequencia e porcentagem de queilite actinicas imunomarcadas

ESCORE | p21 p21 p53 p53 Survivina Survivina
i-NOS . ,
basal suprabasal basal suprabasal citoplasma nucleo
0 1 0 0 1 2 0 0
(3,23%) (0,00%) (0,00%)  (3,45%)  (6,90%) (0,00%)  (0,00%)
8 0 6 1 3 3 6
(25,81%) (0,00%) (20,0%)  (3,45%) (10,34%) (10,0%)  (20,0%)
) 18 0 20 1 12 4 8
(58,06%) (0,00%) (66,67%) (3,45%) (41,38%) (13,33%) (26,67%)
2 0 4 2 9 18 11
3 (64,5%) (0,00%) (13,33%) (6,90%) (31,03%) (60,0%)  (36,67%)
2 30 0 24 3 5 5
(64,5%) (100%) (0,00%) (82,76%) (10,34%) (16,67%) (16,67%)
TOTAL 31 30 30 29 29 30 30

(100%) (100%) (100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)

Tabela 7. Frequencia e porcentagem de células imunomarcadas na mucosa oral normal

Imunomarcadores
ESCORE p21 p21 pS3 pS3 Survivina Survivina
i-NOS . ,
basal suprabasal basal suprabasal citoplasma nucleo
0 3 1 1 1 1 1 1
(10,34%) (3,57%) (3,57%)  (3,57%) (3,57%) (3,70%) (3,70%)
1 11 0 26 0 6 1 1
(37,93%) (0,00%) (92,80%) (0,00%) (21,43%) (3,70%) (3,70%)
5 13 0 1 2 19 13 7
(44,83%) (0,00%) (3,57%) (7,14%) (67,86%) (48,15%) (25,93%)
3 2 0 0 0 2 11 15
(6,90%) (0,00%) (0,00%)  (0,00%) (7,14%) (40,74%) (55,56%)
4 0 27 0 25 0 1 3
(0,00%) (96,43%) (0,00%) (89,29%) (0,00%) (3,70%)  (11,11%)
TOTAL 29 28 28 28 28 27 27

(100%)  (100%) (100%)  (100%) (100%)  (100%)  (100%)
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Artigo Cientifico 3

Artigo a ser submetido ao periddico Oral Oncology

Carcinoma espinocelular do labio inferior: aspectos clinicos, histopatolégicos e
marcadores tumorais

Lower lip squamous cell carcinoma: clinical and histological characteristics and tumor
markers.

Renata Aparecida Martinez Antunes Ribeiro-Vieira, Eliana Maria Minicucci, Mariangela
Esther Alencar Marques, Silvio Alencar Marques

Resumo

Distirbios na expressdo de proteinas associadas a apoptose participam do
desenvolvimento e progressdo de diversos tumores malignos, inclusive do carcinoma
espinocelular do labio. O objetivo desse estudo foi avaliar as caracteristicas clinico
patologicas do cancer do labio e sua correlagdo com a expressdo imunoistoquimica de
proteinas envolvidas na apoptose como a p53, p21, p16, survivina, bem como a expressdo de
i-NOS. Foram avaliados 21 casos de carcinoma espinocelular do 1abio inferior e 29 casos de
mucosa oral normal. Os tumores com estadios clinicos mais avang¢ados apresentaram maior
espessura ¢ maior numero de mitoses. As neoplasias com fronte de invasdo infiltrativo
também foram as mais espessas, com predominio de resposta inflamatoria ativa e presenga de
plasmocitos. A imunoexpressdo das proteinas pS3, p21 e i-NOS no CEC do labio foram
significativas em relacdo a mucosa oral normal. A imunoexpressao da survivina apresentou-se
diminuida nos carcinomas. Nao houve diferen¢a significativa na expressao das proteinas no
fronte de invasdo e na superficie tumoral. Também ndo foi observada diferenca entre a
expressdo nuclear e citoplasmatica da survivina. A expressdo de i-NOS e survivina nuclear
correlacionaram-se com a reposta inflamatoria ativa no fronte de invasdo tumoral, sugerindo

maior agressividade neopléasica. Na superficie do carcinoma a imunoexpressio da p21
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correlacionou-se com o estadiamento clinico e a expressdo de survivina citoplasmatica foi
significantemente maior nos carcinomas com infiltrado inflamatdrio intenso e predominio de
infiltrado inflamatdrio linfocitario. A expressdo da pl6 nio se mostrou significativa. Assim,
sugerimos que as expressdes da p53, p21, survivina e i-NOS podem estar alteradas nas fases

iniciais da carcinogénese labial, podendo ser importantes marcadores de malignidade.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular do labio; Apoptose; p53; p21; pl6; Survivina; i-

NOS.

Abstract

Abnormalities of expression of the proteins associated of apoptosis were related with
the development of labial squamous cell carcinoma (SCC). The objective of this study was to
evaluated the clinical-pathological of labial SCC and the correlation with the
immunohistochemical expression of the proteins evolved with apoptosis p53, p21, pl6,
survivina and i-NOS. Twenty-one specimens of lip SCC and 29 cases of normal mucosa were
available. The advanced clinical status presented higher thickeness and number of mitosis.
The SCC with infiltrative invasive front showed more thickeness with the predominance of
active inflammatory and plasmocytes. The immunoexpression of the proteins p53, p21 e i-
NOS in the labial SCC were significance in relation of normal oral mucosa. The
immunoexpression of survivin presented decreased in the SCC. There was not difference in
the expression of the proteins in the invasive front and tumoral surface. It was not observed
difference between expressions nuclear and cytoplasmatic survivin. The i-NOS and nuclear
survivine expression were correlated with active inflammatory than in the tumoral invasive
front suggest the most aggressively of tumor. In the surface of SCC the immunoexpression of
p21 correlated with the clinical status, and the cytoplasmatic survivine expression was higher
in the SCC with intense inflammatory infiltrate and predominance of linfocitary inflammatory
infiltrate. The expression of pl6 was not significant. We suggest that the expression of p53,
p21, survivina e i-NOS could be altered in the early stage of labial carcinogenesis. These

proteins could be important of malignant markers.

Keywords: Squamous cell carcinoma; Apoptosis; p53; p21; pl16; Survivin; i-NOS.
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Introducio

O cancer do labio corresponde de 25% a 30% do total das neoplasias de boca
diagnosticadas, sendo o carcinoma espinocelular (CEC) o tipo histolégico mais comum .
Apresenta maior incidéncia no labio inferior, principalmente, em individuos acima dos 50
anos, pele clara e com fotoexposi¢do cronica, com maior frequéncia no sexo masculino na
razdo de 6:1 em relagio ao feminino™ >. O CEC do labio em comparagdo com os da cavidade
oral, geralmente ¢ diagnosticado em estadios iniciais, o que faz com que seu progndstico seja
de 80% a 90% de cura. Em comparag¢do com CEC de pele o CEC de boca, incluindo o de
labio, € mais agressivo, € possiveis fatores para tal diferenga seria a falta de tecido celular
subcutineo e o rico suprimento de vasos linfaticos®. Ao diagnéstico, menos de 2% dos
pacientes possuem linfonodos envolvidos'”. As metastases quando ocorrem, sdo tardias e
variam de 11 a 18%® *'?, ¢ nestes casos a sobrevida média em cinco anos ¢ reduzida para
25%".

No Brasil, ndo ha dados que mostrem a incidéncia do CEC do labio de forma isolada.
Os dados estatisticos disponiveis e que devem ser considerados para este tipo de tumor sdo
aqueles apresentados para o cancer de boca'?.

Embora a radiag@o solar seja o fator de risco mais importante para o desenvolvimento
de lesdes no labio, cigarro, alcool, os virus HPV e HIV, predisposicdo genética e familiar,
imunossupressdo e fatores socioecondmicos sdo fatores que podem ser adjuvantes ou
determinantes" > '%.

O CEC inicia-se no vermelhdo do labio podendo invadir a pele adjacente, o musculo
orbicular, a comissura labial e o nervo mentoniano. A invasdo perineural ndo é comum, e
segundo Byers (1978)""”, esta podera ocorrer em 2% dos casos, estando associada a lesdes
recorrentes, de grande didmetro, com invasio mandibular e histologia de carcinoma
pobremente diferenciado. A disseminag@o linfatica se faz para linfonodos submentonianos,
submandibulares e, posteriormente, para linfonodos cervicais.

O CEC do labio ¢ considerado doenga de baixa agressividade e progndstico favoravel
pela sua tendéncia ao crescimento lento'®. A lesdo inicial ¢ inespecifica, assintomatica,
podendo ser dificil de distinguir das lesdes de queilite actinica. A lesdo inicial pode
corresponder a uma placa leucoplasica ou eritroplésica, atréfica, superficialmente ulcerada ou
com fissuras, recoberta por descamagio ou crosta''”. As lesdes bem definidas apresentam dor

\

associada a ulcera cronica exsudativa que ndo cicatriza, de base infiltrada, com bordos
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endurecidos e recoberta por escamocrostas. Pode apresentar-se fridvel e sangrante com
crescimento verrucoso e exofitico (Figura 1).

Histologicamente o CEC do labio origina-se no epitélio alterado que pode se
apresentar como hiperqueratose, paraqueratose ou acantose, no qual de 5% a 15% das lesdes
sdo classificadas como displasicas®??. Por sua vez, a displasia epitelial oral é classificada em
leve, moderada, grave e carcinoma in sifu, de acordo com a presenca e gravidade de atipia
celular, de alteracdo da arquitetura do epitélio e em alteracdes na espessura do epitélio
displasico quando comparada a espessura total do epitélio normal®.

O carcinoma espinocelular caracteriza-se histopatologicamente por ilhas ou corddes
invasivos de células epiteliais escamosas malignas. As células tumorais apresentam citoplasma
eosinofilico abundante com nucleos grandes, muitas vezes intensamente corados
(hipercroméaticos) e aumento da relagdo nucleo-citoplasma. Podem ser observados
queratinizagdo individual das células, pérolas de queratina e graus variados de pleomorfismo
celular e nuclear”.

A invasdo se caracteriza pela proje¢do de epitélio tumoral para a derme e de ninhos
ou ilhas de células crescendo no derma como entidades independentes, ou seja, sem ligacdo
com o epitélio de superficie. A invasdo do tumor se faz de maneira expansiva ou infiltrativa
podendo atingir o tecido adiposo subjacente, vasos sanguineos e linfaticos, musculo e 0sso,
causando a destruicdo tecidual. Frequentemente se observa intensa resposta celular
inflamatéria ao epitélio invasor e areas focais de necrose podem estar presentes. A invasao
tumoral ¢ capaz de induzir angiogénese e, ocasionalmente, produzir reacdo densa,
desmoplasica, do estroma'”.

O estadiamento clinico do cancer de boca ¢ definido através do sistema TNM, o qual
¢ estabelecido através dos exames clinico e de imagem. O estadiamento histopatoldgico
(pTNM) ¢ realizado por meio do exame do tumor e dos linfonodos regionais®?.

A classificacdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS baseia-se no grau
de anaplasia ou diferenciagdo celular, agrupando as neoplasias malignas em trés categorias:
pouco, moderadamente e bem diferenciadas. Os CEC de baixo grau, grau I ou bem
diferenciados, correspondem aqueles com arquitetura tecidual semelhante ao padrao normal de
epitélio escamoso e formagdo de pérolas de queratina. Correspondem clinicamente aqueles
que crescem lentamente e metastatizam tardiamente. J4& os CEC pouco diferenciados
caracterizaram-se pelo predominio histoldgico de células imaturas, numerosas mitoses tipicas

e atipicas, pleomorfismo celular e nuclear, bem como pouca ou nenhuma producdo de

queratina e sdo denominados de alto grau, grau III, pobremente diferenciado ou anaplasico.
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Correspondem clinicamente aqueles de crescimento agressivo com metéastases precoces. Os
CEC com morfoldgica entre esses dois extremos ¢ denominado de carcinoma moderadamente
diferenciado ou grau II*?.

Bryne et al. (1989)* propuseram uma nova graduacdo histopatologica para os CEC
da boca, baseando na constatacdo de que o padrido histopatologico pode apresentar grande
variagdo dentro da mesma lesdo, criando o conceito e dando grande importdncia ao
denominado fronte de invasdo, sendo esta denominagdo reservada para a area considerada a
mais invasiva do tumor.

O fronte de invasdo corresponde a interface entre as células neoplasicas e o estroma,
no limite mais profundo da invasdo tumoral. E o local em que as células neoplasicas sio mais
agressivas e onde as alteragdes moleculares sdo mais evidentes, permitindo serem estudadas
com precisdo. A composicdo e a interagdo das células neoplasicas com a resposta inflamatdria
e imune e a presenca de neovascularizagdo sdo fatores que partilham da definicdo da
agressividade do fronte e influem na composi¢do de fatores do progndstico do cancer de
boca®?.

O prognostico do cancer de 1abio depende do estadiamento clinico do tumor; mas o
que observamos ¢ que pacientes com o mesmo estadio clinico respondem de formas diferentes
a mesma terapéutica. Portanto, na busca de critérios de prognostico e de marcadores tumorais
que nos possam fornecer dados mais precisos do comportamento do tumor, tem sido
considerados alguns fatores tais como: a intensidade da resposta imune frente ao tumor, o tipo
de células presente no infiltrado inflamatério e sua interacdo com o padrio de invasio®”; bem
como a expressdo tecidual de genes supressores tumorais € a expressdo de proteinas
regulatérias da apoptose®™. A informagio da caracteristica histolégica do fronte de invasio, a
correlagdo entre marcadores anti e pré-apotose podem também fornecer subsidios para
terapéutica e prognostico. Contudo, ndo ha um unico marcador universalmente aceito, e sim
um painel com nimero limitado de genes e proteinas que podem exercer papel relevante na
progressao tumoral.

A proteina p53, a qual € codificada pelo gene TP53, é responsavel pela manutencao e

(29), inclusive no CEC

integridade do DNA. E a proteina mais expressa nos canceres humanos
de labio. Porém hé autores que relatam que a p53 ndo tem importancia progndstica para este
tipo de tumor®”. A proteina p16 ¢ codificada pelo gene TPI6 (CDKN2a/INK4a), também
conhecido como gene supressor tumoral inibidor das quinases dependentes de ciclinas (CDK),

no entanto, ha poucos estudos demonstrando a expressdo do p16 em carcinoma labial®'*?
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A proteina p21, produto do gene supressor tumoral 7P2] /WAF1, € um inibidor de
CDK, que ¢ essencial para o crescimento celular, diferenciagdo e apoptose. A expressdo da
p21 ¢é regulada pela p53 em resposta a danos ao DNA. Em CEC de boca a expressdo
aumentada da p21 ¢ considerada marcador de mal prognéstico e invasdo tumoral®®. A
expressdo aumentada da p21 associada ao aumento da p53 tem sido relatada em pele exposta
aos raios UVB e no fronte de invasio de carcinomas do 1abio®*>®.

A survivina é uma proteina inibidora da apoptose considerada como marcador de
malignidade e indicador de prognostico. Estudos a associam a fendtipos tumorais mais
agressivos e invasivos, porém, ndo se identificou associa¢do entre survivina e tamanho do
tumor, grau de displasia, presenca de linfonodos comprometidos e metastases a distancia®” Y.

O oxido nitrico ¢ um radical gasoso reativo sintetizado pela enzima o6xido nitrico
sintase a partir do aminoacido L-arginina® *”. Estudos tém demonstrado que a 6xido nitrico
sintase indutiva (i-NOS) favorece o crescimento tumoral, a angiogénese e promove
metastases Y.

Em relacdo as proteinas survivina e i-NOS ndo ha estudos que demonstrem suas
expressdes na carcinogénese do CEC do labio.

Frente a essas observagdes, os autores estudaram as caracteristicas clinicas,

histopatologicas e imunoistoquimicas do carcinoma espinocelular do ldbio com énfase no

fronte de invasdo, correlacionando as variaveis entre si € com um grupo controle.

Pacientes e métodos

Foram selecionadas no periodo de 01/01/2005 a 19/05/2009, dos arquivos de bidpsias
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, 21 amostras
de CEC de labio. Através da andlise dos prontuarios foi obtido o estadiamento clinico do
tumor (TNM), e os casos foram divididos em estadios. Os fatores de exclusdo a participagdo
no estudo foram: a histéria de tabagismo, vigente no presente ou nos ultimos 10 anos

antecedentes a consulta™®

e, o estado de imunossupressdo, independente da etiologia. O
presente trabalho foi aprovado na Comissdo de Etica em Pesquisa da FMB-Unesp, onde est4
registrado sob nimero de protocolo 2.900. Igualmente foi aprovado e recebeu subsidios para
sua elaborac¢do da agéncia de fomentos — Fapesp, sob niumero 2009/52982-6. O grupo controle
foi constituido de 29 fragmentos, obtidos por bidpsia de mucosa labial normal ndo exposta a

radiagdo UV.
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Graduacio histopatolégica do CEC e do fronte de invasio

O grau de diferenciagdo do CEC do labiol foi baseado no sistema de graduacgdo
histologica de malignidade da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)*, no qual divide os
tumores em Grau 1 (bem diferenciado), Grau 2 (moderadamente diferenciado) e Grau 3
(pouco diferenciado) de acordo com o tipo e caracteristicas celulares.

A graduacio histoldgica do fronte de invasdo foi baseada nos critérios propostos por
Bryne et al. (1989)“® nos quais foram analisadas a resposta inflamatéria do hospedeiro, e
estas foram classificadas em: (0) auséncia de resposta inflamatdria, (1) leve, (2) moderada e
(3) intensa; presenca de infiltrado inflamatério ativo (que permeia e invade os blocos
tumorais) ou passivo (presente apenas no limite do fronte de invasdo). Também foi avaliada a
composi¢do do infiltrado inflamatorio em relagdo a presenga de plasmocitos, linfécitos e
eosindfilos e graduada em: (0) ausente, (1) infiltrado leve, (2) moderado, (3) intenso. Ainda,
foi avaliado o padrio de invasdo do fronte tumoral que foi classificado em expansivo,
infiltrativo sem células isoladas ou infiltrativo com células isoladas. Adicionalmente foi
mensurada a espessura maxima do tumor, medida em mm, e realizada a contagem do nimero

de mitoses e apoptoses com em trés campos histoldgicos.

Imunoistoquimica

Para a reacdo imunoistoquimica foram utilizados imunomarcadores das proteinas
p53, pl6, p21, survivina e i-NOS (Tabela 1) em cortes de 3um. A peroxidase endogena foi
bloqueada em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos, sendo utilizado o
CINtec Kit (Ref. 9511 - MTM Laboratories AG, Heidelberg, Germany) para o pl6. Em
seguida foi realizada a recuperagdo antigénica pelo calor, utilizando-se cdmara de pressdo
(Pascal — DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) onde as laminas, submersas em solugio de
acido citrico 0,0lmM pH 6.0 permaneceram por 15 minutos. A recuperacdo antigénica para o
pl6 foi realizada em tampao TRIS/EDTA, pH 9 (CINtec Kit Ref. 9511 - MTM Laboratories
AG, Heidelberg, Germany), entre 95-990C, em banho-maria por 10 minutos Os cortes, entdo,
receberam os anticorpos primarios previamente diluidos, permanecendo incubados por 18
horas em cadmera imida a 4°C, com exce¢do do pl6 (pronto para uso) que permaneceu
incubado por 30 minutos. Logo apos, os cortes foram incubados com anticorpos secundario e
terciario por 30 minutos cada um, a temperatura ambiente (ADVANCE HRP Detection
System - DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA e CINtec Kit Ref. 9511 - MTM
Laboratories AG, Heidelberg, Germany). Como revelador, foi utilizado o cromoégeno 3,3-

diaminobenzidina (DAB) (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA e CINtec Kit Ref. 9511 -
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MTM Laboratories AG, Heidelberg, Germany) e para contra coloragdo, hematoxilina de
Harris. Os cortes foram lavados em 4gua corrente por 5 minutos e desidratados em cadeia
ascendente de etanol. Foi realizada a diafanizag¢do em xilol e montagem da ldmina em resina
sintética. Para controle negativo foi omitido o anticorpo primdrio € para o controle positivo
foram utilizados espécimes previamente estudados e de referéncia do laboratério do
Departamento de Patologia da FMB-Unesp.

Apds a imunomarcagdo, foram avaliadas todas as laminas de CEC e casos controle.
A presencga e expressdo de imunomarcagdo foram definidas por método semi-quantitativo, sob
observagdo de trés campos histoldgicos, em aumento de 200x, por trés avaliadores de forma
concomitante e sua avaliagdo dada pela média dos valores observados, na superficie do tumor
e no fronte de invasdo tumoral. A leitura da imunomarcag¢do recebeu valores equivalentes a:
valor 0 — auséncia de imunomarca¢do ou imunomarca¢do < 5% das células do corte
examinado; valor 1 — presenca de imunomarcacio em até 25% das células; valor 2 — presenga
de imunomarcac¢do de 26% a 50% das células; valor 3 - presenga de imunomarcac¢ado de 51% a
75% das células; e, valor 4 - presenca de imunomarcagdo > 75% das células. Foram
consideradas como positivas todas as células tumorais com colora¢do castanha intranuclear
e/ou citoplasmatica, independente da intensidade da imunomarcagio™”.
Analise estatistica

Foi utilizado o Software SAS for Windows versdo 9.2 para analise dos dados. Para
associacdo entre as variaveis clinicas e histopatoldgicas do CEC foi utilizado o teste Exato de
Fisher e coeficiente de Correlagdo de Spearman. Os mesmos testes foram utilizados para
associa¢do entre os imunomarcadores e as variaveis clinicas e histopatologicas. Para a
compara¢cdo multipla dos anticorpos nas camadas epiteliais e nos grupos foi utilizado o
modelo linear generalizado assumindo distribui¢do Poisson e o teste para a diferenca dos

minimos quadrados médios, assumindo p<0,05.

Resultados
Estudo clinico e anatomopatologico

Foram estudados 21 fragmentos de CEC de labio e 29 fragmentos de mucosa oral
normal. Os dados referentes as amostras estdo apresentados no Apéndice 2.

Todos os individuos da amostra eram brancos e exerciam atividades profissionais
associadas a exposicdo solar, entre elas, lavrador, tratorista, pedreiro, marceneiro, carpinteiro

e servicos gerais. A média de idade foi de 62,40+£16,63 anos (minimo de 89 ¢ maximo de 35
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anos). Houve predominancia do sexo masculino, sendo 15 homens (71,43%) e seis mulheres
(28,47%). Segundo grupamento para o estadiamento clinico (TNM), 17 (80,95%) lesdes
foram classificadas no estadio I, trés (14,29%) no estadio II e um (4,76%) no estadio I'V.

Os CEC do labio foram graduados histologicamente em graus 1 e¢ 2, ndo havendo
nenhum a que fosse atribuido o grau 3. Nao houve associacdo estatisticamente significativa
entre o estadiamento clinico e o grau de diferenciagdo dos CEC (p=0.3797) (Tabela 2), bem
como associacdo entre o estadiamento clinico e as caracteristicas histopatologicas avaliadas
(intensidade da resposta inflamatoria do hospedeiro, tipo de infiltrado inflamatdrio,
composi¢do do infiltrado inflamatério, padrdo de invasdo neoplasica) (Figura 2). O grau de
diferenciag@o histoldgico também foi analisado perante as varidveis histologicas e ndo foram
encontradas significancia estatisticas (p>0,005).

A média de espessura dos tumores foi de 3,80+3,03mm (minimo de 0,60mm e
maximo de 15,0mm). Os tumores com estadios clinicos mais avangados apresentaram maior
espessura (p=0,0012) e maior numero de mitoses (p=0,0054). No entanto, ndo foram
observadas associagdes entre a diferenciacdo tumoral, a espessura do tumor, o fronte de
invasdo e o estadiamento clinico. Nos tumores com fronte de invasao infiltrativo (Figuras 3 e
4) observamos as maiores espessuras (p=0,0317), predominio de resposta inflamatoria ativa

(p=0,0117) e presenga de plasmocitos (p=0,0411).

Estudo imunoistoquimico

Algumas laminas foram impossibilitadas de analisar por problemas técnicos. A
frequéncia e porcentagem das células imunomarcadas no CEC e mucosa normal estdo
dispostas de acordo com o escore de imunopositividade para cada anticorpo (Tabela 3, 4 e 5).

No fronte de invasdo tumoral foi observada correlagdo entre a reposta inflamatdria
ativa, a expressdo de i-NOS (p=0,0452) e a expressdo de survivina nuclear (p=0,0458).
Também foi observada aumento da expressdo de i-NOS na superficie do CEC em tumores
com estadios clinicos mais avancados, apesar da correlagdo ndo apresentar-se significativa
(p=0,0544). Na superficie do carcinoma a imunoexpressdao da p21 correlacionou-se com o
estadiamento clinico (p=0,0474); e a expressao de survivina citoplasmatica foi
significantemente maior nos carcinomas com infiltrado inflamatério intenso (p=0,0084) e
predominio de infiltrado inflamatorio linfocitario (p=0,0330).

A expressdo da p53 (Figuras 5-A e B) e p21 (Figuras 6-A e B), tanto no fronte de
invasdo quanto na superficie do CEC foi maior que na camada suprabasal da mucosa normal

(»<0,0001). Ambas as proteinas mostraram aumento significativo na camada basal da mucosa
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oral em relagdo a camada suprabasal (p<0,05). Houve correlacdo entre as expressdes da p21,
p53 e i-NOS no fronte de invasdo e na superficie do CEC com a expressdo citoplasmatica da
survivina (p<0,05). Na mucosa oral normal foi observada correlagdo entre a imunoexpressao
da p21, p53 com a survivina citoplasmadtica e nuclear e com a i-NOS (p<0,05). Nesse mesmo
grupo ainda observamos a expressdo aumentada da survivina nuclear e citoplasmatica em
relagdo a i-NOS, p21 e p53 da camada suprabasal. A expressdo da p53 se correlacionou com
as expressoes da 1-NOS, da p21 e da survivina nuclear tanto no fronte de invasdo quanto na
superficie do carcinoma e na mucosa normal (p<0,05). Nao houve expressdo da pl6 no
carcinoma ou na mucosa normal (Figuras 7-A e B). Foi observada aumento da
imunoexpressao de i-NOS (Figuras 8-A e B) no fronte de invasdo e na superficie do CEC em
relagdo a mucosa normal (p<0,05). A expressdo citoplasmatica da survivina foi maior na
mucosa normal em relacdo ao fronte de invasdo e a superficie do carcinoma (p<0,0001)
(Figuras 9-A e B). A expressdo nuclear da survivina no fronte de invasdo foi maior que
expressdo de i-NOS e p21 no mesmo grupo (p<0,05) e maior que a expressdo nuclear de
survivina na superficie do carcinoma (p=0,0118). Ainda, a expressdo de i-NOS e p53 da

camada suprabasal foi maior que a expressdo de p21 (p<0,05) (Tabela 6 e 7).

Discussao

Embora a etiologia do cancer de boca seja multifatorial, a principal etiologia do
carcinoma de labio €, claramente, a radiagdo ultravioleta™®. Consequentemente, o cancer de
labio deve ser estudado separadamente das lesdes intra-orais, embora nio sejam encontrados

(9 Diferentemente dos

dados estatisticos que mostrem sua incidéncia de forma isolada
carcinomas intra-bucais, os localizados no labio tém relagdo direta com a profissdo ¢ os
habitos do paciente, visto que trabalhadores de area rural ou urbana com fotoexposi¢do
cronica e pessoas com atividades de lazer expostas periodicamente ao sol sdo as que
apresentam maior fator de risco™’??. Em concordancia com a literatura, o grupo de pacientes
estudados mostrou associa¢do de casos de CEC com individuos de fototipos baixos, ja que
100% dos paciente declararam ter cor de pele branca. Ainda, todos os pacientes declararam
exercer profissdo ou ter habitos relacionados a exposi¢ado solar.

O sexo masculino predominou na série de casos estudada (71,43%) o que € concorde
com o esperado. Embora tenha sido observado aumento da incidéncia no sexo feminino ao
longo dos anos, os homens continuam sendo os mais acometidos pelas de CEC de labio'* '*
20.3259) A diferenca de incidéncia entre os sexos sugere divergéncias na duracdo da exposi¢io

a radiacdo solar e na interagdo entre varios fatores de risco relacionados a carcinogénese.
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Atividades profissionais menos expostas a fatores climaticos, nuimero menor de fumantes ¢ o
uso de protetores labiais, inclusive presentes em alguns batons, sdo dados relevantes
apresentados pelas mulheres que podem justificar essa diferenga 3.

A idade média dos pacientes com CEC no presente estudo foi de 62 anos, ou seja,
incidéncia ao diagnostico entre a 5* e 6* década de vida. O tempo necessario para as alteragdes
induzidas pelo sol levar ao desenvolvimento do cancer do labio varia aproximadamente de 20
a 30 anos, podendo ocorrer em menor tempo em alguns pacientes''”, justificando sua
incidéncia maior na populagdo a partir 50 anos de idade.

Existe grande dificuldade de se correlacionar o aspecto clinico com o grau
correspondente de alteragdes histoldgicas das lesdes do 14bio, o que contribui para subestimar
a importancia dessas lesdes e, portanto, para o diagnéstico tardio do CEC do 1abio"* **%.

Segundo grupamento para o estadiamento clinico (TNM), 17 (80,95%) lesoes foram
classificadas no estadio I, trés (14,29%) no estadio II ¢ um (4,76%) no estadio IV. Os CEC do
labio foram graduados histologicamente em graus 1 e 2, ndo havendo nenhum a que fosse
atribuido o grau 3. Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre o estadiamento
clinico e o grau de diferenciacdo dos CEC (p=0.3797), resultados condizentes aos

encontrados por Abreu et al. (2004)"?

que constataram relagdo entre o tamanho do tumor e o
grau de diferenciagdo histoldgica somente nos graus II e III, referindo que independentemente
do tamanho do tumor, muitos apresentaram grau 1.

A resposta imune desempenha papel importante na progressdo do cancer. Chaves et
al. (2002)°” mostraram que a analise da composi¢io do infiltrado inflamatério peritumoral
ndo pode ser apenas quantitativa. Os autores observaram que os disturbios no balango
imunoldgico ndo se relacionavam necessariamente com o numero de células de defesa, e sim
resultam de falha na fun¢do, regulacdo ou migra¢do de uma populacdo de células do sistema
imune para o local do tumor. Resultados estes semelhantes ao do nosso trabalho, no qual ndo
encontramos associacdo entre a intensidade do infiltrado inflamatério e o fronte de invasao
tumoral ou a superficie do carcinoma. No entanto, nos CEC com fronte de invasao infiltrativo
foi observada presenca significativa de resposta inflamatoéria ativa e predominancia de
infiltrado plasmocitario. Também observamos que os frontes de invasdo infiltrativos nos
estadios clinicos avangados, correlacionaram-se com os tumores de maior espessura, sendo
que estes apresentaram maior numero de mitoses, sugerindo maior agressividade neoplésica.

Os ecosinodfilos desempenham importantes atividades funcionais no processo de
interacdo entre os tecidos normal e o neoplasico maligno, através de reacdes de citotoxicidade

mediada por proteinas, pela produgdo e liberagdo de radicais livres ou pela atuagdo como
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células efetoras de atividades anti-neoplasicas®”’". Diversas pesquisas tém mostrado que a
presenca e o numero de eosinofilos nas regides limitrofes dos tumores epiteliais malignos
humanos, incluindo os da boca, atuam como fatores importantes para o fendmeno tanto de
progressdo como de destruicdo de células neoplasicas, sobrevida e metédstase. Assim, pela
avaliacdo dos resultados contraditdrios, fica evidente que complexas interacdes celulares e
moleculares entre as células do infiltrado inflamatorio e o parénquima neoplésico maligno sdo
determinantes para a expressdo ou ndo de uma efetiva resposta anti-neoplasica®’". No
entanto, nosso estudo ndo encontrou diferencas estatisticamente significativas entre a presenga
de eosindfilos e o tamanho do tumor, bem como entre essa células e a graduagio histoldgica
do CEC.

O CEC do labio apresenta distinta etiopatogénese e epidemiologia e apesar dos
fatores de riscos para essa neoplasia serem bem reconhecidos, poucos estudos tem investigado
a base molecular do seu desenvolvimento® "> ™. O cancer se origina do acimulos de
alteragdes genéticas e/ou epigenéticas que promovem situagdes de desequilibrio entre o
controle do crescimento celular e apoptose, o qual € regulado por uma série de genes e
proteinas, dentre elas a p53, a pl16, a p21, a i-NOS e a survivina.

Mutagdes no 7P53 sdo as anormalidades genéticas mais comuns encontradas em
CEC de cabega e pescoco. Estudos tém demonstrado que o espectro mutacional do TP53 ¢
diferente entre o CEC de boca e o de 1abio”. Enquanto os tumores intra-bucais apresentam
danos no DNA causadas principalmente pelo tabaco, a mutagdo do 7P53 em tumores de labio
revela a participacdo da radiagdo UV A importancia das alteragdes na via regulatéria da
p53 para o desenvolvimento do CEC do labio, como a sua imunopositividade, esta geralmente
associada a presenca de mutagdo do TP53, embora possa também, ocorrer na sua auséncia'>”
M. Além disso, as mutagdes que resultam em delecio ou truncamento da proteina ndo causam
seu acumulo e consequente auséncia de detec¢do por imunoistoquimica.

Com o objetivo de evidenciar o potencial marcador da p53 no desenvolvimento do

cancer de cabeca e pescogo, Shin et al. (1994)7

analisaram através da imunoistoquimica 33
espécimes de CEC que continham areas de epitélio normal adjacente ao tumor, hiperplasia
e/ou displasia epitelial. A expressdo da proteina foi observada em 45% dos carcinomas, 21%
dos epitélios adjacentes normais, 27% das hiperplasias e 45% das displasias epiteliais. A
andlise quantitativa da imagem da imunomarcag¢do demonstrou aumento progressivo da
expressio da p53 de acordo com a evolugdo da lesdo. Quanto a localizagdo das
imunomarcagdes, os autores relataram que nos casos de epitélio normal essas se restringiram

a camada basal do epitélio, enquanto que, nas hiperplasias e nas displasias epiteliais a
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expressdo expandiu-se para a camada parabasal e suprabasal, concluindo, assim, que a
expressdo da proteina pode estar alterada nas fases iniciais da carcinogénese da regido de
cabeca e pescoco.

De acordo com Cruz et al. (1998, 2000)® 77, a deteccdo da p53 em tecidos bucais
normais restringe-se a camada basal e nas outras camadas do epitélio se expressa em baixas
concentragdes ou estd ausente. Sua expressdo intensa nas células suprabasais sugere sua
alteracdo e possivel malignizag¢do do tecido.

Estudos de imunoexpressdo da p53 em tecidos normais expostos a radiagdo UV tem
sido controversos'’?. Nossos resultados mostraram que para as amostras do grupo controle, a
expressdo da p53 nas células da camada basal foi maior que na suprabasal, o que pode ser
explicado pela alta sensibilidade da técnica. Resultados semelhantes foram encontrados por
Fabbrocini et al. (2000)°® e Khan et al. (2009)"”, enquanto Crosthwaite et al. (1996)®” nao
encontraram expressdo da p53 em labio normal.

Alguns trabalhos mostraram aumento da expressdo da proteina p53 tanto nos

(79), como também,

carcinomas do labio quanto nas dreas fotoexpostas cronicamente
correlagdo entre a p53 e a perda de diferenciagdo celular nos tumores labiais®". Ao contrario,
Montesinos-Perea et al. (2004)°” ndo encontraram valor prognostico da p53 para o CEC do
labio levando em conta areas fotoexpostas e tumor, o que também foi observado em nosso
estudo.

Uma das descobertas mais promissoras em relacdo aos fatores prognosticos do CEC
de boca foi o reconhecimento de que o fronte de invasdo pode refletir melhor o
comportamento tumoral®* *¥. Os limites anatdmicos bem demarcados do 1abio inferior faz da
avaliagdo do fronte do CEC mais facil que de outras regides, principalmente quando os
espécimes sdo obtidos de ressecgdes cirirgicas com margens livres®”. Estudos mostraram

39 ¢ de boca®”

que a expressdo da p53 € mais elevada no fronte de invasdo do CEC do labio
do que no tumor como um todo. Em nosso trabalho, o CEC foi avaliado na regido do fronte de
invasdo e na superficie tumoral, e apesar da imunoexpressao da p53 ter sido maior no fronte,
ndo foi estatisticamente significativa em relagdo a superficie do tumor. No entanto, nossos
resultados apontaram o aumento da imunoexpressdao da p53 no CEC de labio, tanto na regido
do fronte de invasdo quanto na superficie do carcinoma em relagdo a camada suprabasal da
mucosa normal, sugerindo que essa proteina possa ser um importante marcador neoplasico na
carcinogénese do labio inferior.

A p21 bloqueia a progressao do ciclo celular e é ativada em resposta a baixas doses

de UVB®#7_ A expressdo aumentada da p21 em associagdo com o aumento da p53 tem sido
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relatada tanto em peles expostas aos raios ultravioletas quanto no fronte de invasdo tumoral
em CEC de 1abio®* ** ¢ tem-se sugerido que essa proteina sozinha possa ndo ser suficiente
para realizar a parada do ciclo celular e inibir o crescimento tumoral®”. No CEC de boca a
superexpressdo da p21 tem sido associada a invasdo tumoral € ao prognodstico desfavoravel, e
em associacdo ao aumento da p53 foi correlacionada com presenca de metdstases
ganglionares®> *. Em nosso estudo observamos aumento significativo da p21 no fronte de
invasdo e superficie tumoral em relagdo a camada suprabasal da mucosa normal. No entanto
ndo foi observado aumento significativo da imunoexpressdo da p21 no fronte de invasdo em
relacdo a superficie do tumor. Esses dados ndo condizem com os resultados encontrados por
Horta et al. (2007)*” que mostraram que a imunoexpressdo da p21 ¢ significantemente maior
no fronte de invasdo do que no restante do tumor, refor¢ando a hipdtese de que essa regido
seria responsavel pelo comportamento neoplasico. Apesar dos autores terem encontrado
aumento da expressdo de p5S3 e p21 no CEC do labio, ndo encontraram correlacdo entre essas
proteinas no fronte de invasdo, indicando que as mesmas podem participar de atividade
bioldgica do controle do ciclo celular por vias moleculares independentes. Nossos resultados
identificaram expressdo aumentada da p53 em relagdo a p21 tanto no fronte de invasdo quanto
na superficie tumoral. Também foi observada correlacdo significativa da imunoexpressdo da
p21 entre a superficie do tumor e o estadio clinico do CEC de labio.

A inativagdo do gene TP16 é um evento frequentemente encontrado em muitos tipos
de neoplasias malignas e sua identificacdo imunoistoquimica tem sido utilizada para a
avaliagdo de fatores preditivos e prognésticos do CEC de boca®*?. Pande et al. (1998)®
demonstraram relagdo direta entre a auséncia da pl16 e o estadiamento clinico dos pacientes
com CEC de boca. Contrariamente, estudos demonstraram auséncia de relacdo entre a
imunoexpressao de pl16 e o estadiamento clinico do CEC de boca, relatando que a presenga de
mutagdes no gene 7P16 parece representar evento mais decisivo para os estagios inicias da
carcinogénese oral, ao invés de determinar o comportamento clinico das lesdes e alteracdes
morfologicas encontradas na regido do fronte de invasio tumoral®: Y. Adicionalmente,
trabalhos mostram associagdo significativa entre a expressao de p53 e pl16 com piores indices
de sobrevida para pacientes com céncer de boca® °®. De-Paula et al. (2006)®” ndo
encontraram associag@o entre a imunoexpressdo da pl6 e p5S3 com ocorréncia de metastases
regionais, tamanho clinico das lesdes e gravidade do fronte de invasdo tumoral, sugerindo que
ndo ha correlagdo significativa entre essas proteinas e o CEC de boca. Em nosso estudo, foi
observada auséncia de imunoexpressdo em todos os grupos estudados. O controle positivo

imunomarcado nos garante a exatiddo do método em nosso trabalho. A auséncia da p16 ja
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tinha sido descrita por outros autores que utilizaram o mesmo anticorpo monoclonal,
relatando que esse marcador ndo pode detectar a p16 em epitélios estratificados pavimentosos
normais®*'%?. Contrariamente, Nakahara et al. (2000)"* observaram imunoexpressdo da p16
em mucosa oral normal e leucoplasias, entretanto, observaram auséncia da p16 nos CEC de
boca.

Viarios produtos pré-inflamatorios foram identificados como mediadores da
supressdo da apoptose, promog¢do da angiogénese, proliferacdo, invasdo tumoral e metéstase.
Entre eles encontra-se a i-NOS, a qual tem sido apontada como possivel marcador biologico
da progressdo tumoral, por ter sido encontrada em diversos tumores''** %Y. Condizente com
alguns estudos, ndo encontramos associagdo entre a expressao de i-NOS e o estadio clinico ou
grau de diferenciacdo tumoral'*®. Contrariamente, alguns autores correlacionaram a proteina
com metastases regionais e estadiamento clinico do tumor, mas ndo com a diferenciagdo
tumoral’®”. Em nosso estudo foi observado aumento significativo da imunoexpressio de i-
NOS no fronte de invasao tumoral com resposta inflamatoria ativa.. A expressdo aumentada
de i-NOS tanto no fronte de invasdo quanto na superficie tumoral foi significativa em relagdo
a mucosa oral normal, evidenciando seu importante papel na carcinogénese labial. Também
foi observada correlacdo entre a imunoexpressdo de i-NOS e a survivina citoplasmatica no
fronte de invas@o e superficie tumoral. Ainda, no fronte invasivo foi observada correlagdo
entre a imunoexpressao de i-NOS e p21. Concordante com a literatura, a expressdo de p53 se
correlacionou com i-NOS no fronte de invasao!'*”

do CEC.

, mas também foi observada na superficie

A survivina ¢ uma proteina que inibe a apoptose e regula a divisdo celular, sendo
indetectavel na maioria dos tecidos normais adultos, mas podendo ser observada tanto no
nucleo quanto no citoplasma das células neoplasicas. Sugere-se que a survivina nuclear atue
no controle a divisdo celular, enquanto que a survivina citoplasmatica seja citoprotetora*®. A
localizagdo intracelular da survivina em células tumorais e sua importancia como marcador de
prognoéstico foram analisadas em muitos estudos, embora com conclusdes contraditdrias.
Alguns trabalhos demonstraram que a expressdo aumentada de survivina citoplasmatica esta
associada a prognostico desfavoravel em varios tipos de carcinomas, inclusive no CEC de
cabeca e pescogo e a survivina nuclear possa estar relacionada a metdstases ganglionares e
baixo indice de sobrevida!®'®).

A survivina pode ser controlada negativamente pela p53 através de mecanismos

envolvendo inibidores da apoptose, assim, a alta frequéncia de muta¢des do gene 7P53 nos
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canceres humanos poderia explicar a expressdo desregulada da survivina em diversos tipos de
tumores e sua auséncia nos tecidos vizinhos normais'''*: 12,

Em estudos de Khan et al. (2000)7® a expressdo survivina foi detectada em 72% dos
CEC, em 44% das lesdes pré-malignas e ausente nos tecidos normais. Os autores também
detectaram que 28% dos CEC e 18% das lesdes pré-malignas co-expressaram p53 e survivina,
apesar de ndo ter sido encontrada correlagdo significativa entre as duas proteinas. Foi
observado aumento da survivina em relagdo a p53 quando se comparou o CEC com a lesdo
pré-maligna e com a mucosa normal. Os autores ndo identificaram correlagdo entre survivina
e pS3 com os parametros clinico-patoldgicos e sugeriram que a pS3 possa ndo ser a principal
contribuinte na desregulagdo da survivina no cancer de boca.

Jane et al. (2006)"'” correlacionaram o aumento da expressdo da survivina nos CEC
de boca com o grau de diferenciacdo do tumor e observaram que a localiza¢do nuclear da
survivina esteve relacionada aos tumores pobremente diferenciados, o que vai de encontro aos
estudos de Lu et al. (2004)"*" ¢ Grabowski et a. (2003)(]22) que correlacionaram expressao
nuclear da survivina com prognodstico desfavoravel em cancer de pulmio e esofago,
respectivamente.

Qi et al. (2010)"'* encontraram expressdo aumentada de survivina tanto no nucleo
quanto no citoplasma das células de CEC de cabega e pescogo, as quais foram correlacionadas
com a progressdo do tumor, incluindo aumento da proliferacdo celular, indiferenciacdo
tumoral e presenca de metastases ganglionares.

Kim et al. (2010)"*¥, ao realizarem anélise clinica-patolégica da carcinogénese oral
em hamsters, relataram significativa correlag@o entre a expressdo de survivina e metastases
ganglionares, bem como entre a proliferacdo tumoral. No entanto, ndo encontraram
associacdo entre a expressdo da proteina e a diferenciagdo neoplasica, a densidade dos vasos
sanguineos e o estadio clinico do tumor, o que vai de encontro aos nossos resultados que nao
detectaram correlacdo significativa entre a expressdo nuclear ou citoplasmatica da survivina
com o estadio clinico e com o grau de diferenciacdo tumoral tanto no fronte de invasdo quanto
na superficie do carcinoma.

Em nosso estudo foi observada imunoexpressao aumentada da survivina nuclear no
fronte de invasdo dos CEC que apresentaram resposta inflamatdria ativa, demonstrando maior
agressividade tumoral. Ainda, houve aumento da survivina citoplasmatica da superficie do
carcinoma nos tumores com resposta inflamatoria mais intensa, com significativa presenca de
linfécitos. No fronte de invasdo foi observada correlagdo entre a survivina citoplasmatica e a

p21, bem como entre a survivina nuclear, a p21 e a imunoexpressao da i-NOS.
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Conclusao
A expressdo da pl6 ndo se mostrou significativa no cancer de 1abio. As expressdes

da p53, p21, survivina e i-NOS estdo alteradas nas fases iniciais da carcinogénese labial,
podendo ser importantes marcadores de malignidade. Estudos que mostrem o mecanismo de
acdo destas proteinas bem como dos seus respectivos genes no CEC labial sdo necessarios

para complementar nossos resultados.
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Figura 1. Carcinoma espinocelular: lesdo ulcerada, recoberta por crosta e com base infiltrada.
Figura 2. Carcinoma espinocelular bem diferenciado: invasdo do tipo expansiva, com clara
delimitacdo do fronte de invasdo. HE X 100.

Figura 3. Carcinoma espinocelular pouco diferenciado: fronte de invasdo infiltrativo, sem
clara delimitacdo do tumor. Infiltrado inflamatdrio ativo e expressivo. HE X 200.

Figura 4. Carcinoma espinocelular pouco diferenciado: fronte de invasdo com blocos de
células e células isoladas. Infiltrado linfoplasmocitario ativo. HE X 400.
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Figuras 5-A e B. Expressdo imunoistoquimica da p53 na regido do fronte de invasdo e
superficie tumoral respectivamente. X 200; X 100.

Figuras 6-A e B. Expressdo imunoistoquimica da p21 na regido do fronte de invasdo e
superficie tumoral respectivamente. X 200.

Figuras 7-A e B. Expressdo imunoistoquimica da pl6 na regido do fronte de invasdo e
superficie tumoral respectivamente. X 200; X 100.

131



Ribeiro - Vieira R.A.M.A. Artigo Cientifico 3

superficie tumoral respectivamente.
Figuras 9-A e B. Expressdo imunoistoquimica da survivina na regido do fronte de invasdo e
superficie tumoral respectivamente.
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Tabela 1. Anticorpos primarios utilizados na reacio de imunoistoquimica e suas
especificacoes

Anticorpo Clone C0d1’g0 do Diluic¢io Fabricante
catalogo
. Monoclonal ) DakoCytomation,
Anti-p33 clone DO-7 M7001-1 1:100 Carpinteria, CA, USA
. Monoclonal ) DakoCytomation,
Anti-p21 clone SX118 M7202-129 1:300 Carpinteria, CA, USA
Monoclonal )
Antip-16  CINtek Histology Kit 9511 RTU %Z?ge%s:;oratgreﬁ ;?lG’
Clone E6H4 & Y
Anti- Cell Signaling

Policlonal de coelho 71G4B7E 1:600 Technology
Danvers, MA, USA
Thermo Fisher Scientific
-Lab Vision -
NeoMarkers, Fremont ,
CA, USA

survivina

Anti-INOS  Policlonal de coelho RB-9242-P1 1:200

Tabela 2. Estadiamento clinico (TNM) e grau de diferenciacio histologica
dos carcinomas espinocelulares do labio inferior

Diferenciacio tumoral

Estadios clinicos

Grau 1 Grau 2 Total
0 0
Estadio clinico I 10 (47,62%) 7(33,33%) 17 (80,95%)
C s o 0
EstaduI)Iclmlco 1 (4,76%) 2 (9,52%) 3 (14.29%)
. r__ e 0 0
Estadio clinico 0 (0,00%) 1 (4,76%) 1 (4,76%)
111
Total 11(52,38%) 10 (47,62%) 21 (100,00%)
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Tabela 3. Frequencia e porcentagem de células imunomarcadas na mucosa oral normal

Imunomarcadores
Escore i-NOS p21 p21 p53 p53 Survivina Survivina
basal  suprabasal basal suprabasal citoplasma nucleo
0 3 1 1 1 1 1 1
(10,34%) (3,57%) (3,57%) (3,57%)  (3,57%) (3,70%) (3,70%)
1 11 0 26 0 6 1 1
(37,93%) (0,00%)  (92,80%)  (0,00%) (21,43%) (3,70%) (3,70%)
) 13 0 1 2 19 13 7
(44,83%) (0,00%) (3,57%) (7,14%)  (67,86%)  (48,15%) (25,93%)
3 2 0 0 0 2 11 15
(6,90%)  (0,00%) (0,00%) (0,00%)  (7,14%) (40,74%)  (55,56%)
4 0 27 0 25 0 1 3
(0,00%) (96,43%)  (0,00%)  (89,29%) (0,00%) (3,70%)  (11,11%)
TOTAL 29 28 28 28 28 27 27

(100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)  (100%)

Tabela 4. Frequencia e porcentagem de células imunomarcadas na regiio do
fronte de invasiio do carcinoma espinocelular do labio inferior

Imunomarcadores
Escore i NOS p21 ps3 S.urvivina Surrvivina
citoplasma  nucleo
0 0 0 0 1 0
(0,00%) (0,00%)  (0,00%) (5,00%) (0,00%)
1 6 9 1 17 0
(30,0%) (45,0%)  (5,00%) (85,0%) (0,00%)
) 2 7 4 1 6
(10,0%) (35,0%)  (20,0%) (5,00%) (30,0%)
3 12 4 7 1 14
(60,0%) (20,0%)  (35,0%) (5,00%) (70,0%)
4 0 0 8 0 0
(0,00%) (0,00%)  (40,0%) (0,00%) (0,00%)
TOTAL 20 20 20 20 20

(100,0%)  (100,0%) (100,0%)  (100,0%)  (100,0%)
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Tabela 5. Frequencia e porcentagem de células imunomarcadas na superficie
do carcinoma espinocelular do labio inferior

Imunomarcadores
Escore L NOS p21 ps3 S.urvivina Sur,\fivina

citoplasma nicleo

0 0 0 0 5 1
(0,00%) (0,00%) (0,00%) (25,0%) (5,00%)

1 5 5 2 12 3
(30,0%) (25,0%) (10,0%) (50,0%) (15,0%)

5 7 11 4 1 9
(35,0%) (55,0%) (20,0%) (5,00%) (45,0%)

7 3 8 2 5
3 (35,0%) (15,0%) (40,0%) (10,0%) (25,0%)

4 0 1 6 0 2
(0,00%) (5,00%) (30,0%) (0,00%) (10,0%)

TOTAL 19 20 20 20 20

(100,0%)  (100,0%)  (100,0%)  (100,0%)  (100,0%)
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CONCLUSOES

10.

Os fototipos de I-IIl constituiram 97,2% da amostra e confirmaram a

suscetibilidade da pele clara a ocorréncia da queilite actinica.

N

O sexo masculino e profissdes relacionadas a exposicdo solar confirmaram os
dados observados na literatura para a queilite actinica e para o carcinoma

espinocelular do labio.

Lesdes de padrao eritematoso, com presenca de ulceracao/exulceracdo, edema e

infiltragdo foram marcadores clinicos de gravidade para a queilite actinica.

A presenca de vasodilatagdo foi o tinico achado histolégico que se correlacionou

com a gravidade clinica da queilite actinica.

Displasia epitelial e elastose solar estiveram presentes em praticamente todos os

casos, independente da gravidade clinica da queilite actinica.

Os tumores com estadios clinicos mais avangados apresentaram maior espessura

e maior nimero de mitoses.

As neoplasias com fronte de invasao infiltrativo foram as mais espessas, com

predominio de resposta inflamatéria ativa e presenca de plasmocitos.

Nao houve diferenca significativa na expressdo das proteinas no fronte de

invasdo e na superficie tumoral.

Também ndo foi observada diferenca entre a expressdao nuclear e citoplasmatica

da survivina.

A expressao da pl6 ndo se mostrou significativa na queilite actinica e no cancer

de labio.

11. A expressao aumentada da p53, p21, survivina e i-NOS evidenciam o papel destas

proteinas nos eventos iniciais da carcinogénese labial, podendo ser importantes

marcadores de malignidade.
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Botucatu, 03 de novembro de 2008 Of. 494/08-CEP

Tlustrissimo Senhor
Meof. B, Silvie Alencar Marques
Departamento de Dermatologia da

Prezado Dr. Silvio,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
“Expressio da apoptose e dxido hitrico em queilites actinicas e carcinomas
espinocelulares do ldbio inferior ”, a ser conduzido por Renata Aparecida Martinez
Antunes Ribeire Vieira, orientada por Vossa Senhoria, , Co-orientada pela Prof® Dr®
Maridngela Esther Alencar Marques, com a colaboracdo do Dr. Daniel Araki Ribeiro,
recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em reunido de 04/08/2.008.

A recomendagdic contida no oficio 332/2008 foi satisfatoriamente atendida.

Situacio do Projeto: APROVADO. Apresentar Relatério Final de Atividades ao
final da execugiio deste projeto.

Secretario do CEP,
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