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COSTA NCS. Expressao de Mastocitos em Queilite actinica e Carcinoma
Epidermdéide de labio inferior [dissertacdo]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista; 2009.

RESUMO

A queilite actinica (QA) € uma lesdo multifocal do vermelhao do labio com
potencial de malignizacdo para carcinoma epiderméide (CE). O principal
fator etioldgico envolvido nestas doencas é a exposicdo excessiva ou em
longo prazo a radiacdo ultravioleta (UV) do sol. Além dos danos diretos
aos tecidos do labio, a radiacdo UV induz mastdcitos (MCs) a liberarem
substancias que participam do processo de imunossupressao permitindo o
desenvolvimento neoplasico. Estas células também séo associadas a um
pior prognéstico e favorecimento a metdstase de diversas neoplasias. O
objetivo deste trabalho foi analisar a densidade de MCs a fim de melhorar
o entendimento da patogenia da QA e o possivel mecanismo de sua
progressao para o CE. Estudou-se 66 casos de QA, com diferentes graus
de atipia epitelial, 57 de CE e 28 casos de mucosa de labio com lesao
benigna ndo relacionada a exposicdo solar (grupo controle),
diagnosticados clinica e histologicamente, no Departamento de
Biociéncias e Diagnostico Bucal da FOSJC-UNESP. A amostra foi corada
histoquimicamente com hematoxilina-eosina e azul de toluidina e
imunoistoquimicamente com anticorpo anti-triptase. Em todos os casos a
contagem de MCs foi realizada em microscépio de luz, com aumento final
de 400x, em trés campos com &rea de 0,04 mm? cada. A densidade de
MCs no CE, QA e grupo controle foi de 36,91 +17,43; 22,17 + 11,49; 8,86
+ 3,98 ( triptase) e 22,71 £ 11,48; 13,30 + 6,08; 7,29 * 3,22 ( azul de
toluidina) cellssmm? , respectivamente. Os dados foram analisados
estatisticamente pelos testes de Kruskal-wallis, Wilcoxon e Dunn,
adotando-se nivel de significAncia de 5%. Houve diferenca
estatisticamente significante na densidade de MCs entre os trés grupos
estudados (p=0,0001). Concluiu-se que os MCs participam das alteragbes
gue ocorrem na matriz extra-celular da QA, o que pode ser um indicio do
favorecimento a malignizacdo da QA para CE.

Palavras-chave: Radiagdo solar, Queilite, Carcinoma epidermaide,
Mastocito



1 INTRODUCAO

A Queilite Actinica (QA) e o Carcinoma Epidermoide (CE)
de labio inferior sdo lesdes relacionadas a um mesmo agente etioldgico
principal que é a exposicéo do labio inferior a radiacao ultravioleta (UV). A
QA clinica e histologicamente tém aspecto multifocal e é considerada
cancerizavel porgue pode evoluir para o CE. O CE de labio inferior
clinicamente se apresenta como uma Uulcera que nao cicatriza, tem
evolucdo relativamente lenta e geralmente se desenvolve a partir de
lesdes de QA crbnica e nao tratada (Ayres, 1923; Nicolau; Balus,1964;
Baker,1980; Cataldo; Doku, 1991; Main; Pavone, 1994; Santos et al.,
2003, Casino et al., 2006).

Hoje sabe-se que a radiacdo UV possui inumeras
propriedades imunomodulatérias e danosas a pele humana.
Particularmente a radiagdao UVB, porque altera diversas propriedades do
sistema imune, tanto no local da exposicéo, quanto de maneira sistémica.
Esses efeitos imunomodulatorios tem sido implicados na patogénese dos
canceres de pele do tipo melanoma e ndo-melanoma (Chang et al.,
2006).

Algumas evidéncias sugerem que o microambiente tumoral
€ capaz de influenciar numerosos processos celulares tais como:
crescimento, diferenciacdo, expresséo génica, invasao e morte celular, e o
infiltrado inflamatério associado ao tumor pode contribuir fortemente para a
tumorigénese (Balkwill; Montovani, 2001; O’Byrne; Dalgleish, 2001;
Coussens; Werb, 2002; Balkwill, 2004).

Os Mastocitos (MCs) sao células do sistema imune que
estdo presentes proximas a vasos, nervos, areas de inflamacgéo e locais

de desenvolvimento neoplasico, onde desempenham papel chave em
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multiplos processos fisioldgicos, imunoldgicos e patoldgicos (Crivelatto,
2008).

A radiacdo UV é capaz de induzir os MCs a sintetizar e
liberar substancias capazes de modular, direta ou indiretamente, a
producdo e degradacdo de matriz extracelular, além de participarem
diretamente da angiogénese, eventos importantes no processo de
progressao do CE (Lees et al., 1994; Kaarsen et al., 1995; Nishikori et al.,
1998; Crivelatto et al., 2008).

A participacdo dos MCs no desenvolvimento do cancer &
complexa e as informagOes encontradas na literatura s&o conflitantes
qguando descrevem efeitos pré e anti-tumorais dessas células em diversos
tipos de neoplasias humanas.

Estudos sobre a expressdao de MCs em condi¢des
cancerizaveis como a QA e em neoplasias como o CE, pode auxiliar no
entendimento da patogenia e possivel progressao da QA para o CE de
labio, visto que na literatura ainda nédo esta clara a verdadeira participacao
dos MCs nessas doencas.

Este trabalho teve por objetivo estudar a expressao dos
MCs na QA e CE de labio inferior por se tratar de doencas relacionadas a

exposicao a radiacdo UV.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Radiacéo Ultravioleta (UV)

A radiacdo UV solar e a radiagcdo UV de fontes artificiais
podem ter efeitos benéficos ou toxicos a pele humana, dependendo de
como as utilizamos e nos expomos a elas. A radiacdo solar é
imprescindivel & vida humana, assim como a agua e o ar. E importante
para o nosso bem estar psiquico, para a sintese de vitamina D e geragéo
de uma saudavel protecdo de melanina na pele (Juchem et al., 1998).

A exposicdo cronica e excessiva a radiacdo solar
representa o principal fator responsavel pelo desenvolvimento de pré-
malignidades e malignidades na pele e nos labios. Algumas evidéncias
incluem maior prevaléncia dessas afec¢cdes em areas do corpo expostas
ao sol; aumento da incidéncia de lesbes em pessoas de pele clara que se
gueimam com facilidade, mas nunca bronzeiam; maior prevaléncia de
cancer em areas do mundo com maior insolagdo e maior ocorréncia em
pessoas que trabalham ao ar livre (Pathak, 1985).

O sol emite radiacdo UV através de um amplo espectro,
dividido em faixas de acordo com o comprimento de onda e quantidade de
energia, da seguinte forma: UVA que corresponde a faixa de 315-400nm,
UVB de 280-315nm e UVC com comprimento de onda menor que 280nm
(De Gruijl, 1999). Quanto menor o comprimento de onda, maior e mais
penetrante € a energia da radiacao.

A radiagdo UVA tem o maior comprimento de onda e baixa
quantidade de energia UV, correspondendo a mais de 90% da radiacao

solar (Quinn, 1997). Seus principais efeitos danosos sobre a pele séo
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ressecamento, envelhecimento precoce e desenvolvimento de cancer de
pele. A radiacdo UVB tem menor comprimento de onda e uma quantidade
de energia maior que a radiacdo UVA. Penetra mais efetivamente na pele
causando pigmentacdo profunda. Desencadeia os mesmos danos da
radiacdo UVA, porém, seus efeitos sdo mais marcantes. A radiacdo UVC é
a mais penetrante de todas, com maior potencial de dano a pele, mas a
maior parte é filtrada pela camada de oz6nio (Thornhil, 1993).

Os efeitos deletérios da radiagdo UV dependem da
duracéo e frequéncia da exposicao, da intensidade da radiagéo, latitude e
das caracteristicas genéticas do individuo, como cor e fototipo de pele,
principalmente. (Juchem, et al., 1998). Dependendo do comprimento de
onda e da quantidade de energia, a radiacdo UV ird exercer efeitos
importantes sobre a pele humana, principalmente através da estimulagéo
de reacdes fotoquimicas e de mutagcbes no DNA de células da pele
expostas a radiacdo (Thornil, 1993; De Gruijl, 1999).

O envelhecimento da pele ocorre basicamente através de
dois processos independentes, mas que ocorrem simultaneamente. No
envelhecimento cronoldgico ou intrinseco a pele é afetada por lentas e
irreversiveis alteracoes. @) envelhecimento extrinseco ou
fotoenvelhecimento € resultante da exposicdo a fatores ambientais,
principalmente a radiagdo UV, que causa as alteracOes cutaneas mais
visiveis. Os dois processos de envelhecimento ocorrem lentamente ao
longo de décadas, como resultado de um dano cumulativo (Seité et al.,
2004).

A pele comprometida pela radiacdo UV caracteriza-se
clinicamente por rugas, aspereza, aspecto amarelado, despigmentacao,
telangiectasia e podera desenvolver uma série de neoplasmas benignos e
malignos (Griffthis, 1992). O ultimo estagio desse processo acontece no
tecido conjuntivo dermal (Smith et al., 1962; Warren et al., 1991). Este

dano é caracterizado pela rarefacdo e desorganizacdo das fibras

colagenas e depdsitos de material elastotico (Seité et al., 2004).
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2.2 Fotocarcinogénese

Fotocarcinogénese é o conceito dado a uma série de
eventos que ocorrem apoOs exposicdo a luz ultravioleta e que levam a
formacdo de DNA alterado, com subsequente mutacao celular (Runger,
2003).

A radiacdo UVB e UVC sao largamente responsaveis por
mutagbes induzidas pela luz do sol e consequentemente pela
carcinogénese UV-induzida. Para o desenvolvimento do cancer de pele, a
radiacdo UV deve ser capaz de iniciar dois eventos fundamentais: a
transformacdo neoplasica de células da pele e uma desregulacédo
sistémica da fung¢do imune mediada por células (Kripke, 1981; McKenzie
et al., 1999).

Diversos mecanismos de defesa celular reduzem a
probabilidade de que o dano celular resulte em mutacdo. Muitas destas
respostas protetoras podem ser induzidas pela radiacdo UV, por meio de
protecdo adicional contra exposicoes subsequentes. Todas essas
respostas sdo mediadas por uma rede de moléculas sinalizadoras, muitas
das quais envolvem o0 gene supressor tumoral p53 (Ringer, 2007).
Mutacbes no gene p53 induzidas por radiacdo UV, com subsequentes
respostas de dano celular, sdo a porta de entrada para o desenvolvimento
da maioria dos carcinomas de células escamosas cutaneos (Brash et
al.,1996).

A melanina que cobre o ndcleo dos queratinécitos basais
reduz a formagéo de dano ao DNA ap0s exposicao da pele a radiagdo UV.
Na maioria dos individuos, quando o DNA é alterado, este dano é
reparado e ndo leva a formacdo de mutacdes. Isto € bem exemplificado se
levarmos em consideracdo uma doenca genética conhecida como
xeroderma pigmentoso, em que ha uma relativa inabilidade no reparo do

DNA danificado pela radiacdo UV o que resulta no aumento da frequéncia
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de cancer de pele em areas expostas a radiagdo nos individuos afetados
pela doenca (Riinger, 2007).

O controle do ciclo celular também € um mecanismo que
inibbe a formacdo de mutacbes em locais com DNA alterado,
principalmente na transicdo da fase G1/S, que captura as células com
DNA alterado e impede sua replicagcéo (Decraene et al., 2001).

A ativacdo de vias de sinalizacdo apdés dano ao DNA
resulta em apoptose das células irradiadas por UV. Isto previne a
sobrevivéncia de células com DNA alterado e posterior mutagdo. Ainda
que uma mutacdo se estabeleca, a maioria das células mutadas é
destruida por células do sistema imune. Esta vigilancia imunolégica
desempenha um papel extremamente importante na prevencao do cancer,
mas é inibida na pele exposta cronicamente a radiacdo UV (Runger,
2007).

2.3 Imunossupresséo induzida por UVB

A pele é um 0Orgao capaz de iniciar a resposta do sistema
imune contra antigenos externos e um grande numero de células dermais
e epidermais participam das reacdes imunes da pele. Células de
Langerhans e queratindcitos sdo responsaveis por iniciar a atividade
imune, enquanto fibroblastos dermais, células dendriticas, MCs e células
endoteliais mantém e medeiam a resposta imune. A exposi¢do a radiacao
UV pode diretamente alterar a funcdo destas células, resultando em
supresséao da resposta imune (Ch’ng et al., 2006).

Os canceres de pele induzidos por radiacdo UV séao
altamente imunogénicos e serao rejeitados por um sistema imunoldgico
competente e nao comprometido pela radiagdo. A imunossupressao

induzida por radiacdo, principalmente UVB, impede a destruicdo
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imunoldgica desses tumores (Hart et al., 2001). Kripke, em 1981, foi o
primeiro autor a demonstrar através de modelo animal que tumores
induzidos por UVB se desenvolveram em camundongos irradiados, mas
foram rejeitados quando transplantados para um receptor nao-irradiado.

Estudos realizados em humanos e em animais
demonstraram que certas fungdes imunes declinam com a idade, em
especial a funcédo dos linfocitos T. O declinio das funcdes imunolégicas
acarreta perda da capacidade do sistema imune em destruir células
afetadas pela radiacdo UV e substitui-las por novas células. A ocorréncia,
frequentemente observada no desenvolvimento de ceratoacantomas,
ceratoses e epiteliomas em pacientes imunodeprimidos, sugerem que para
o controle das malignidades cutaneas é importante que o sistema imune
esteja intacto e seja capaz de reconhecer e destruir células alteradas pela
radiacdo UV (Pagnano, 1990).

A epiderme humana apresenta varias camadas de
espessura e impede que mais de 90% da radiacdo UVB seja transmitida
para a derme vascularizada. Para que a radiagdo UV exerca seus efeitos
danosos, é necesséario a existéncia de um fotorreceptor epidermal para
UVB (Hart et al., 2001). Tanto o DNA quanto o acido trans-Urocanico-
(Trans-UCA) tém sido implicados como sendo fotorreceptores para sinais
imunossupressivos iniciados por UVB (Applegate et al., 1989; Noonan;
DeFabo, 1992).

A evidéncia de que o DNA age como fotorreceptor provém
de estudos utilizando enzimas T4N5 lipossomo-encapsuladas que podem
reparar quebras na cadeia de DNA. O uso dessas enzimas em locais
irradiados tem resultado em sintese reduzida de Fator de Necrose
Tumoral-a (TNFa) e Interleucina-10 (IL-10) por queratindécitos irradiados e
reversao das propriedades imunossupressivas da radiacdo UVB in vivo e
in vitro (Applegate et al., 1989; Kripke et al., 1992).

Trans-UCA €& uma espécie molecular localizada

superficialmente no extrato corneo (Hart et al., 2001). Quando irradiado é
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convertido no isémero mais solavel cis (Noonan; DeFabo, 1992). Modelos
experimentais indicaram que um anticorpo contra cis-UCA neutralizou os
efeitos imunossupressivos da radiacdo UVB sugerindo ser este o
fotorreceptor para UVB presente na epiderme (EI-Ghorr et al., 1995;
Kondo et al., 1995; Moodycliffe et al., 1996).

Alguns individuos parecem ser mais susceptiveis que
outros em relacdo as propriedades imunossupressoras da radiagcdo UV.
Na populacdo em geral, cerca de 50% das pessoas sao susceptiveis a
radiacdo UVB, como foi demonstrado por Tie et al. (1995), em um estudo
sobre resposta de hipersensibilidade por contato. Em outro estudo,
demonstrou-se que mais de 90% dos pacientes com cancer de pele néo-
melanoma sdo susceptiveis a radiacdo UVB (Streilein et al., 1994).

Kahn et al. (1998), demonstraram que pacientes com
cancer de pele ndo-melanoma tém um risco de 20 a 30% maior de morte
por outros canceres, um fendmeno consistente com imunomodulacao
sistémica induzida por UVB.

Damian et al. (1999), demonstraram através de modelo
animal, que varias infecgcbes experimentais bacterianas, virais e
parasitarias foram desenvolvidas em hospedeiros irradiados por UVB, mas
nao em hospedeiros nao-irradiados.

Além destes fatores, a prevaléncia de mastécitos (MCs)
dermais estd implicada como um fator essencial na susceptibilidade
individual & imunossupressao induzida por UV. A radiacdo UVB ativa o0s
MCs através da estimulacdo da isomerizagédo de trans-UCA para cis-UCA,
0 que por sua vez estimula a degranulacdo de MCs (Hart et al., 1998).
Uma das substancias liberados pelos MCs, a histamina, exerce um papel
fundamental nos mecanismos de imunossupressao, como por exemplo, na
estimulacdo da producdo de prostandides, principalmente Prostaglandina
E, (PG)E; por queratindcitos. Além disso, apesar de cis-UCA sozinha ser
capaz de estimular a producdo de prostandides, ela pode atuar em

sinergia com a histamina gerando uma sintese aumentada de(PG)E,, que
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esta envolvida principalmente nos processos inflamatorios que ocorrem na
pele apos exposicdo a radiagdo UV (Jaksic et al., 1995).

A histamina também pode influenciar a migracdo de
células imunes no local irradiado com UVB ou para linfonodos préximos.
(Laberge et al., 1995). Esse mediador quimico pode regular a proliferagédo
de linfécitos, suprimindo a expansdo de linfocitos T helper 1 (Thl) e
alterando perfis de citocinas, suprimindo a producdo de IL-12 e
estimulando a producéo de IL-10 através de receptores de histamina H;
(Lagier et al., 1997; Elenkov et al., 1998). Os efeitos da histamina sobre
células apresentadoras de antigenos ainda ndo sao totalmente conhecidos
(Hart et al., 2001).

2.4 Mastécitos

Os mastocitos (MCs) foram descobertos no final do século
XIX por Paul Ehrlich, na época um estudante de medicina, que o0s
caracterizou pela presenca de granulos em seu citoplasma que se
coravam metacromaticamente com corantes basicos. (Ehrlich citado por
Crivellato, 2008). Diversas pesquisas vem sendo realizadas ao longo dos
anos principalmente pela diversidade biolégica e funcional apresentada
por essas células, que desempenham um papel central na imunidade inata
e adquirida, sendo fundamentais para a defesa do organismo (Metcalfe et
al., 1997; Kirshembaum, 2000).
Os MCs sédo células derivadas de precursores
pluripotenciais da medula 6ssea que expressam o antigeno CD34 e
iniciam sua diferenciagdo sob influéncia do fator de células tronco ( stem
cell factor- SCF) e da IL-3. Pertencem a uma linhagem distinta de
monocitos e macréfagos e precursores de granulécitos (Golgar;
Bernhard,1997; Katsambas et al., 1999; Robbie-Ryan; Brown, 2002).
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Em MCs murines e humanos, ocorre um processo gradual
de aquisicdo de receptores de superficie e componentes intracelulares que
caracterizam essas células como maduras ou diferenciadas. Este
processo € realizado principalmente pelo SCF que se liga ao receptor
tirosina-quinase c-kit, expresso na membrana dos MCs (Galli, 2000). O
SCF é produzido pelas células endoteliais, fibroblastos e células epiteliais
e atua em conjunto com diversas citocinas, que incluem IL-3, IL-4, IL-9, IL-
10 e fator de crescimento neural (NGF) (Metcalfe et al., 1997; Ashman,
1999), sendo os MCs expostos continuamente e em seqiéncia a estes
fatores de crescimento (Galli, 2000).

Os precursores dos MCs migram da circulacdo para 0s
tecidos periféricos onde, sob a influéncia de fatores do microambiente
local, completam sua maturacgéo e se diferenciam em MCs maduros (Galli,
2000; Ch'ng et al., 2006). Nesses locais, sob a influéncia do SCF e outras
citocinas localmente produzidas (IL-3, IL-4, IL-9, IL-10), expressam seu
fendtipo final (Metcalfe et al., 1997).

O MC maduro é uma célula relativamente grande, de 15 a
20pum, com formato fusiforme, poligonal ou oval e com citoplasma
levemente eosinofilico contendo granulos em seu interior. O ndcleo é
basofilico, levemente excéntrico e também relativamente grande, com
cerca de 4 a 7 uym de diametro, podendo estar presentes um ou mais
nucléolos. E caracterizado pela presenca de granulos que ocupam de 50 a
55% do citoplasma (Katsambas,1999; Jolly et al., 2000).

Classicamente os MCs sao divididos em duas
subpopulacdes, baseados em suas propriedades bioquimicas e
distribuicdo anatomica: MCs de tecido conjuntivo e MCs de mucosa
(Hallgren, et al., 2007). Além de sua distribuicdo anatdbmica os MCs
também diferem quanto a expressdo de proteases neutras como triptase
ou a combinagcao de triptase, quimase, carboxipeptidase e catepsina G.
MCs de tecido conjuntivo expressando triptase e quimase sdo o maior

subtipo encontrado na derme da pele. Eles estdo geralmente localizados
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na derme papilar, adjacentes a vasos sanguineos e linfaticos e em
proximidade com nervos periféricos (Metcalfe et al., 1997).

Os MCs armazenam e liberam indmeros mediadores que
exercem diferentes funcdes e atividades biologicas. Os mediadores pré-
formados incluem histamina, proteoglicanas e enzimas (triptase, quimase,
carboxipeptidase, catepsina G, hidrolases &cidas, fosfolipase,
aminopeptidase e exoaminodase), mediadores sintetizados, que incluem
IL1 a IL-8, TNF-q, IL-12,IL-13, IL-15, quimiocinas, fatores de crescimento e
de angiogénese (VEGF, PDGF), além de outros mediadores fisiolégicos
como leucotrienos e prostaglandinas (McNeil, 1996; Church; Levi-Schaffer,
1997).

A triptase é a enzima predominante e estd presente em
todos os MCs humanos. E a protease primaria dos MCs do pulmé&o, pele e
trato gastrintestinal. E uma enzima composta de um tetrAmero de 134 kDa,
com duas subunidades, de 31-34 kDa e cada uma possui um sitio de
ativacdo simples (Metcalfe et al., 1997).

A triptase é capaz de clivar fibrinogénio e ativar
colagenases latentes, hidrolisar alguns neuropeptideos e também é tida
como potente fator angiogénico (Gruber et al., 1986; Ruoss et al., 1991;
Crivellato et al., 2008).

Os MCs desempenham uma variedade de func¢des, sendo
uma parte importante do sistema imune inato, participando de diversos
processos, incluindo defesa contra infeccbes bacterianas, angiogénese
(Crivellato; Ribatti, 2005), processos alérgicos e doencas auto-imunes,
como artrite reumatoide (Lee et al., 2002; Eklund, 2007 ).

Estas células também expressam moléculas de adesao,
receptores e moléculas de superficie que permitem que possam reagir a
multiplos estimulos especificos ou ndo-especificos (Metcalfe et al., 1997).
Essas caracteristicas bioldégicas somadas a sua localizagdo estratégica
proxima a vasos, nervos, areas de inflamacéo e locais de desenvolvimento

neoplasico, desempenham um papel chave em mdultiplos processos
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fisiol6gicos, imunoldgicos e patoldgicos (Church; Levi-Schaffer, 1997; Tan
et al., 2004).

Os métodos histoquimicos mais eficientes para
identificacdo dos MCs sé&o: azul de toluidina em pH baixo e técnicas
enzimo-histoquimicas para detectar especificamente triptase ou quimase,
sendo estas proteases os melhores marcadores especificos para MCs
(Metcalfe et al., 1997; Jolly et al., 2000).

2.4.1 Mastécitos e Neoplasias

Os MCs tém sido associados a resisténcia ou
susceptibilidade a tumores. Essas células sdo vistas acumulando-se ao
redor de certos tumores e participando das reacfes inflamatorias que
ocorrem nas margens de neoplasias (Crivellato et al., 2008).

Outro ponto que liga os MCs ao cancer € a reconhecida
capacidade dessas células de sintetizar e liberar potentes substancias
angiogénicas, como Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF),
Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF), IL-8, Fator de Crescimento
Transformador- B (TGF-B), Fator de crescimento neural (NGF), proteases
séricas como Quimase e Triptase, entre outras (Theoharides et al., 2007).

Os MCs secretam moléculas que facilitam a vascularizagcéao
do tumor, ndo somente pelo efeito angiogénico direto, mas também pela
estimulacdo de outras estruturas e células inflamatérias no
“microambiente” tumoral que liberam fatores angiogénicos e citocinas,
bem como proteases que degradam a matriz extracelular. Além disso,
metaloproteinases (MMPs) derivadas de MCs podem degradar o estroma
intersticial do tumor e liberar fatores angiogénicos ligados a matriz extra-

celular (Crivellato et al., 2008).
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Dabbous et al. (1986), demonstraram que MCs
degranulados estdo comumente associados com a degradacéo e lise da
matriz de tecido conjuntivo favorecendo a infiltracdo do tumor. Essas
células tém sido implicadas nesse processo de maneira direta, através da
acdo de suas enzimas, ou indiretamente, pela modulacdo da atividade
colagenolitica de fibroblastos, macrofagos e células tumorais (Baram et al.,
2001; Stack; Johnson, 1994).

Flynn et al. (1991) em um estudo em que CE foi induzido
em hamsters por repetidas aplicacfes tdpicas de dimetilbenzantraceno
demonstraram migracdo sequencial de MCs, com progressao para
displasia e subsequente desenvolvimento de carcinoma. Os MCs
migraram da profundidade do tecido conjuntivo para o epitélio displasico.
Os autores sugerem que os MCs séo atraidos para areas carcinomatosas
onde sao estimulados a degranular.

Kankkunen et al. (1997) analizaram a densidade de MCs
triptase e quimase positivos em 30 lesGes benignas e 98 malignas de
mama. Nas lesGes benignas o numero de MCs triptase positivo foi similar
aos MCs quimase positivo, entretanto, nas lesdes malignas a quantidade
de MCs triptase positivo foi 2 a 3 vezes maior e se concentravam
principalmente na zona de invasdo tumoral.

E aceito que a maioria dos canceres de colon se
desenvolvem a partir de pélipos adenomatosos. Em uma recente
investigacdo experimental em camundongos, demonstrou-se que esses
polipos estavam infiltrados por MCs e seus precursores (Gounaris et al.,
2007).

O mieloma mudltiplo em humanos esta freqientemente
associado com infiltracdo de MCs e neovascularizacdo, que
correlacionam-se diretamente com a severidade da doenca. Evidéncias
experimentais indicaram que a Angiopoetina-1 secretada por MCs de
camundongos promoveram marcada neovascularizagdo nessas

lesGes.(Nakayama et al., 2004).
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Um estudo realizado em lesbes de céancer endometrial
investigou a atividade de MCs triptase-positivos e demonstrou a correlacao
entre angiogénese, medida através da contagem microvascular e a
quantidade de MCs triptase-positivos, demonstrando que esses
parametros aumentaram com a progressao do tumor (Ribatti et al., 2005).

lamaroon et al. (2003) correlacionaram a densidade de MCs
e angiogénese em bidpsias de 26 casos de carcinoma de células
escamosas oral de diferentes localizacdes, 6 casos de displasia oral, 10
casos de hiperqueratose, e 6 casos de mucosa oral normal por meio de
imunoistoquimica utilizando os anticorpos anti-triptase e anti-fator de Von
Willebrant para MCs e células endoteliais, respectivamente. A densidade
de MCs e microvasos aumentou nos estagios de progressdo da mucosa
normal para carcinoma, sugerindo que os MCs atuam aumentando a
angiogénese e consequentemente, auxiliando no processo de
carcinogénese.

Malignidades cutaneas séao o tipo mais comum de cancer
no mundo. De acordo com a American Cancer Society, elas correspondem
a mais da metade de todos os canceres dos EUA. Na Australia e Nova
Zelandia, onde a incidéncia de cancer de pele é uma das mais altas do
mundo, o numero total de malignidades cutaneas excede todos 0s outros
tipos de cancer somados (Ch'ng et al., 2006).

Diversos estudos demonstraram a presenca de MCs
acumulados ao redor das margens de malignidades cutaneas (Aoki et al.,
2003). Em outros, essas células aparecem acumuladas entre o infiltrado
inflamatério  peritumoral, sugerindo que contribuem para um
microambiente permissivo favorecendo a carcinogénese e metastase
(Coussens; Werb, 2001; Theoharides; Conti, 2004).

Estudos histopatologicos em carcinomas de células basais
e carcinoma epiderméide demonstraram que a densidade de MCs é
especialmente alta nas variantes mais agressivas (Cohen; Rogers, 1995;
Humphreys et al., 2000; Aoki et al., 2003; Erkilic; Erbagci, 2001).
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O aumento da densidade de MCs e pior progndstico
também foi demonstrado durante a progressdo de les6es névicas para
melanoma maligno. A transformacdo de lesdes névicas comuns,
penetracdo na derme, e subsequente formacdo de metastase foram
associadas ao aumento do numero de MCs. Correlacdo simultanea foi
notada entre a porcentagem de microvasos, porcentagem de células
tumorais positivas para FGF-2, e o numero total de MCs e de MCs
triptase-positivos (Ribatti et al., 2003).

Grimbaldeston et al. (2002), sugerem que a alta
prevaléncia de MCs dermais, determinada geneticamente, é um fator que
torna alguns individuos mais susceptiveis ao desenvolvimento de
carcinoma de células basais e melanoma, porque predispde a
iImunossupressao induzida por radiagédo UVB.

Em 2003, Grimbaldeston et al. analisaram a prevaléncia de
MCs humanos em individuos saudaveis com idades entre 23 e 85 anos,
através de biopsias de pele retiradas de areas expostas e nao-expostas a
radiacdo solar, como nadegas, parte interna do braco, ombro e dorso das
maos. Os resultados mostraram que a prevaléncia de MCs dermais foi
significantemente mais alta na pele do dorso das maos, area
freqientemente exposta a radiacdo, quando comparada as outras trés
localizacgbes.

Grimbaldeston et al. (2004) analisaram a prevaléncia de
MCs dermais em 45 pacientes portadores de melanoma e 68 voluntarios
sem historia de desenvolvimento de cancer de pele. Nesse estudo foram
analisadas biépsias de pele da regido das nadegas, por se tratar de area
nao exposta cronicamente a radiagcdo UV. Os resultados demonstraram
que a prevaléncia de MCs nos pacientes com melanoma foi
significantemente maior quando comparada ao grupo controle e sugerem
gque a exposicao intermitente e/ou intensa a radiagcdo UV ainda durante a
infancia pode induzir imunomodulagdo sistémica e estar diretamente

relacionada ao desenvolvimento de melanoma.
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2.5 Queilite Actinica

A Queilite Actinica (QA) é uma condi¢ao pré-maligna que
acomete principalmente o Iabio inferior, causada por exposicado solar
cronica e/ou excessiva. A QA é uma lesdo de grande importancia clinica,
pois é reconhecidamente cancerizavel ou pré-maligna, que se nao for
diagnosticada e tratada pode evoluir para um carcinoma epidermoide (CE)
de labio (Ayres, 1923; Nicolau; Balus, 1964; Baker, 1980; Cataldo; Doku,
1991; Main; Pavone, 1994; Santos et al., 2003).

A QA foi descrita pela primeira vez por Ayres em 1923, ao
relatar 5 casos de lesGes labiais caracterizadas por inflamacédo crénica
com ulceracao, localizada principalmente no l4bio inferior de individuos
gue exerciam atividades ao ar livre e que recorria com frequéncia nos
meses de verdo. Esse autor foi o primeiro a estabelecer uma associacao
causal entre essa afeccéo e a exposicao a luz solar. Outras denominacdes
tém sido utilizadas para essa condigdo, como queilose actinica, ceratose
actinica e ceratose solar, porém o termo queilite actinica parece ser o mais
apropriado (Kaugars et al., 1999).

A radiacao solar € o principal agente etiolégico da QA. Mas
outros fatores também tém sido relacionados ao surgimento dessa
condicdo tais como trauma, infecgbes pelos virus do herpes simples e
papiloma virus (HSV e HPV), infeccbes bacterianas, predisposicao
genética e hereditaria, condicdo nutricional, imunolégica e fatores
adjuvantes como o uso de tabaco e etilismo (Lundeen et al., 1985;
Manganaro et al., 1997; De Visscher; Van der Waal, 1998; Moore et al.,
1999).

Acredita-se que de 10 a 20% das lesdes de QA possam
sofrer transformacdo maligna, mas o0 espaco de tempo para que a
transformacdo em carcinoma ocorra € imprevisivel (1-20 anos) (Krunik et

al., 1998). Na literatura ndo encontramos trabalhos que demonstrem o
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percentual de transformacdo maligna da QA, que pode ser mais elevado
guando estdo associados a outros fatores carcinogénicos, como o fumo

nas suas mais variadas formas (Marcucci et al., 1997).

2.5.1 Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas da QA

A literatura aponta como individuos de alto risco para a QA
homens brancos ou caucasianos, com mais de 50 anos de idade,
fumantes (Cataldo; Doku, 1981; Markopoulos et al., 2004) e com histéria
de exposicéo cronica a radiacado solar (Nicolau; Balus, 1964; Lundeen et
al., 1985; Main; Pavone, 1994; Kaugars et al., 1999; Markopoulos et al.,
2004, Neville et al., 2004; Cavalcante et al., 2008).

O labio inferior é cerca de 10 vezes mais afetado que o
superior, devido principalmente a sua posicdo anatbmica, estando mais
diretamente exposto a radiagcdo UV (Oliveira et al., 1985; Kaugars et al.,
1999). Essa regido apresenta menor protecao por ter epitélio fino e pouco
gueratinizado quando comparada a pele (Nicolau; Balus, 1964; Main;
Pavone, 1994; Ibsen; Phelan, 1996).

Markopoulos et al. (2004), relatam que o uso de cigarro
pode desempenhar um importante papel na preferéncia das lesbes de QA
pelo 14bio inferior, porque a maioria dos pacientes utiliza o cigarro apoiado
nos labios quase sempre no mesmo local. Além disso, o calor desprendido
por cabos de cachimbo em contato com o labio inferior pode agravar a QA
em alguns casos (Lundeen et al., 1985). O uso de batom pelas mulheres
parece conferir protecdo aos labios, o que torna a ocorréncia de QA baixa
neste grupo (Lundeen et al., 1985).

Apesar da QA acometer com maior frequéncia homens
brancos, ndo € uma doenca exclusiva deste grupo. Na Somalia existe uma
alta incidéncia de QA, apesar da maioria da populacdo deste pais ser

composta por individuos negros. Estes apresentam caracteristicas
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esqueléticas e dentais que contribuem para uma alta exposicao dos labios
a radiacdo UV solar. Nesse pais, as mulheres sdo expostas a radiacdo UV
tanto quanto os homens, devido exercerem atividades similares (Goracci
et al., 1981).

S&o descritas duas formas clinicas de QA: aguda e
cronica (Nicolau; Balus, 1964; Gibson; Perry, 1980). A forma aguda é mais
comum em jovens e ocorre apos exposicao intensa ao sol. Clinicamente,
as formas mais severas sao caracterizadas por edema, vermelhao,
fissuras e ulceracdo. Podem também estar presentes vesiculas que se
rompem formando eroséo superficial (Picascia; Robinson, 1987). A forma
cronica geralmente se manifesta como resultado do dano cumulativo do
sol ao longo dos anos, podendo também ser consequéncia da forma
aguda. E usualmente encontrada em individuos acima dos 50 anos, com
pico entre a 6° e 7° décadas de vida (Kaugars et al., 1999). O labio
geralmente apresenta-se ressecado, atrofico, recoberto por superficie
mucosa fina, palida, frequentemente observa-se manchas e/ou placas
brancas e areas eritematosas, fissuras, erosdes ou ulceracdes superficiais
e perda de definicdo do limite entre o vermelhdo do I4bio e a pele. Em
alguns casos o paciente ndo apresenta sintomatologia, em outros refere
sensacao de queimacdo ou formigamento (Ayres, 1923; Nicolau; Balus,
1964, Cataldo; Doku, 1981, Picascia; Robinson,1984; Terezhalmy; Naylor,
1993; Main; Pavone, 1994, Awde et al., 1996; Cavalcante et al., 2008).

Markopoulos et al. (2004) avaliaram 65 pacientes com
diagnoéstico de QA. Destes, 47,7% apresentavam erosdes ou ulceracdes
labiais, 29,2% apresentavam lesdes esbranquicadas e ndo ulceradas e em
23,1% dos casos havia erosdes e Ulceras juntamente com areas
esbranquicadas ou atréficas. Aléem disso, em 11 pacientes (16,9%) foi
diagnosticada a presenca de CE, sendo 9 casos detectados durante o
exame inicial e 2 casos sofreram transformag&o maligna.

Devido a possibilidade de transformacdo maligna da QA,

alguns autores relacionam determinados aspectos clinicos que devem ser
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considerados quando da andlise dessas lesdes: areas elevadas,
endurecidas, eritematosas, presenca de placa branca e Ulcera néo
cicatrizante ( Main; Pavone, 1994), perda de nitidez entre o limite do labio
e a pele e aumento da consisténcia labial a palpacéo ( Aguiar, 1995).

O diagnostico diferencial da QA deve ser feito com ldpus
eritematoso, liquen plano, outros tipos de queilite (glandular, esfoliativa e
queilite de contato) dermatite de contato, eritema multiforme, pénfigo
vulgar, leucoplasia e CE (Picascia; Robinson, 1987; Laskaris, 2004).

As alteragBes histologicas mais frequentemente
encontradas na QA sdo aumento da camada coérnea (hiperqueratose),
podendo ser para ou ortoqueratose, queratinizacdo prematura e individual
de quaratindcitos (disqueratose), aumento da espessura do epitélio
(hiperplasia), ou diminuicdo do numero de queratindcitos, com atrofia do
epitélio. Pode ocorrer exulceracdo e graus variados de displasia. Sob a
area ulcerada pode estar presente infiltrado inflamatério de intensidade
variavel, podendo estender-se até a regido submucosa (Koten,1967;
Cataldo; Doku, 1991). O achado histologico mais consistente é a
degeneracdo basofilica amorfa das fibras colagenas e elésticas, conhecida
como elastose solar (Cataldo; Doku, 1981; Robinson, 1989; Kaugars et al.,
1999, Markopoulos et al., 2004; Cavalcante et al., 2008).

A atipia epitelial também € uma alteracdo relativamente
frequente na histopatologia da QA. Pindborg et al., (1997) afirmam que a
relacdo entre atipia epitelial e seus varios graus (leve, moderada, severa),
e 0 desenvolvimento de cancer ainda néo estdo bem estabelecidos.

Reibel et al. (2003) afirmam que a presenca de atipia
epitelial € aceita como 0 mais importante fator para o desenvolvimento de
malignidades e que as alteracfes nas lesGes consideradas pré-malignas
podem indicar quais destas tem maior potencial para transformacdo em
carcinoma.

A presenca de infiltrado inflamatério pode induzir atipias

reativas, modificando a confiabilidade no diagnostico de atipia, por isso, a
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severidade das lesGes que apresentam inflamagdo ndo € totalmente
fidedigna (Fischer et al., 2004).

No trabalho de Cavalcante et al. (2008) foram analisados
0s aspectos clinicos e histopatoldégicos de 29 casos de QA, e as
alteracdes histoldgicas mais evidenciadas foram atipia, do grau mais leve
até o severo; elastose solar, infiltrado inflamatorio e vasodilatagdo em
100% dos casos; hiperplasia e/ou acantose em 86,21% dos casos e em
58,62% dos casos havia hiperparaqueratose.

Diversos estudos tem sido realizados em lesdes
potencialmente malignas como a QA, no intuito de pesquisar marcadores
de prognéstico que permitam a identificacdo das lesdes com maior
potencial de transformacdo maligna. O gene supressor tumoral p53 é um
dos mais estudados por ser o que mais comumente sofre mutacao
causada por radiacao UV (Leffell, 2000).

Segundo De Rosa et al. (1999) histopatologicamente a QA
pode ser considerada semelhante ao carcinoma in situ, porém,
biologicamente representa uma lesao benigna. Esses autores estudaram
44 biopsias de lesdes malignas e potencialmente malignas de labio
inferior, que incluiam 30 CE, 7 QA, 3 casos de leucoplasia e 4 de nodulos
de metastase de CE de labio inferior. Analisaram a expressao
imunoistoquimica de p53, antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA),
c-myc, (uma oncoproteina) e regides organizadoras nucleolares coradas
pela prata (AgNORs). Os resultados demonstraram positividade para p53
em carcinomas de alto grau de malignidade e em lesbes potencialmente
malignas; expressao da oncoproteina c-myc, que estaria relacionada aos
estagios finais da carcinogénese; metastase estava associada com
superexpressao de p53 e que o tamanho e numero de AgNORs e a
positividade do PCNA sao parametros sensiveis para discriminar lesdes
malignas e potencialmente malignas.

Martinez et al. (2005) analisaram imunoistoquimicamente

a expressao e padrao de distribuicdo das proteinas apoptoticas p53, bax,
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bcl-2, e marcador de proliferacdo celular Ki-67, em 13 lesdes de QA, 7
espécimes de labios normais e 6 de mucosa oral normal. Os resultados
mostraram que a proteina p53 estava superexpressa em lesfes de QA
quando comparada a labios normais e mucosa oral normal; bcl-2 estava
também mais expresso em lesdes de QA quando comparado a mucosa
normal, porém estava significantemente reduzido na QA quando
comparado a labios normais; expressao de bax permaneceu inalterada e a
de Ki-67 estava aumentada em QA guando comparado a mucosa e labios
normais. Os autores sugeriram que as proteinas p53 e bcl-2 podem
desempenhar um importante papel na regulacdo do potencial de
transformacao maligna da QA.

Pimentel et al. (2006) realizaram estudo no qual
analisaram 70 casos de QA cronica, isolada e adjacente a CE avaliando a
histopatologia das lesdes e a expressdo da proteina p53. Concluiram que
nao havia diferenca significativa entre a proporcdo de células positivas
para o p53 em amostras com e sem tumor adjacente e sugeriram que a
proteina p53 ndo pode ser usada como marcador prognostico de auxilio
entre os tipos de QA mais susceptiveis a transformacédo maligna para CE.

Martinez et al. (2008) analisaram imunoistoquimicamente
a expressao das proteinas reguladoras do ciclo celular p53, mdm-2 e p21
em lesBes de QA e labios normais. A expressao das proteinas p53 e mdm-
2 estavam significativamente aumentadas em lesbes de QA quando
comparada aos labios normais e ndo houve diferenca na expressao da
proteina p21 em lesdes de QA e labios normais. Os autores sugerem que
alteracdes na expressao da proteina p53 em les6es de QA constituem-se
num marcador potencial sugestivo de transformacgao maligna.

Rojas et al. (2004) avaliaram a densidade de MCs triptase
e quimase positivos, em casos de QA e de labios normais. O numero
destas células estava aumentado e apareciam degranuladas
especialmente ao redor das areas elastéticas nos casos de QA. Os MCs

contendo triptase distribuiam-se na juncao epitélio-conjuntivo e no tecido
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conjuntivo nos casos de QA; nos labios normais, eram encontrados no
tecido conjuntivo e nas regides submucosas. Esses dados mostraram que
a densidade de MCs aumentada pode contribuir para a elastose na QA e
que alteracdes na distribuicdo de MCs contendo triptase podem favorecer

a malignizacéo da lesao.

2.6 Carcinoma Epiderméide de labio

O carcinoma de labio é um céncer de cabeca e pescoco
relativamente comum, representando aproximadamente 25% de todos os
carcinomas da cavidade oral (Zitsch et al., 1995; Kyzas et al., 2004).
Aproximadamente 90% dos canceres de Il4bio sdo carcinomas
epidermdides (CE) (Jovanovic, et al., 1993; De Visscher; Van der Wall,
1998; Vukadinovic et al., 2007). Outros casos podem incluir neoplasias de
glandulas salivares, carcinomas basocelulares e neoplasias raras (Kubler
et al., 2001).

O CE de labio desenvolve-se geralmente de casos de QA
pré-existente e nao tratada, ou pode co-existir com esta (Main; Pavone,
1994). A exposicéao solar prolongada e repetida pode levar a uma eventual
progressdo ao CE invasivo (De Visscher; Van der Wall, 1998).

A etiopatogenia do CE de labio € multifatorial, e esta
principalmente relacionada a exposicdo ao sol, fumo, predisposicao
genética (por exemplo: mutagdes no gene supressor tumoral p53), e com
a evolucdo de lesdes pré-cancerosas como, radiodermatites, xeroderma
pigmentoso e QA (De Visscher; Van der Wall, 1998; Moretti, 2003).

O grupo mais acometido inclui individuos com pouca ou
nenhuma capacidade de bronzeamento e que apresentam eritema apos a
exposicdo solar. E até 30 vezes mais comum em pessoas de pele clara

guando comparados a pessoas negras (De Visscher; Van der Wall, 1998),
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acometendo principalmente homens entre a 72 e 8% décadas de vida (De
Visscher; Van der Wall, 1998; Salgarelli et al., 2005; Vukadinovic et al.,
2007).

2.6.1 Caracteristicas Clinicas e Histopatolégicas do CE

Clinicamente o CE de labio geralmente manifesta-se como
uma leséo ulcerada, endurecida, de crescimento lento e que n&o cicatriza.
A razdo homem-mulher é de 2:1 e o pico de incidéncia ocorre entre 0s
sessenta e setenta anos de idade. Estd normalmente associado a QA e
pode surgir no local onde o cigarro, charuto ou cachimbo s&o colocados
pelo paciente devido a acdo combinada da radiacdo UV, calor e
substancias quimicas. Apresenta crescimento e invasao locais, mas pode
atingir estruturas adjacentes. Metastases para linfonodos loco-regionais
nao sdo comuns, podendo ocorrer de 5% a 10% dos casos, dependendo
do estdgio e grau de diferenciagdo histopatolégico da doenga, com 0s
tumores indiferenciados apresentando metastases em até 35% dos casos,
e reducdo da sobrevida em até 50% (Neville et al., 2004; Casino et al.,
2006).

Apesar do céancer de labio ser classificado como
carcinoma de cavidade oral, sua localizacdo e histomorfologia epitelial
diferenciada Ihe conferem caracteristicas proprias que o assemelham a
neoplasias de pele ndo-melanoma (De Visscher; Van der Wall, 1998;
Horta et al., 2007).

Mesmo sendo o cancer de labio de facil visualizagdo, em
muitos casos ha demora do paciente em buscar ajuda profissional por se
tratar de uma leséo indolor. Isso faz com que grande parte dos canceres
de labio sejam diagnosticados com cerca de 1,5 cm (Kaugars, 1999), o
que pode levar a uma diminuicdo na média de sobrevida dos pacientes
(Rojas et al., 2005).
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O CE pode ocorrer em qualquer regiao dos labios, mas as
porcdes lateral e central sdo as mais acometidas. O labio superior € pouco
acometido, porém, quando ocorre nesta regido, o tumor tende a
apresentar maior agressividade se comparado ao CE de labio inferior
(Hasson, 2008).

Embora a forma clinica ulcerada seja a mais frequente,
outras apresentacdes da doenca podem ser vistas, como lesbes
exofiticas, com margens aparentemente bem delimitadas. Em alguns
casos, apoOs bidpsia da lesdo, pode ocorrer rapida recorréncia local
envolvendo grandes porc¢des do labio (Hasson, 2008).

Nos dltimos anos diversas pesquisas vem sendo
realizadas com intuito de melhor conhecer os aspectos moleculares e as
interacdes e modificagbes celulares que ocorrem nos mais diversos tipos
de carcinomas. Por isso, a parte mais avancada dos tumores, chamada de
front de invaséo, tem sido estudada com objetivo de determinar o potencial
bioldgico de agressividade dos canceres orais (Bryne et al., 1998).

Acredita-se que alteragbes nos mecanismos que
controlam a diferenciacdo, migracdo, renovagao e morte celular e
distirbios nas interacdes epitélio-mesénquima da interface tumor-
hospedeiro, sdo a base do comportamento maligno dos carcinomas
(Bankfalvi; Piffkd, 2000)

Esta bem estabelecido que pacientes em estagios
similares de cancer oral, podem apresentar diversos cursos clinicos e
respostas a protocolos de tratamentos similares. Até 0 momento, nenhum
fator prognaéstico estabelecido, sozinho ou combinado, € capaz de predizer
o comportamento biolégico de um tumor. Nas Uultimas décadas,
patologistas tém observado que as células tumorais das partes mais
avancadas sdo substancialmente diferentes das células da parte central
ou superficial dos tumores, postulando que as células do front de invasao
Sa0 mais agressivas, apresentam baixo grau de diferenciacao e alto grau

de dissociacdo, possuem a capacidade de invadir estruturas vizinhas
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como vasos sanguineos e linfaticos e desta forma metastizar (Bryne,
1998, Bankfalvi; Piffko, 2000).

Estudos observaram a presenca de MCs em areas de
invasdo tumoral. Em 2005, Rojas et al. avaliaram o conteudo e as
subpopulacdes de MCs em espécimes de CE de labio e espécimes de
labios normais. Verificaram maior conteido de MCs com triptase e com
quimase/triptase nos casos de cancer, comparados com labios normais.
MCs contendo triptase e quimase predominaram no estroma intratumoral,
enquanto aqueles com apenas triptase predominavam no estroma
peritumoral. Concluiram que as subpopulacdes de MCs podem contribuir
para a progressdo do carcinoma de labio; os MCs com triptase podem
estimular a angiogénese e 0s que contém triptase e quimase podem
promover a degradacdo da matriz extracelular e progressédo da leséo na

regido peritumoral.



3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como proposicdo comparar a expressao
de mastécitos em lesdes de Queilite Actinica, Carcinoma Epidermdide de
labio inferior, e mucosa labial normal, através de histoquimica e
imunoistoquimica.

Relacionar a densidade de mastocitos com os diferentes

graus de atipia epitelial nas lesdes de Queilite Actinica.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Nesta pesquisa foram analisados 66 casos de QA, 57 de
CE em labio inferior e 28 casos de mucosa labial normal que
representaram o grupo controle, com diagndstico clinico e histopatologico.
Os espécimes do grupo controle séo resultantes de biopsia terapéutica de
mucocele localizadas em labio inferior. A maior parte da amostra foi
referente a pacientes atendidos no ambulatério da disciplina de
Propedéutica Estomatologica da Faculdade de Odontologia de Sdo José
dos Campos — UNESP.

Parte da amostra utilizada encontrava-se incluido em
blocos de parafina no Laboratério da Disciplina de Patologia desta
faculdade e parte foram de novos casos biopsiados no decorrer deste

trabalho.

4.2 Avaliacéao clinica

Os pacientes que participaram desta pesquisa foram
avaliados clinicamente e foi realizado o preenchimento de uma ficha
clinica individual, para obtencdo de informacdes a respeito do estado de
saude geral e bucal dos pacientes, além da descricdo detalhada da(s)
lesdo(des).
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Os pacientes que receberam diagnéstico clinico de QA e
CE foram informados a respeito da doenca e antes de procedermos a
bidpsia incisional para confirmacdo do diagnostico, os pacientes foram
esclarecidos a respeito da pesquisa e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) concordando em
participar deste estudo.

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&do José dos
Campos — Universidade Estadual Paulista (UNESP), protocolo numero
094/2007- PH/ CEP (Anexo A).

O exame clinico de cada paciente foi realizado no
ambulatério da disciplina de Propedéutica Estomatologica com luz direta e

indireta.

4.3 Procedimento cirdrgico

Apos o completo exame clinico e preenchimento da ficha,
0s pacientes com diagndstico clinico de QA e CE foram submetidos a
biopsia incisional para confirmac¢éo do diagnoéstico.

Como a QA é uma lesdo multifocal, a semimucosa labial
pode ter pontos atroficos e/ou eritematosos, manchas ou placas brancas,
palidez, ressecamento (com aspecto sulcado ou descamacgéo), infiltracao
e/ou Ulcera. A biépsia realizada envolveu a area de maior expressividade

clinica da lesdo segundo a seguinte prioridade:

1- area ulcerada;
2- area eritematosa;

3- mancha ou placa branca;



Os espécimes de bidpsias foram enviados para o
Laboratério da Disciplina de Patologia da Faculdade de Odontologia de
Séo José dos Campos — UNESP para andlise anatomo-patolégica em
microscopio de luz apos coloracdo com hematoxilina-eosina e diagnéstico
final.

Todos o0s pacientes com diagnostico de QA receberam
orientacdo adequada e estdo sendo acompanhados periodicamente em
nosso ambulatorio.

Os pacientes que receberam diagnéstico de CE foram
encaminhados para tratamento cirirgico com médico especialista e estao
sendo acompanhados periodicamente com retornos individualizados em

nosso ambulatorio.

4 .4 Procedimento laboratorial

4.4.1 Histoquimica

Os espécimes de bidpsia apoés fixagdo em formol a 10% e
inclusdo em blocos de parafina, sofreram cortes seriados de 5um e foram
estendidos em laminas de vidro para coloracao pela técnica de rotina pela
hematoxilina-eosina. Também foram confeccionadas laminas com cortes
de 5 ym para coloragdo com azul de toluidina. Neste caso, o tecido foi
desparafinizado, reidratado e imerso em solucdo com azul de toluidina
0,1% (Sigma, St Louis, MO, EUA) durante 2-3 minutos. Na sequéncia as

laminas foram lavadas em agua destilada e montadas com laminulas.
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4.4.2 Imunoistoquimica

A reacdo imunoistoquimica foi realizado pela técnica
estreptavidina-biotina, utilizando anticorpo monoclonal Mast Cell Tryptase,
clone AA1 para MCs humanos, em diluicdo de 1:2000 ( Dako Corporation)

Para a técnica de imunoistoquimica foram realizados cortes
de 3 ym de espessura a partir do material emblocado em parafina. Os
cortes foram estendidos em laminas de vidro previamente silanizadas.

Os cortes foram desparafinados em dois banhos de xilol:
primeiro em estufa a 60° C por 30 minutos e o segundo a temperatura
ambiente (TA) por 20 minutos. Em seguida foram reidratados em série
decrescente de etanol, a partir de 3 passagens em etanol absoluto,
seguidos por etanol 95%, 85% e 70% durante 5 minutos cada. A fim de se
remover 0s pigmentos formadlicos os cortes foram imersos em solucdo de
hidréxido de aménia a 10% em solucdo alcodlica a 95% durante 10
minutos.

ApoOs lavagem em agua corrente e dois banhos em agua
destilada as laminas seguiram para o bloqueio da peroxidase enddgena,
na qual foram realizados dois banhos de 15 minutos cada em solucao de
H,O, a 6% e metanol absoluto na proporgéo de 1:1v/v.

Repetida a lavagem em agua corrente e agua destilada as
laminas foram imersas em solucdo de TRIS- pH 7, 4, sendo trés banhos
de 5 minutos cada. Seguiu-se a incubac¢éo do anticorpo monoclonal Mast
Cell Tryptase, AA1 (Dako Corporation) para MCs humanos por 40 minutos
em camara umida e TA.

ApoOs a incubacdo do anticorpo primario, as laminas foram
lavadas 2 vezes em TRIS-pH 7.4 por 5 minutos cada. Executou-se a
incubacgéo do anticorpo secundério por 30 minutos em TA. Em seguida as

laminas foram lavadas em agua corrente e 2 banhos em TRIS-pH 7,4 por
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5 minutos cada. Posteriormente foi aplicado o complexo terciario por 30
minutos em camara Umida e TA. Em seguida repetiu-se a mesma
sequéncia: lavagem em agua corrente e 2 banhos em TRIS-pH 7,4 por 5
minutos cada.

Como soro secundario e complexo terciario utilizamos o kit
LSAB (Dako Corporation).

Para revelacdo da reacdo foi empregada a 3,3
diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB; Sigma, St Louis, MO/USA) 30
mg/100 ml por 30 minutos em camara escura.

Em seguida, apds nova lavagem em agua corrente e agua
destilada, os cortes foram contracorados com Hematoxilina de Mayer por 5
minutos e novamente lavados. Apds reidratacdo em solugdes alcodlicas
de diluicbes crescentes: 80GL, 95GL e alcool absoluto durante 5 minutos
cada, as laminas foram montadas com Permount (Sigma, St Louis,
MO/USA) e laminulas. Omissdo do anticorpo primario foi utilizada como

controle negativo.

4.5 Andlise Histoldgica

Em todos os casos de QA da amostra corados com
hematoxilina-eosina foram avaliados histologicamente a presenca das

seguintes caracteristicas:

a) Atipia;

b) Hiperplasia epitelial/ acantose;
c) Paragueratose;

d) Ortoqueratose;

e) Hiperparaqueratose;
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f) Hiperortoqueratose;
g) Atrofia;

h) Elastose;

i) Inflamacéao;

J) Vasodilatacgéo;

Os espécimes com diagnostico de QA e corados pela
hematoxilina-eosina também foram utilizados para identificacdo dos
achados histoldgicos de atipia epitelial através da classificacdo de Van der
Wall (1986), onde foi avaliado:

a) Perda de polaridade das células basais;

b) Duplicagéo da camada basal,

c) Projecdo dos cones epiteliais em gota,;

d) Aumento da relac&o nucleo/citoplasma,;

e) Hipercromatismo nuclear,

f) Nucléolos aumentados;

g) Aumento de figuras mitéticas;

h) Mitoses atipicas;

i) Figuras mitoticas na por¢cao mediana do epitélio;

J) Pleomorfismo celular e nuclear;

k) Estratificacao irregular ou perda de estratificagdo do
epitélio;

[) Perda de coeséo celular;

m) Queratinizacdo individual ou de grupos de células na

camada espinhosa ou em camadas mais profundas.
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A gradagcdo de atipia epitelial foi efetuada segundo a
proposta de Bandczy e Csiba (1976) que estabelece:

a) Sem atipia: menos de dois critérios presentes;
b) Atipia leve: dois critérios presentes;
c) Atipia moderada: trés a cinco critérios presentes;

d) Atipia grave: mais de cinco critérios presentes.

4.6 Analise histomorfométrica

A andlise histomorfométrica foi realizada em todos os
casos corados com Azul de Toluidina e Triptase, obedecendo aos

seguintes critérios:

a) Espécimes de QA e Controle: Todos os espécimes de QA e do grupo
controle foram analisados histomorfologicamente em objetivas de 5X, 10X
e 20X para a escolha do melhor corte a ser analisado. Apos a escolha do
corte realizou-se a contagem em trés campos, na regido do tecido
conjuntivo logo abaixo do epitélio, com objetiva de 40X: um campo mais a
esquerda do corte, um campo mais a direita do corte e outro na area

central (Figura 1).

b) Espécimes de CE: Todos os espécimes de CE foram analisados
histomorfologicamente em microscopio 6tico com objetivas de 5X, 10X e
20X para a escolha do melhor corte a ser analisado. Apés a escolha do
corte realizou-se a contagem em trés campos, com objetiva de 40X, na
area de tecido conjuntivo adjacente a zona de invasdo tumoral (front de

invasao) ( Figura 2).
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A andlise quantitativa dos MCs identificados
histoquimicamente pelo azul de toluidina e imunoistoquimicamente pela
triptase foram realizadas por um Unico observador e as imagens obtidas a
partir de um microscopio de luz no aumento final de 400x, sob um foco fixo
com clareza de campo. Em seguida as imagens foram capturadas através
da camera fotografica digital Axiocam modelo MRc-5 acoplada ao
fotomicroscopio Axioshop 40 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e
avaliadas em monitor Siemens Fujitsu, no qual foi realizada a contagem
manual das células, apés sua individualizacao pelo software Axiovision 4.7

( Figura 3). Cada campo apresentava area de 0,04mm?.

Figura 1- Fotomicrografia de lesdo de QA com marcacdo imunoistoquimica dos MCs
pela triptase, exemplificando as areas de contagem dos MCs (Aumento
original 50x).
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Figura 2- Fotomicrografia de lesdo de CE com marcac¢éo imunoistoquimica dos MCs pela
triptase, exemplificando as areas de contagem dos MCs (Aumento original
50x).

Figura 3- Individualizacdo dos MCs pelo software Axiovision 4.7.



4.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a estatistica descritiva
e inferencial, mediante os programas computacionais Minitab 15 e Statix
8.0. Utilizou-se analises estatisticas através dos testes de Kruskal-Wallis,

Wilcoxon e Dunn, adotando-se nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Perfil das amostras

Foram avaliados 66 casos de QA, 57 de CE e 28 de
mucosa labial normal (grupo controle).

Na amostra referente aos casos de QA, 54 eram de
pacientes do sexo masculino e 12 do sexo feminino. A idade média dos
pacientes foi de 57,95 anos (variando de 11-80 anos). Em relacéo a etnia,
62 pacientes eram leucodermas, 3 melanodermas e 1 xantoderma.

Do total de 66 casos de QA avaliados, 39 (59%)
apresentaram algum grau de atipia epitelial, enquanto 27 casos (41%) nao
apresentavam atipia.

Pela gradacdo de atipia epitelial, 15 casos de QA foram
classificados com atipia leve (22,73%), 16 apresentaram atipia moderada
(24,24%), e 8 casos apresentaram atipia grave (12,12%) (Tabela 1).

Tabela 1- Classificacdo das lesbes de QA quanto aos graus de atipia

epitelial
Classificacao Contagem Porcentagem (%)
Sem Atipia 27 40,91
Leve 15 22,73
Moderada 16 24,24
Grave 8 12,12

Total 66 100
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Os espécimes de QA também foram analisados quanto a
presenca de algumas caracteristicas histopatolégicas que estédo

sumarizadas na tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas Histopatologicas presentes nos casos de QA

Caracteristica N %
Atipia 39 59
Hiperplasia epitelial/ acantose 32 48
Paraqueratose 26 39
Ortoqueratose 5 7,5
Hiperparaqueratose 28 42
Hiperortoqueratose 7 10,6
Atrofia 40 60
Inflamacéo 55 83
Vasodilatagao 55 83
Elastose 66 100

No grupo de CE do total de 57 casos, 53 eram do sexo
masculino e apenas 4 do sexo feminino. A idade média dos pacientes
deste grupo foi de 63,91 anos (variando de 42-90 anos). Todos o0s
pacientes eram leucodermas.

O grupo controle apresentava total de 28 pacientes, com
idades variando entre 5-30 anos e média de 15,54 anos. 20 pacientes
eram leucodermas e 8 melanodermas. Este grupo foi constituido de
pacientes jovens, sem histérico de exposicdo cronica a radiacao

ultravioleta.



5.2 Expressao de Mastécitos

A expressao dos MCs corados imunoistoquimicamente
pela triptase e histoquimicamente pelo azul de toluidina foi avaliada nos

trés grupos (CE, QA e Controle).
A figura 4 ilustra a distribuicdo dos valores referentes a

densidade de MCs identificados pela triptase em cada grupo. Verificamos
superioridade na expressdao de MCs nos casos de CE, quando

comparados a QA e grupo Controle.
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Figura 4 - Esquema dos cinco nimeros (box-plot) e grafico de colunas (médiatdp) da
densidade dos MCs corados pela Triptase segundo os grupos. (CE=
Carcinoma Epidermaéide; QA= Queilite Actinica).
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O teste de Kruskal-Wallis (kw =85,0205; gl = 2; p-valor =
0,0001<0,05) indicou que a distribuichio dos valores diferiu
estatisticamente. Através do teste de comparacao multipla de Dunn (nivel
de significancia de 5%) verificou-se que os trés grupos diferiram entre si.

(Tabela 3)

Tabela 3- Distribuicdo de valores referentes a densidade de MCs corados
pela Triptase nos trés grupos

Grupo N Média Desv io Padréo Mediana
CE 57 36,915 17,430 33,333
QA 66 22,176 11,492 20,833
C 28 8,869 3,981 8,333

TeTeste de Dunn (5%), p=0,0001<0,05. CE= Carcinoma Epiderméide; QA= Queilite
Actinica; C= Contole

A mesma andlise foi realizada nos casos corados pelo azul
de toluidina. Também verificamos maior densidade de MCs no CE, quando

comparado a QA e grupo controle, conforme figura 5.
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CE QA Controle

Figura 5 - Esquema dos cinco nimeros (box-plot) e gréafico de colunas (médiatdp) da
densidade dos MCs corados pelo Azul de Toluidina (AT) segundo os grupos
(CE= Carcinoma Epidermoide; QA= Queilite Actinica).
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O teste de Kruskal-Wallis (kw = 61,2727; gl = 2; p-valor =
0,0001<0,05) indicou que a distribuicado dos valores de densidade de MCs
referentes aos casos corados pelo azul de toluidina diferiu
estatisticamente. Através do teste de comparacao multipla de Dunn (nivel
de significancia de 5%) verificou-se que os trés grupos também diferiram

entre si (Tabela 4).

Tabela 4- Distribuicdo de valores referentes a densidade de MCs corados
pelo azul de toluidina nos trés grupos

Grupo N Média D esvio Padrao Mediana
CE 57 22,719 11,481 20,00
QA 66 13,308 6,0869 13,33
C 28 7,2917 3,2285 7,50

Teste de Dunn (5%), p=0,0001<0,05. CE= Carcinoma Epiderméide; QA= Queilite
Actinica; C= Contole

Como encontramos valores distintos quando analisamos a
densidade dos MCs identificados através de histoquimica pela coloracao
com azul de toluidina e pela técnica imunoistoquimica para triptase, nos
trés grupos analisados, utilizamos o teste Sinais de Postos de Wilcoxon e
verificamos que a técnica imunoistoquimica para triptase se mostrou
superior ao azul de toluidina para identificacdo dos MCs. Nos trés grupos
analisados, houve diferenca estatisticamente significante no namero de
MCs identificados, sendo esta diferenca mais expressiva nos grupos CE e
QA em relacdo ao grupo controle. (CE p= 0,00001<0,05; QA p=0,00001<0,05;
Controle p=0,0076 < 0,05). (Figura 6)



57

ST

£
FEE

n°de M

Triptase AT Triptase AT Triptase AT
CE QA Controle

Figura 6- Gréafico de colunas (médiatdp) da densidade de MCs nos trés grupos

analisados quanto a identificacéo pela Triptase e pelo Azul de Toluidina (AT).

5.3 Expressao de MCs e Atipia Epitelial

Nas lesbes de QA analisamos a densidade de MCs em
relacdo aos niveis de atipia epitelial. Através do teste ndo-paramétrico de
Kruskal-wallis verificamos que n&do houve diferenca estatisticamente
significante entre a densidade de MCs e o0s niveis de atipia
(p=0,2055>0,05) (tabela 5 e figura 7).
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Tabela 5- Valores correspondentes a densidade de MCs corados pela
Triptase e Azul de toluidina no grupo QA, em relacdo a atipia

epitelial.

Variavel Atipia N Média DP CV(%)
Grave 8 1,688 0,626 37,12

D-Trip Moderada 16 2,240 0,957 42,75
Leve 15 1,961 0,882 45,00

Sem AT 27 2,503 1,428 57,04

Grave 8 1,198 0,737 61,54

D-AT Moderada 16 1,448 0,548 37,82
Leve 15 1,161 0,491 42,33

Sem AT 27 1,395 0,665 47,66

n° de M s

Sem atipia Leve

Moderada

Grave

Figura 7 - Grafico de colunas (médiatdp) da densidade de MCs na QA, em relacdo aos

graus de atipia epitelial
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Figura 8:
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Marcacg&o imunoistoquimica de MCs triptase * em espécimes de CE, QA e mucosa
labial normal (grupo controle)

a e b: Numerosos MCs em area de front de invasdo de CE, com intenso infiltrado
inflamatdrio associado

c e d: MCs em éreas de elastose na QA

e e f: Escassos MCs no tecido conjuntivo em mucosa labial normal

(Aumento Original: a, ¢, e = 200x; b, d, f = 400x)
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Marcacao dos MCs pelo azul de toluidina em espécimes de CE, QA e mucosa labial
normal (grupo controle)

a e b: Numerosos MCs no estroma peritumoral em leséo de CE.

c e d: MCs em é&reas de intensa vascularizagcdo na QA (seta)

e e f: Escassos MCs no tecido conjuntivo em mucosa labial normal (seta)

(Aumento Original: a, ¢, e = 200x ; b, d, f=400x)



6 DISCUSSAO

A radiacdo UV, especialmente UVB, é responsavel por
diversas alteracfes que ocorrem na pele e nos labios, especialmente em
individuos de pele clara e que se expde com frequéncia ao sol sem
protecdo adequada. Os labios sdo extremamente susceptiveis aos efeitos
deletérios dessa radiagcdo porque possuem epitélio fino e pouco
queratinizado, além de baixa quantidade de melanina e glandulas
sebaceas e sudoriparas, quando comparados a pele (Kaugars et al.,1999).

Imayama et al. (1994) demonstrou que irradiacao cronica
com dose suberitemal de UVB (3 vezes por semana durante 12 semanas)
produziu deformacdes tortuosas nas fibras elasticas superficiais da pele de
ratos, o que pode corresponder ao desenvolvimento de elastose actinica.

Na QA, assim como na pele exposta cronicamente a
radiacdo UV, o tecido conjuntivo apresenta uma alteracdo conhecida como
degeneracéao basofilica ou elastose solar, caracterizada pela degradacao e
substituicdo de alguns componentes da matriz extra-celular (MEC), por
uma rede de material elastotico alterado (Lundeen et al., 1985; Kligman,
1991; Imayama et al., 1994; Kaugars et al., 1999).

Além da degeneracdo basofilica do colageno, séo
comuns achados de atipia epitelial na QA. Contudo, embora o0s
parametros estabelecidos para gradagéo de atipia sejam detalhados, a
interpretacéo final € altamente subjetiva. Além disso, segundo Fischer et
al. (2004), atipias reativas induzidas por infiltrado inflamatorio podem
reduzir a confiabilidade no diagndstico da mesma.

Atipia epitelial, hiperplasia, acantose, atrofia e
hiperqueratinizacdo foram as caracteristicas histologicas mais

frequentemente encontradas nos espécimes de QA avaliados neste
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estudo. Outras alteracbes como hipercromatismo nuclear, raras figuras de
mitose e células multinucleadas também foram observadas. No tecido
conjuntivo, além da elastose solar, estavam presentes, infiltrado
inflamatorio, que variava do grau leve até o mais intenso e vasodilatacao.

Uma condi¢&o cancerizavel, como a QA, pode apresentar
atipia celular e o potencial de transformacao para CE, em tese, aumenta
com a severidade da atipia. Por isso optamos por fazer uma analise da
expressdo de MCs em lesdes de QA, relacionando a expressao destas
células com os niveis de atipia.

Em nosso trabalho, a atipia epitelial estava presente em
39 dos 66 casos de QA, o que corresponde a 59% da amostra. Nos
estudos de Kaugars et al. (1999), Markopoulos et al. (2004) e Cavalcante
et al. (2008), todos os casos estudados apresentaram atipia. Apesar de
59% dos casos desta pesquisa apresentar algum grau de atipia epitelial,
nao encontramos associacdo entre a densidade de MCs e o0s niveis de
atipia epitelial nas lesdes de QA.

Desde que os MCs foram observados em tumores,
especialmente carcinomas, pesquisas vem sendo realizadas com o intuito
de esclarecer a verdadeira participacdo dessas células no
desenvolvimento e progressao de neoplasias. Estas células também tém
sido reconhecidas como células efetoras importantes, participando dos
efeitos deletérios da radiacdo UV sobre a pele (Gonzalez et al., 1999; Hart
et al., 2001).

Quando estudamos a expressdo dos MCs na QA, os
resultados demonstraram que a densidade de MCs estava
significantemente mais alta nesta lesdo, quando comparada com mucosa
labial normal. Verificamos também uma grande concentracdo de MCs
infiltrando ou circundando areas de elastose na QA (Figura 8) e na maioria
das vezes apareciam degranulados. Isto pode sugerir que essas células
participam das alteragcbes que ocorrem na MEC nas lesbes de QA,

alterando o microambiente em areas que sofreram danos por UV,
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contribuindo hipoteticamente para a transformagdo maligna da QA. Tais
achados concordam com os de Rojas et al. (2004) que também
verificaram aumento da expressdo de MCs em lesdes de QA quando
comparada a labios normais.

Gomes et al. (2008), também pesquisaram a relagédo
entre a densidade de MCs em mucosa oral normal e em lesdes de QA
com diferentes graus de displasia epitelial (leve, moderada e grave). Os
autores encontraram diferenca estatisticamente significante na densidade
de MCs apenas entre as lesbes com displasia moderada e mucosa oral
normal. Neste mesmo estudo, também foi analisada a densidade de MCs
em lesdes de CE de labio inferior. Os resultados demonstraram maior
densidade de MCs em lesGes de CE quando comparado a mucosa oral
normal, levando o0s autores a sugerir participacdo dessas células no
desenvolvimento dessas lesdes.

Similarmente ao nosso estudo, Rojas et al. (2005)
demonstraram aumento da densidade de MCs em CE de labio quando
comparado com labios normais, sugerindo que estas células podem
contribuir para progressdo do tumor no front de invasdo. Além disso, em
lesbes de CE de labio houve mudanca no predominio das subpopulagcbes
de MCs, com maior numero de MCs triptase e quimase positivos em
relacdo aos MCs que continham somente triptase. Os autores sugerem
que mudangas na propor¢cao dos subtipos de MCs podem ser usados
como indicativo de malignidade em biopsias de labios.

A triptase € a enzima predominante na célula e esta
presente em todos os MCs. Por isso, 0s anticorpos monoclonais dirigidos
contra essa enzima, sdo 0s mais utilizados em pesquisas que realizam
técnica imunoistoquimica para identificacdo e quantificacdo de MCs
(lamaroon et al., 2003; Rojas et al., 2004; Rojas et al., 2005).

Neste estudo, realizamos a identificagdo dos MCs através
de técnica imunoistoquimica para identificagdo de MCs triptase positivos e

histoquimicamente, pela coloragcdo com azul de toluidina, por ser este



64

altimo um método facil, rapido, econdmico e que pode ser usado de forma
rotineira quando se deseja identificar MCs em diferentes tipos de tecidos.

Apesar da coloracdo com azul de toluidina ser util para
identificacdo dos MCs, a marcacdo imunoistoquimica para triptase se
mostrou superior, com maior quantidade de MCs identificados. Isto se
deve pelo fato de se tratar de técnica mais sensivel e especifica (Batista et
al, 2005).

Nas lesdes de CE optamos pela identificacdo dos MCs na
area do front de invasdo porque segundo Bryne (1998), esta regidao do
tumor apresenta dados valiosos para analise histolégica, uma vez que
varios eventos moleculares importantes ocorrem, como secrecdo de
enzimas proteoliticas, alteracbes em moléculas de ades&do, aumento da
proliferagdo celular e angiogénese. Estes eventos sugerem a participacao
dos MCs na area do front de invasao, especialmente no que se refere a
angiogénese.

A angiogénese é um dos principais pontos que liga os
MCs ao desenvolvimento e progressao de diversos tipos de cancer, devido
a grande quantidade de substancias angiogénicas produzidas e liberadas
por estas células, como histamina, heparina, triptase, TGF-3, IL-8, FGF-2
e VEGF (Gordon et al., 1990; Ribatti et al., 2003).

MCs ao redor de melanoma cutaneo e de carcinoma de
células basais sdo a maior fonte de VEGF (Toth et al., 2000; Aoki et al.,
2003). Esta substancia € um dos mais potentes fatores angiogénicos que
contribui para a neovascularizagdo, pois promove mitose de células
endoteliais e induz a hiperpermeabilidade de microvasos, levando ao
extravasamento de outros fatores pro-angiogénicos dentro da MEC
(Dvorak et al., 1995; Sawatsubashi et al., 2000).

Coussens et al. (1999) demonstraram que a triptase e a
quimase, duas proteases especificas dos MCs, contribuiram para
neovascularizagao durante carcinogénese de células escamosas. Além de

seu potencial angiogénico, a triptase também foi reconhecida como uma
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enzima capaz de degradar componentes da MEC (Blair et al, 1997,
Fajardo; Pejler, 2003). Blair et al. (1997) demonstraram que a adi¢cdo de
triptase em cultura de células endoteliais causou um pronunciado aumento
do crescimento de capilares.

Neste estudo, apesar de n&o termos verificado a relacao
quantitativa entre a densidade de MCs e a vascularizagdo, observamos
estas células freqientemente acumuladas em areas de intensa
vascularizacéo, tanto na QA como no CE. (Figuras 8 e 9)

No trabalho de lamaronn et al. (2003) os autores
encontraram uma significante associacdo entre a densidade de MCs e
microvasos em CE oral. Além disso, a densidade de MCs e microvasos
aumentou com a progressao da doenca, ou seja, do epitélio normal,
passando pelos estagios de hiperqueratose, displasia até CE.

Toth et al. (2000) e Ribatti et al. (2003) analisaram lesdes
de melanoma e observaram uma forte correlacdo entre a densidade de
MCs e microvasos no estroma peritumoral e a progressado e prognostico
da doenca.

Em outros tumores malignos, como cancer de pulmao,
esbfago e cérvix uterino, também foi demonstrada associacéo entre MCs e
angiogénese ( Elpek et al., 2001; Tomita et al., 2001; Benitez-Bribiesca et
al., 2001).

Além das pesquisas sobre a funcdo das diversas
substancias produzidas por MCs em neoplasias, também tem sido
avaliada a relacéao entre a quantidade dessas células em diferentes locais
da pele, e o desenvolvimento de neoplasias cutaneas. Os estudos
demonstram efeitos diferentes dessas células nos subtipos de cancer de
pele.

Grimbaldeston et al. (2002; 2004), desenvolveram
estudos em pacientes com historico de carcinoma de células basais e
melanoma e encontraram uma alta densidade de MCs predeterminada

geneticamente nesses individuos. Sugerem que isto é um fator que
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favorece o desenvolvimento desses tipos de canceres de pele, pois
predispbe a supressao do sistema imune induzida por UVB. Entretanto,
ndo foi encontrada correlacdo similar em pacientes com CE
(Grimbaldeston et al. 2002).

A raz&o porqué isto acontece, ainda é desconhecida, mas
0s autores sugerem que o desenvolvimento de CE pode ser gerado por
outros mecanismos imunomodulatérios, como mutagcdes no gene p53, que
tem sido encontrada em 90% dos pacientes com CE e apenas em 50%
dos pacientes com carcinoma de células basais (Ananthaswamy et
al.,1998).

Apesar de todos esses aspectos relacionando os MCs ao
desenvolvimento e progressdo de neoplasias, existem muitas opinides e
estudos com resultados divergentes a respeito do papel funcional dos MCs
em neoplasias. Devido sua complexidade e diversidade de mediadores,
estas células poderdo exercer efeitos promotores e por vezes, inibidores
sobre essas lesdes (Theoharides; Conti, 2004). Além disso, sua expressao
fenotipica ndo é estatica e seu padrdo secretor se altera de acordo com o
microambiente (Ch'ng et al., 2006).

Oliveira-Neto et al. (2007) observaram um declinio no
namero de MCs triptase positivos em lesdes de CE intra-orais de varias
localizagbes comparado com lesGes de hiperqueratose, diagnosticadas
clinicamente como leucoplasias, e mucosa oral normal (controle). Os
autores sugerem que um menor numero de MCs em lesdes orais pré-
malignas e malignas, pode estar relacionado a uma falha na migracao
e/ou deplecdo local destas células. Sugerem ainda, que o verdadeiro
impacto da deficiéncia de MCs em lesbes de CE orais, pode refletir
importantes modificagbes no microambiente durante a tumorigénese,
tornando o ambiente mais permissivo para a proliferacdo celular
neoplasica.

Alguns estudos indicam que uma alta concentracdo de

MCs é considerada um fator prognoéstico favoravel em diversos tipos de
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neoplasias (Tan et al. 2005; Aaltomaa et al. 1993; Ueda et al. 1988).
Segundo Osdemir (2005), isso se reforca pelo fato destas células
produzirem moléculas inibidoras do crescimento tumoral, como granzimas
e TNF-a. Aléem disso, o aumento da densidade de MCs nem sempre
correlaciona-se com pior prognéstico, nem angiogénese, pois muitos
resultados conflitantes encontrados na literatura podem ser devido a
diferencas biolégicas entre os diversos tipos de tumor, 0 momento em que
foi realizado o estudo e variacdes de metodologias empregadas. O autor
enfatiza, por exemplo, que ndo ha um padrdo de metodologia estabelecido
para quantificagdo de angiogénese, em que sdo utilizados diversos
marcadores.

Por todas essas contradicbes e complexidades devido
sua diversidade funcional e pelos diversos mediadores secretados, 0s
MCs atraem muitos interesses da comunidade cientifica em estudos nas
mais variadas doencas, incluindo neoplasias cutaneas e canceres orais.
Entretanto, encontramos poucos trabalhos na literatura relacionando estas
células a lesdes cancerizaveis como a QA e também em relagéo ao CE de
labio. Este estudo e outros previamente realizados indicaram que estas
células podem atuar de maneira efetiva na progresséo da QA para CE, o
que pode refletir importantes modificacbes no microambiente neoplasico
durante a fotocarcinogénese.

Novas pesquisas relacionadas com MCs devem ser
realizadas em doencas onde estas células sdo detectadas. Isto permitira
uma melhor compreensédo da patogenia e mecanismos envolvidos, além

de serem fontes adicionais para o desenvolvimento de novas terapéuticas.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pela analise da

expressdo de MCs em lesfes de QA, CE de labio inferior e mucosa labial

normal, p6de- se concluir que:

a)

b)

d)

A densidade de MCs foi maior nos casos de CE comparado com
QA e mucosa labial normal, sugerindo sua participacdo em estagios
de progressao da doenca,

A densidade de MCs foi maior nos casos de QA comparado com
mucosa labial normal,

A densidade de MCs nao correlacionou-se com 0s niveis de atipia
nas lesdes de QA;

A identificacdo dos MCs corados imunoistoquimicamente pela
triptase foi significantemente maior do que pelo azul de toluidina,

em todos os grupos estudados.
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Costa NCS. Expression of mast cells in actinic cheilitis and squamosus
cells carcinoma of the lower lip [dissertation]. S&o José dos Campos:
School of Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP- Sdo Paulo State
University; 2009.

ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a multifocal lesion of lip vermillion with malignant
potential to squamous cell carcinoma (SCC). The main etiology involved in
this disease is excessive or long exposure to ultraviolet radiation (UV) of
sunlight. UV radiation damages lip tissues, furthermore it is able to activate
mast cells (MCs) that participate of immunossupression process,
contributing to tumour development. These cells are associated with a
worst prognosis and contribute to tumour metastasis. The aim of this study
was perform an assessment of MCs density which can improve the
knowledge of AC pathogenesis and the possible mechanism of its
progression to SCC. Sixty six cases of AC with different levels of epithelial
atypia, fifty seven cases of SCC and twenty eight cases of lip mucosa with
benign lesion non related to sunlight exposure (Control group) were
studied in Department of Biosciences and Oral Diagnosis of Sdo Paulo
State University/UNESP. Samples were stained by histochemistry with
hematoxylin/eosin, toluidine blue and, by immunohistochemistry with anti-
tryptase. Quantitative analysis was done in all cases by light microscopy
(magnification x400), in three fields with 0,04 mm? each one. Mast cell
density in SCC, AC and control group was 36,91 + 17,43; 22,17 + 11,49;
8,86 + 3,98 cells/mm? (triptase) and 22,71 + 11,48; 13,30 + 6,08; 7,29 +
3,22 cellssrmm? (toluidine blue), respectively. Data was analyzed by
Kruskal-wallis, Wilcoxon and Dunn’s tests, p-values of < 0,05. There was
statistically significant difference in mast cell density between the
experimental and control groups (p=0,0001). This study concluded that
mast cells contribute to changes in extracelular matrix in AC and may be
used as indicators for disease progression in lip carcinogenesis.

Keywords: Sunlight. Chellitis. Squamous Cells Carcinoma. Mast Cells.
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