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RESUMO 

 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar a expressão das 

metaloproteinases de matriz (MMP) -1, -2 e -9, a presença de 

miofibroblastos (MF) e o índice de proliferação celular em queilite 

actínica (QA), carcinoma epidermóide de lábio (CEL) e mucocele 

(MUC). Trinta casos de QA, trinta de CEL e 20 de MUC foram 

submetidos à técnica de imuno-histoquímica para avaliação da 

expressão das proteínas MMP-1, MMP-2, MMP-9, α-actina de músculo 

liso (α-SMA) e Ki-67. A imunomarcação de MMP-1 em tecido epitelial 

foi maior em QA quando comparado às outras lesões. No tecido 

conjuntivo observou-se maior expressão em CEL. A MMP-2 apresentou 

imunomarcação epitelial e estromal menor em CEL quando comparada 

às outras lesões. A marcação epitelial para MMP-9 foi maior em QA 

quando relacionada ao CEL. Já em tecido conjuntivo sua expressão foi 

menor em QA em comparação com as outras lesões. O índice de 

proliferação celular foi crescente de acordo com o aumento da 

severidade da displasia nas QA, enquanto para CEL foi maior nos casos 

bem diferenciados em relação aos moderadamente diferenciados. Não 

houve diferença na presença de MFs entre as lesões estudadas. Os 

resultados sugerem que as MMPs -1, -2 e -9 possam influenciar no 

comportamento biológico de QA e CEL participando do 

desenvolvimento e progressão da lesão pré-maligna em maligna.  

 

Palavras-chave: Imuno-histoquímica. Metaloproteinase 1 da matriz. 

Metaloproteinase 2 da matriz. Metaloproteinase 9 da matriz. 

Miofibroblastos. Proliferação de células. Queilite. Carcinoma de células 

escamosas. Lábio.  

 

 

 

 

  





 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to investigate the immunoexpression of 

matrix metalloproteinases (MMP) -1, -2 and -9, the presence of 

myofibroblasts (MF) and epithelial proliferation index in actinic cheilitis 

(AC) and lip squamous cell carcinoma (LSCC) and mucocele (MUC). 

Thirty cases of AC, thirty cases of LSCC and twenty cases of MUC 

were selected for immunohistochemical investigation of the proteins 

MMP-1, MMP-2, MMP-9, α-smooth muscle actin (α-SMA) and Ki-67.  

The MMP-1 expression in the epithelial component was higher in AC 

than MUC and CEL. In the connective tissue, the expression was higher 

in LSCC. MMP-2 showed lower epithelial and stromal immunostaining 

in LSCC when compared to AC and MUC. The epithelial staining for 

MMP-9 was higher in AC when compared to LSCC. However in 

connective tissue the expression was lower in AC compared to other 

lesions. The cell proliferation rate was increased according to the 

severity of dysplasia in AC, while in LSCC was higher in well 

differentiated lesions compared to moderate differentiated. There was no 

statistical significance of MFs in the studied lesions. The results suggest 

that MMPs could affect the biological behavior of AC and LSCC 

inasmuch as they participate of developing and progression from pre-

malignant lesion to malignant lesion. 

 

Keywords: Immunohistochemistry. Metalloproteinase 1 of the matrix. 

Metalloproteinase 2 of the matrix. Metalloproteinase 9 of the matrix. 

Myofibroblasts. Cell proliferation. Cheilitis. Squamous cell carcinoma. 

Lip. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 QUEILITE ACTÍNICA  

 

A queilite actínica (QA) é uma lesão potencialmente malignizável, ou 

seja, que apresenta um risco aumentado de crescimento celular desordenado e 

de transformar-se em câncer, resultante da exposição crônica e prolongada à 

radiação ultravioleta (UV) (Silverman, Eversole e Truelove, 2004; Vieira et al., 

2012). Acomete, mais frequentemente, o lábio inferior de homens de pele clara 

com idade entre sexta a sétima décadas de vida, uma vez que os danos causados 

pela radiação UV são acumulativos (Kaugars et al., 1999; Cavalcante, Anbinder 

e Carvalho, 2008; Vieira et al., 2012). Esta lesão é semelhante à queratose 

actínica, doença cutânea potencialmente malignizável também relacionada à 

exposição crônica e excessiva à radiação UV (Neville et al., 2009). No entanto, 

a epiderme, por possuir melanina e espessa camada de queratina, proporciona 

uma proteção natural contra os efeitos nocivos da radiação UV, já o lábio, por 

ser semimucosa, apresenta camada córnea mais delgada e menor quantidade de 

melanina quando comparado à pele, o que faz com que seja mais vulnerável aos 

efeitos nocivos da radiação UV (Kaugars et al., 1999; Vieira et al., 2012). 

A exposição crônica à radiação UV pode levar a alterações genotípicas e 

fenotípicas das células epiteliais, genericamente chamadas de atipias ou 

displasias epiteliais, que podem ser consideradas alterações pré-malignas por 

estarem associadas a um aumento de 10 a 20% do risco para desenvolvimento 

do carcinoma epidermóide (Dos Santos et al., 2003). Dentre estas alterações, 

destacam-se as alterações no ciclo celular e nos mecanismos de apoptose  

(Ouhtit et al., 2000). 

O diagnóstico da QA é baseado em achados clínicos e histopatológicos. 

Clinicamente, a lesão caracteriza-se por atrofia e ressecamento da semimucosa 

labial, escurecimento ou perda da nitidez da linha mucocutânea, descamação 

constante e até a formação de ulcerações (Neville e Day, 2002; Markopoulos, 

Albanidou-Farmaki e Kayavis, 2004b; Cavalcante, Anbinder e Carvalho, 2008). 

Histologicamente, é caracterizada por um epitélio de revestimento atrófico ou 

acantótico, hiperceratótico e com graus variados de displasia epitelial. A lâmina 

própria mostra degeneração basofílica do colágeno induzida pela radiação UV e, 

comumente, observa-se um infiltrado inflamatório crônico adjacente ao epitélio 

displásico (Markopoulos, Albanidou-Farmaki e Kayavis, 2004a; Silverman, 

Eversole e Truelove, 2004; Neville et al., 2009).  

De acordo com Kaugars et al. (1999), é essencial que o grau de displasia 

epitelial seja determinado juntamente com o diagnóstico histopatológico da QA 

(Kaugars et al., 1999). Segundo a mais recente classificação dos tumores de 

cabeça e pescoço da Organização Mundial da Saúde (OMS), as displasias 

epiteliais são caracterizadas tanto pelo seu aspecto citológico quanto arquitetural 
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e, quando presentes em um epitélio alterado, podem ser classificadas em 

displasia leve (DEL), displasia moderada (DEM) e displasia intensa (DEI) 

(Barnes, 2005). O tratamento da QA pode ser cirúrgico e não cirúrgico 

dependendo, principalmente, do grau de displasia. Os pacientes necessitam de 

um contínuo monitoramento clínico e de educação em relação à proteção de 

seus lábios dos danos provenientes da exposição à radiação UV(Kaugars et al., 

1999). 

 

 

1.2 CARCINOMA EPIDERMÓIDE DE LÁBIO 

 

O Ministério da Saúde - Instituto Nacional do Câncer, por meio da 

publicação “Estimativa 2014: Incidência de Câncer no Brasil”, tendo 

informações de referência para 2014 e 2015, estimou a ocorrência de 15.290 

casos novos de carcinoma epidermóide bucal em 2014 no país, sendo 11.280 em 

homens e 4.010 em mulheres (Brasil, 2014). O carcinoma epidermóide de lábio 

(CEL) corresponde a 25-30% desses casos (Luna-Ortiz et al., 2004; Vieira et 

al., 2012; Brasil, 2014). É uma doença fortemente relacionada à exposição solar 

crônica e, por isso, apresenta grande relevância no Brasil, um país tropical com 

elevada incidência de radiação UV e elevada exposição populacional a essa 

radiação, tanto na área rural quanto urbana, devido principalmente à sua 

ocupação profissional (Prado e Passarelli, 2009; Sena et al., 2010).  

Acredita-se que o CEL seja precedido pela QA e, por isso, o perfil do 

paciente seja parecido: normalmente homens de pele clara, com idade entre a 7
a
 

e 8
a 

décadas de vida, sendo o lábio inferior mais acometido (Neville e Day, 

2002; Antunes e Antunes, 2004; Luna-Ortiz et al., 2004; Regezi, Sciubba e 

Jordan, 2008). As características clínicas desta enfermidade são variáveis, 

dependendo do estágio em que a lesão se encontra. As lesões geralmente são 

assintomáticas e aparecem, inicialmente, sob a forma de uma úlcera crônica que 

não cicatriza ou como uma lesão exofítica que, ocasionalmente, possui uma 

natureza verrucosa (Antunes e Antunes, 2004; Silva et al., 2006; Regezi, 

Sciubba e Jordan, 2008). Caracteriza-se, histologicamente, pela presença de 

cordões ou ilhas de epitélio neoplásico apresentando pleomorfismo nuclear e 

celular, hipercromatismo nuclear, aumento no número de mitoses e mitoses 

atípicas, entre outras alterações. No estroma observa-se tecido conjuntivo denso 

exibindo degeneração basofílica do colágeno e infiltrado inflamatório crônico 

(Neville et al., 2009). 

Segundo a classificação histológica da OMS para os carcinomas 

epidermóides, estes podem ser graduados em bem diferenciados (BD), onde as 

células neoplásicas são muito similares ao epitélio de origem; pouco 

diferenciados (PD), onde o tecido neoplásico apresenta muitas alterações 

celulares e arquiteturais, tornando difícil identificação do tecido de origem; ou 

moderadamente diferenciados (MD), onde a neoplasia apresenta características 

entre esses dois extremos (Anneroth, Batsakis e Luna, 1987; De Araújo et al., 
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1997; Barnes, 2005). A cirurgia, acompanhada ou não de radioterapia, continua 

a ser o padrão ouro de tratamento do CEL. Quando comparado com carcinoma 

epidermóide intra-oral, o prognóstico para o CEL é bom, com uma taxa de 

sobrevivência em cinco anos de 95% (Neville e Day, 2002; Gutiérrez-Pascual et 

al., 2012). 

 

 

1.3 MUCOCELE 

  

A mucocele (MUC) é uma lesão benigna geralmente relacionada a 

trauma que resulta na ruptura de um ducto de glândula salivar e extravasamento 

de muco para os tecidos moles (Lee, Cho e Park, 2009; Neville et al., 2009).  

A lesão é assintomática e apresenta-se como um aumento de volume 

recorrente de consistência flutuante, com tamanho variando entre 1 e 2 cm e 

acomete principalmente o lábio inferior de crianças e adultos jovens, podendo 

ser relatadas em qualquer idade (Neville et al., 2009; More et al., 2014). 

Microscopicamente, apresenta-se como uma área de mucina extravasada 

circundada por tecido de granulação. A inflamação apresenta numerosos 

macrófagos espumosos (Neville et al., 2009).  

Muitas destas lesões rompem-se e cicatrizam sozinhas, porém, quando 

de natureza crônica, necessitam de intervenção cirúrgica para retirada da lesão e 

da glândula salivar relacionada para que se diminuam os riscos de recorrência 

(Neville et al., 2009; Carlson, 2015). 

 

 

1.4 METALOPROTEINASES DE MATRIZ 

 

A matriz extracelular (MEC) é composta basicamente por colágeno, 

proteoglicanas e glicoproteínas e participa da adesão e sinalização celular. A 

membrana basal (MB) é uma forma especializada de MEC que separa o epitélio 

do conjuntivo, proporcionando uma barreira de proteção contra a invasão dos 

carcinomas (Egeblad e Werb, 2002).  

A invasão tumoral é um processo dinâmico e complexo, envolvendo 

degradação da MEC e da MB para que as células malignas deixem seu lugar de 

origem e adentrem outros tecidos e os canais linfo-vasculares (Amălinei et al., 

2010; Pietras e Ostman, 2010). Portanto, a proteólise dos componentes da MB e 

da MEC é um processo fundamental para a invasão tecidual e, 

consequentemente, para a progressão neoplásica, função que as 

metaloproteinases de matriz (MMP) exercem com eficiência (Vilen et al., 

2013).  

As MMPs são enzimas proteolíticas dependentes de cálcio e zinco que 

possuem a capacidade de degradar proteínas e desempenham funções em 

diversos processos fisiológicos e patológicos, que incluem embriogênese, reparo 
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de feridas, doenças inflamatórias e câncer (De Vicente et al., 2005; Vilen et al., 

2013). São sintetizadas e secretadas na forma de pró-enzimas por fibroblastos, 

macrófagos, osteoblastos, neutrófilos, linfócitos, miofibroblastos, ceratinócitos 

e células neoplásicas e necessitam de ativação no espaço extracelular para 

desempenharem suas funções (Visse e Nagase, 2003; Vered et al., 2005; Lin et 

al., 2006; Amălinei et al., 2010; Souza Freitas et al., 2011).  

A colagenase A ou MMP-1 degrada colágenos tipo I, II, III, VII, VIII 

e X, além de outras moléculas como a tenascina C. Ela participa de processos 

como migração de ceratinócitos e re-epitelização, aumento da proliferação 

celular e apresenta ação pró e anti–inflamatória. (Visse e Nagase, 2003; 

Amălinei et al., 2010). As gelatinases A e B ou MMP-2 e MMP-9, 

respectivamente, degradam colágeno tipo IV e outros componentes da MEC, 

como colágeno tipo V, VII, X, gelatina tipo I e V, fibronectina e elastina (Visse 

e Nagase, 2003; Amălinei et al., 2010). Ambas estão associadas à invasão de 

células neoplásicas por sua habilidade em degradar o colágeno do tipo IV da 

MB, que é considerado o primeiro obstáculo a ser vencido no processo de 

invasão tumoral (Visse e Nagase, 2003; De Vicente et al., 2005; Amălinei et al., 

2010). 

A expressão das MMPs é aumentada na maioria das neoplasias 

malignas humanas, quando em comparação com os tecidos de origem saudáveis 

ou sob outras condições patológicas. Acredita-se que as MMPs possam regular 

o microambiente do tumor (Bissell e Radisky, 2001; Egeblad e Werb, 2002; 

Amălinei et al., 2010). Neste ínterim, durante o processo de invasão tumoral, as 

células neoplásicas interagem com as células do estroma e com os componentes 

da matriz extracelular (Kellermann et al., 2008). Assim, as MMPs também 

seriam sintetizadas por células do estroma do tumor, incluindo fibroblastos, 

miofibroblastos (MF), células inflamatórias e endoteliais (Ziober et al., 2000). 

Tal fato sugere que as células malignas induzem o estroma a produzir MMPs e 

utilizam-se destas proteases em sua progressão, indicando um papel ativo para o 

estroma na invasão tumoral (Ziober et al., 2000; De Vicente et al., 2005). 

Atualmente, as decisões terapêuticas para o tratamento de lesões 

malignas fundamentam-se em parâmetros clínicos e patológicos, incluindo: 

idade do paciente, presença de metástases, fase e o grau de diferenciação 

histológica da neoplasia (Laimer et al., 2008). No entanto, estes fatores não 

distinguem entre um tumor mais ou menos agressivo (Laimer et al., 2008). 

Neste ínterim, marcadores específicos, como as MMPs, enzimas expressas em 

várias neoplasias malignas e relacionadas com todas as fases de progressão 

tumoral, poderiam constituir alvos específicos para uma estratégia terapêutica 

mais eficiente (Laimer et al., 2008; Barros et al., 2011). 

 

 

1.5 MIOFIBROBLASTOS 

 

Os miofibroblastos são células mesenquimais especializadas que 

compartilham características com fibroblastos e com células musculares lisas 
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(Dayan, Nasrallah e Vered, 2005; Eyden et al., 2009). Apresentam-se, 

morfologicamente, com formato fusiforme ou estrelar e possuem alfa-actina de 

músculo liso (α-SMA) em sua composição, o que confere ao MF a capacidade 

contrátil, além de permitir a identificação destas células nos tecidos 

(Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 

2009).  

Os MFs foram descritos primeiramente como participantes da 

cicatrização de feridas abertas (tecido de granulação), o que levou à conclusão 

de que estas células têm um papel na produção da força contrátil (Tomasek et 

al., 2002). Posteriormente foram encontrados em tecidos normais que sofrem 

estresse mecânico, tais como: gengiva marginal, mucosa do palato, glândulas 

sudoríparas, vasos sanguíneos, vilosidades intestinais, mucosa uterina e estroma 

testicular (Eyden et al., 2009). Sabe-se que estas células também estão presentes 

em lesões reativas, neoplasias benignas localmente agressivas, fibromatoses, 

sarcomas e carcinomas, incluindo os da cavidade oral (Dayan, Nasrallah e 

Vered, 2005) 

Os MFs derivam principalmente de fibroblastos, e menos 

frequentemente de células do músculo liso, pericitos e células endoteliais 

(Eyden et al., 2009; Thode et al., 2011). Acredita-se que o fator de crescimento 

transformador beta-1 (TGF-β1) e as citocinas expressas por células tumorais 

estejam envolvidos na transição de fibroblasto em MF (Desmoulière, Guyot e 

Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Vered et al., 2009). Este processo é de 

fundamental importância na formação do tecido de granulação durante a 

cicatrização de feridas ou fibrose, na promoção e regulação da transformação 

epitelial maligna e na progressão do câncer (Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 

2004; Eyden et al., 2009; Vered et al., 2009). Os MFs secretam numerosos 

fatores de crescimento e mediadores inflamatórios que estimulam a proliferação 

de células epiteliais, além de serem responsáveis pela síntese de MMPs, 

favorecendo a invasão e o desenvolvimento neoplásico (Desmoulière, Guyot e 

Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009).  

A relação entre as células epiteliais e o estroma é de fundamental 

importância na progressão neoplásica (Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004; 

Kellermann et al., 2007). Sabe-se que uma das características de muitas 

neoplasias epiteliais é a reação estromal, caracterizada pelo acúmulo local de 

células e de componentes do tecido conjuntivo, na qual é fundamental a 

participação dos MF (Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004). No estroma de 

neoplasias, a contratilidade e a produção de colágeno pelos MF explica o 

fenômeno de retração e consistência firme vista em alguns carcinomas (Eyden 

et al., 2009). Estudos demonstraram que o aumento de MF no estroma de 

diversas neoplasias está relacionado a um pior prognóstico para o paciente 

(Kellermann et al., 2007; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009; Thode et 

al., 2011). 
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1.6 ANTÍGENO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR Ki-67 

 

A proliferação celular consiste em um processo biológico vital ao 

organismo e caracteriza-se por um aumento do número de células que tenham 

completado seu ciclo celular. O controle deste processo é perdido nas lesões 

neoplásicas malignas e a taxa de proliferação celular pode indicar a 

agressividade e o potencial de recidiva das neoplasias (Brown e Gatter, 2002; 

Tumuluri, 2002).  

O antígeno de proliferação Ki-67 é uma proteína não-histona que é 

produzida no núcleo das células durante as fases G1, S, G2 e M e ausente na 

fase G0 do ciclo celular e, por isso, é considerada um dos marcadores mais 

confiáveis na identificação da atividade proliferativa de um tecido (Gerdes et 

al., 1984; Brown e Gatter, 1990; Sittel et al., 1999; Scholzen e Gerdes, 2000). 

Em patologia é utilizado na rotina como um marcador nuclear de proliferação 

que reflete a fração proliferativa total de um tecido (Gonzalez-Moles et al., 

2010; Birajdar et al., 2014). Tal biomarcador também pode ser utilizado para 

prever o estado de crescimento e comportamento agressivo de lesões 

potencialmente malignas e carcinoma oral (Salvadori et al., 2014).  

O Ki-67 participa do grupo de moléculas que estimulam o crescimento 

tumoral através da aceleração do ciclo celular e proliferação (Schliephake, 

2003). Em lesões de mucosa oral, estudos demonstram que o número de células 

positivas para Ki-67 aumenta de acordo com o aumento da severidade do grau 

de displasia epitelial (Kurokawa et al., 2003) e do grau de diferenciação 

histopatológica no carcinoma epidermóide oral (Tumuluri, Thomas e Fraser, 

2002).  

 Diversos trabalhos estudaram a presença das MMPs em carcinoma 

epidermóide oral e QA de forma isolada (De Vicente et al., 2005; Barros et al., 

2011; Mohtasham et al., 2013; Poulopoulos, Andreadis e Markopoulos, 2013), 

no entanto, ainda são escassos os estudos envolvendo a correlação da expressão 

destas proteases entre CEL e QA (Souza Freitas et al., 2011). Sabendo da 

importância destas proteínas, bem como do Ki-67 e dos MF na progressão 

neoplásica, este estudo imuno-histoquímico buscou avaliar a associação entre a 

presença de MMPs -1 , -2 e -9 , MF e o índice proliferação celular em lesão pré-

maligna (QA) e lesões malignas de lábio (CEL), quando comparadas a uma 

lesão de lábio não-neoplásica (MUC). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Tendo em vista a escassez de trabalhos relacionando as lesões de QA 

(potencialmente malignizável) e CEL (uma lesão maligna) quando em 

comparação ao tecido não-neoplásico (MUC) e sabendo-se da incidência destas 

lesões no Brasil, é essencial compreender melhor os mecanismos de 

desenvolvimento e invasão neoplásicos, bem como conhecer melhor a interação 

entre células epiteliais e tecido conjuntivo e sua possível relação com os 

tratamentos do câncer. Para isto, este trabalho buscou avaliar a expressão das 

MMPs, bem como a presença de MF e do índice de proliferação celular. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

Investigar a presença das MMPs -1, -2 e -9, presença de MFs e o 

índice de proliferação epitelial em 30 casos de QA (lesão potencialmente 

malignizável), 30 casos de CEL (lesão maligna) e 20 mucoceles (MUC) por 

meio da técnica de imuno-histoquímica. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

- Classificar as QAs de acordo com seu grau de displasia epitelial e 

os CELs de acordo com seu grau de diferenciação histológica; 

- Avaliar a expressão imuno-histoquímica das MMPs -1, -2 e -9 em 

QAs, CELs e MUCs; 

- Avaliar a presença de MFs por meio da expressão imuno-

histoquímica para α-SMA em QAs, CELs e MUCs; 

- Analisar o índice proliferativo das células epiteliais de QAs, CELs 

e MUCs por meio da marcação imuno-histoquímica para antígeno de 

proliferação celular Ki-67; 

- Comparar a expressão de cada proteína estudada entre QA, CEL e 

MUC. 
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4 ARTIGO 
 

 Artigo formatado conforme normas da revista Oral Oncology 
(ANEXO B), com exceção do idioma e do formato das referências. 

 

 TÍTULO 

 

 Expressão das metaloproteinases de matriz -1, -2 e -9, 

miofibroblastos e Ki-67 em queilites actínicas e carcinoma epidermóide 

de lábio 

 

 RESUMO  

 

Objetivo: Investigar a expressão das metaloproteinases de matriz 

(MMP) -1, -2 e -9, a presença de miofibroblastos (MFs) e o índice de 

proliferação celular em queilite actínica (QA) e carcinoma epidermóide 

de lábio (CEL).  

Materiais e métodos: Trinta casos de QA, trinta de CEL e vinte de MUC 

foram selecionados para investigação imuno-histoquímica das proteínas 

MMP-1, MMP-2, MMP-9, α-actina de músculo liso (α-SMA) e Ki-67. 

Resultados: A imunomarcação de MMP-1 em tecido epitelial foi maior 

em QA quando comparados às outras lesões. No tecido conjuntivo 

observou-se maior expressão em CEL. A MMP-2 apresentou 

imunomarcação epitelial e estromal menor em CEL quando comparada 

às outras lesões. A marcação epitelial para MMP-9 foi maior em QA 

quando relacionada ao CEL. Já em tecido conjuntivo sua expressão foi 

menor em QA em comparação com as outras lesões. O índice de 

proliferação celular foi crescente de acordo com o aumento da 

severidade da displasia nas QA, enquanto para CEL foi maior nos casos 

bem diferenciados em comparação com os moderadamente 

diferenciados. Não houve diferença significante na presença de MFs 

entre as lesões estudadas. 

Conclusão: Os resultados sugerem que as MMPs -1, -2 e -9 possam 

influenciar no comportamento biológico de QA e CEL participando do 

desenvolvimento e progressão da lesão pré-maligna em maligna. 

 

Palavras-chave: Imuno-histoquímica; Metaloproteinase 1 da matriz; 

Metaloproteinase 2 da matriz, Metaloproteinase 9 da matriz; 
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Miofibroblastos; Proliferação de células; Queilite; Carcinoma de células 

escamosas; Lábio. 

 
 

INTRODUÇÃO 

 

A queilite actínica (QA) é uma lesão potencialmente 

malignizável resultante da exposição crônica e prolongada à radiação 

ultravioleta (UV) (Vieira et al., 2012). A exposição à radiação UV leva 

a alterações genotípicas e fenotípicas das células epiteliais que podem 

ser associadas a um aumento de 10 a 20% do risco para 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide (Dos Santos et al., 2003). O 

carcinoma epidermóide de lábio (CEL) corresponde a 25-30% dos casos 

de carcinoma epidermóide bucal (Luna-Ortiz et al., 2004; Vieira et al., 

2012; Brasil, 2014) e constitui uma enfermidade de grande relevância no 

Brasil, um país tropical com elevada incidência de radiação UV (Prado e 

Passarelli, 2009; Sena et al., 2010).  

A progressão e invasão tumorais são processos dinâmicos e 

complexos, que envolvem a degradação da matriz extracelular (MEC) e 

da membrana basal (MB) para que as células malignas deixem seu sítio 

de origem e adentrem outros tecidos e estruturas (Amălinei et al., 2010). 

Portanto, a proteólise dos seus componentes é fundamental para a 

invasão tecidual e, consequentemente, para a progressão neoplásica - 

função que as metaloproteinases de matriz (MMP) exercem com 

eficiência (Vilen et al., 2013). As MMPs são enzimas proteolíticas que 

desempenham funções em diversos processos fisiológicos e patológicos, 

como doenças inflamatórias e câncer (De Vicente et al., 2005; Vilen et 

al., 2013). São sintetizadas e secretadas na forma de pró-enzimas por 

fibroblastos, macrófagos, osteoblastos, neutrófilos, linfócitos, 

miofibroblastos, ceratinócitos e células neoplásicas e necessitam de 

ativação no espaço extracelular para desempenharem suas funções 

(Visse e Nagase, 2003; Vered et al., 2005; Lin et al., 2006; Amălinei et 

al., 2010; Souza Freitas et al., 2011).  

A MMP-1 degrada colágenos tipo I, II, III, VII, VIII e X, além 

de outras moléculas como a tenascina C. Já as MMP-2 e -9 degradam 

colágeno tipo IV e outros componentes da MEC, como colágeno tipo V, 

VII, X, gelatina tipo I e V, fibronectina e elastina (Visse e Nagase, 2003; 

Amălinei et al., 2010). A expressão das MMPs é aumentada em 

neoplasias malignas humanas, quando em comparação com os tecidos 

de origem. Acredita-se que as MMPs possam regular o microambiente 

do tumor (Bissell e Radisky, 2001; Egeblad e Werb, 2002). Neste 
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ínterim, durante o processo de invasão tumoral as células neoplásicas 

interagem com as células do estroma e com os componentes da MEC, 

estimulando a produção de MMPs por fibroblastos, miofibroblastos 

(MF), células inflamatórias e endoteliais (Ziober et al., 2000; De 

Vicente et al., 2005; Kellermann et al., 2008). 

Os MFs são células mesenquimais especializadas que 

compartilham características com fibroblastos e com células musculares 

lisas (Dayan, Nasrallah e Vered, 2005; Eyden et al., 2009). Acredita-se 

que o fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-β1) e as citocinas 

expressas por células tumorais estejam envolvidos na transição de 

fibroblastos em MFs (Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et 
al., 2009; Vered et al., 2009). Este processo é de fundamental 

importância na formação do tecido de granulação, na promoção e 

regulação da transformação epitelial maligna e na manutenção da 

progressão do câncer (Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et 

al., 2009; Vered et al., 2009). Os MFs secretam numerosos fatores de 

crescimento e mediadores inflamatórios que estimulam a proliferação de 

células epiteliais, além de serem responsáveis pela síntese de MMPs, 

favorecendo a invasão e o desenvolvimento neoplásico (Desmoulière, 

Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009). 

Estudos demonstraram que o aumento de MF no estroma de diversas 

neoplasias está relacionado a um pior prognóstico para o paciente 

(Kellermann et al., 2007; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009; 

Thode et al., 2011). 

Finalmente, o controle da proliferação celular é perdido nas 

lesões neoplásicas malignas e a taxa de proliferação celular pode indicar 

a agressividade e o potencial de recidiva das neoplasias (Brown e Gatter, 

2002; Tumuluri, 2002). Na mucosa oral, estudos demonstram que o 

número de células positivas para Ki-67, uma proteína não-histona de 

proliferação celular, aumenta com a presença e de acordo com o 

aumento da severidade do grau de displasia epitelial (Kurokawa et al., 

2003) e do grau de diferenciação histopatológica no carcinoma 

epidermóide oral (Tumuluri, Thomas e Fraser, 2002).  

 Sabendo da importância destas proteínas na progressão 

neoplásica, alguns artigos estudaram seus papéis na carcinogênese de 

lábio de modo que este estudo imuno-histoquímico foi desenhado para 

avaliar a associação entre a presença de MMPs -1 , -2 e -9 , MF e o 

índice proliferação celular em lesão pré-maligna (QA) e lesões malignas 
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de lábio (CEL), quando comparadas a uma lesão de lábio não-neoplásica 

(MUC). 

 

 

 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Seleção da amostra 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina 

(UFSC). As amostras foram selecionadas a partir dos arquivos do 

Laboratório de Patologia Bucal e do Serviço de Anatomia Patológica do 

Hospital Universitário da UFSC e divididas em: QA, composto por 30 

casos de QA; CEL, composto por 30 casos de carcinoma epidermóide de 

lábio; e MUC, contendo 20 casos de biópsias oriundas de mucocele que 

continham revestimento epitelial, como fonte de epitélio não neoplásico. 

A utilização de mucoceles ocorreu devido à inviabilidade de obtenção 

de fragmentos de lábio normal. 

 

Análise histológica 

 

As lâminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) foram 

analisadas simultaneamente por três examinadores para determinação do 

grau de displasia epitelial nas QAs e grau de diferenciação 

histopatológica dos CELs, seguindo os critérios estabelecidos pela OMS 

(Barnes, 2005). As displasias epiteliais foram classificadas em leves 

quando a presença de alterações displásicas se restringia somente ao 

terço inferior do epitélio; moderadas, quando estas alterações eram 

encontradas até o terço médio; e intensas, quando as alterações 

displásicas ultrapassavam o terço médio e estendiam-se ao terço 

superior (Barnes et al., 2005). Os carcinomas foram classificados bem 

diferenciados (muito similar ao seu epitélio de origem), pouco 

diferenciada (uma lesão em que predominam células imaturas, com 

numerosas mitoses típicas e atípicas, além de mínima ceratinização, 

tornando muitas vezes, difícil identificar seu tecido de origem) ou 

moderadamente diferenciada, com características entre esses dois 

extremos (Anneroth, Batsakis e Luna, 1987; De Araújo et al., 1997; 

Barnes et al., 2005) 
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Imuno-histoquímica 

 

As amostras foram submetidas à técnica de imuno-histoquímica 

pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram incluídos 

controles positivos para todos os anticorpos (Quadro 1) e o controle 

negativo de todas as reações foi realizado pela omissão do anticorpo 

primário. Das amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina 

foram obtidos cortes de 3μm de espessura, estendidos em lâminas de 

vidro silanizadas (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Foi realizada a 

desparafinização e reidratação dos cortes, seguidas de imersão em 

solução de peróxido de hidrogênio a 3% em metanol para o bloqueio da 

peroxidase endógena. A recuperação antigênica foi realizada com 

solução tampão de citrato 0,01M a 96
o
C. O bloqueio dos sítios 

inespecíficos foi realizado pela incubação dos cortes em solução de leite 

desnatado a 5% em tampão fosfato salina (PBS), por 40 minutos. A 

incubação com os anticorpos primários (Quadro 1) foi realizada em 

câmara úmida mantida sob refrigeração (4 a 8°C), overnight.  

A seguir foi utilizado o Kit LSAB (Dako Corporation, 

Carpinteria, CA, EUA) com anticorpo secundário biotinilado, e 

complexo estreptavidina-peroxidase. As lâminas então foram coradas 

com solução cromógena DAB (Dako, Corporation, Carpinteria, CA, 

EUA) e contra coradas com Hematoxilina de Harris. Após desidratação 

e diafanização, as lâminas foram montadas com Entellan (Merck, 

Darmstadt, Alemanha). 

 

Anticorpo Clone Fabricante Diluição Controle positivo 

MMP-1 Policlonal DBS 1:300 Placenta 

MMP-2 Policlonal Sigma 1:50 Carcinoma de mama 

MMP-9 Policlonal Sigma 1:250 Medula 

α-SMA Policlonal Sigma 1:1000 Vasos sanguíneos 

Ki-67 
Monoclonal 

– SP6 
Biocare 1:75 

Carcinoma epidermóide 

intra-oral 

Quadro 1: Anticorpos utilizados 

 
Análise das reações de imuno-histoquímica  

 

As lâminas tiveram sua identificação mascarada, de forma que a 

avaliação das reações foi realizada por um examinador cegado e 

calibrado (Kappa>0,8) que utilizou o software NIH ImageJ 1.410 
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(National Institute of Health, Bethesda, EUA). Foram obtidas, por meio 

de câmera fotográfica (Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) acoplada a 

microscópio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), 

5 imagens equidistantes da interface entre epitélio e conjuntivo de cada 

caso, com magnitude de 400X. A interface entre epitélio e conjuntivo 

foi a área escolhida para este estudo, pois é nesta que se encontra o 

fronte de invasão dos CEL, foco principal de interesse no estudo das 

MMPs (Barros et al., 2011; Souza Freitas et al., 2011) e assim 

possibilitou um padrão de comparação com QA e MUC. 

A avaliação para MMP-1, -2 e -9, caracterizada pela coloração 

castanha no citoplasma e MEC, foi obtida individualmente no tecido 

epitelial e tecido conjuntivo.  A análise do tecido epitelial foi realizada 

através da média da porcentagem de células positivas dos 5 campos 

equidistantes. Já a análise do tecido conjuntivo deu-se por meio da 

média da porcentagem da área marcada (pixels positivos) em relação à 

área total do tecido conjuntivo de cada campo (pixels totais) das 5 

imagens obtidas de cada caso.  

Para verificar a presença de MFs foi observada a expressão de 

α-SMA nos MFs presentes no tecido conjuntivo adjacente ao epitélio. 

Esta avaliação foi realizada através da média de células positivas dos 5 

campos para cada caso. Foram consideradas positivas as células que 

apresentaram marcação castanha no citoplasma, excluindo-se as células 

inflamatórias, células endoteliais e células nas proximidades dos vasos 

sanguíneos (positivas para α-SMA).  

A avaliação da imunopositividade para Ki-67, caracterizada 

pela coloração castanha do núcleo nas células epiteliais, foi obtida pela 

média da porcentagem de núcleos positivos por campo analisado. Para 

cada caso foram contadas pelo menos 1000 células epiteliais (positivas e 

negativas) somadas nos 5 campos equidistantes.  

 

Análise estatística  

 

Foi realizada a estatística descritiva para cada variável 

analisada, e a comparação da expressão dessas variáveis entre os grupos 

analisados QA, CEL e MUC por meio do teste t não pareado utilizando-

se o programa Microsoft Excel (Microsoft Office Corporation, 

Washington, EUA). Os resultados foram expressos como média da 

porcentagem de células coradas ou área corada ± desvio-padrão da 

média (DPM). Considerou-se valor de p<0,05 para dados com 

significância estatística. 
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 RESULTADOS 

 

Análise Histológica 

 

A análise dos casos estudados para determinação do grau de 

displasia epitelial nas QA e grau de diferenciação histopatológica dos 

CEL, seguindo os critérios estabelecidos pela OMS (Barnes, 2005) e 

resultou em 9 casos de QA apresentando displasia epitelial leve (DEL), 

14 apresentando displasia epitelial moderada (DEM) e 7 apresentando 

displasia epitelial intensa (DEI) (Tabela 2). Já dentre os 30 CEL 

estudados, 12 casos apresentavam-se bem diferenciados (BD), 8 casos 

eram moderadamente diferenciados (MD) e 10 casos pouco 

diferenciados (PD) (Tabela 3).  

 

Análise Imuno-histoquímica 

 

Todos os resultados da avaliação imuno-histoquímica 

encontram-se detalhados nas tabelas 1, 2 e 3.  

 

MMPs 

 

A imunomarcação das MMPs mostrou um padrão de marcação 

que dividia o epitélio em terços basal, médio e superior, sendo que a 

marcação foi sempre presente de forma mais intensa no terço inferior. A 

marcação em tecido conjuntivo ocorreu tanto no citoplasma das células 

presentes neste tecido, quanto na MEC, exceto em áreas com 

degeneração basofílica do colágeno (Figura 1A-I). 

A imunomarcação para a enzima MMP-1 foi significantemente 

mais presente no epitélio dos casos de QA quando comparados com 

MUC (p=0,023) e com CEL (p=0,029). Já no caso da expressão em 

tecido conjuntivo, observou-se significância estatística somente na 

comparação entre CEL e MUC (p=0,013), porém ela foi 

quantitativamente mais expressa em CEL (7,29% ±6,21) quando 

comparado com a QA (4,80% ±4,24). Importante ressaltar a maior 

média de marcação para MMP-1 nas QA com DEI (6,18% ±5,77) em 

comparação com DEL (2,84% ±1,92) e DEM (4,88% ±3,81) apesar da 

ausência de significância. 

A enzima MMP-2 apresentou imunomarcação epitelial 
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significativamente menor em CEL quando comparado com QA 

(p=0,003) e MUC (p=0,004). No caso da expressão em tecido 

conjuntivo observou-se significância estatística somente na comparação 

entre QA e MUC (p=0,029), sendo a expressão maior em MUC. 

 Finalmente, no caso da MMP-9, a marcação epitelial foi 

significantemente mais presente em QA quando comparado com CEL 

(p=0,003), não havendo diferença estatística entre QA e MUC, apesar da 

diferença de expressão entre ambas (59,07% ±28,84 para QA e 41,68% 

±38,43 para MUC). No entanto, quando analisada a expressão da 

enzima em tecido conjuntivo verificou-se uma menor expressão em QA 

quando comparado com CEL (p<0,001) e com MUC (p=0,033). 

Não foram observadas diferenças estatísticas significantes em 

nenhum dos outros parâmetros estudados para as MMPs. 

 

 

Proliferação Celular (Ki-67) 

 

A imunomarcação do anticorpo Ki-67 foi observada no núcleo 

das células epiteliais das camadas basal e parabasal do epitélio de MUC 

e QA e dispersa nas áreas de invasão de CEL (Figura 1J-L). Não se 

observou diferença significante entre os MUC, QA e CEL estudados 

entre o percentual de células positivas para o anticorpo Ki-67. No 

entanto, observou-se que o índice de proliferação celular foi crescente 

de acordo com aumento da severidade da displasia. Já para os casos de 

CEL, houve diferença estatisticamente significante na comparação entre 

CEL BD e MD, sendo maior em BD (p=0,004). 

 

Miofibroblastos (α-SMA) 

 

A presença de MFs foi observada no tecido conjuntivo 

adjacente a todas as lesões (Figura 1M-O). Não foram observadas 

diferenças estatísticas significantes em nenhum dos parâmetros 

estudados para a análise dos MF a partir do estudo imuno-histoquímico 

com o anticorpo α-SMA. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Diversos trabalhos estudaram a presença das MMPs em 

carcinoma epidermóide oral e QA de forma isolada (De Vicente et al., 
2005; Barros et al., 2011; Mohtasham et al., 2013; Poulopoulos, 
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Andreadis e Markopoulos, 2013), no entanto, ainda são escassos os 

estudos envolvendo a correlação da expressão destas proteases entre 

CEL e QA (Souza Freitas et al., 2011). Neste estudo, avaliou-se a 

expressão das MMPs -1, -2 e -9, Ki-67 e α-SMA nos componentes 

epitelial e conjuntivo de CEL, uma neoplasia maligna de 

comportamento invasivo, bem como de QA, uma lesão com potencial de 

transformação em CEL. Como parâmetro de comparação, avaliou-se a 

expressão das mesmas proteínas em uma lesão labial não-neoplásica, a 

mucocele (MUC). Vale ressaltar que MUC não é a melhor fonte de 

comparação para este tipo de estudo, pois apresenta componente 

inflamatório variável e, consequentemente, diversas citocinas 

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a 

interleucina-1 beta (IL-1β), que podem estimular a produção de MMPs 

(Hoque, Azuma e Sato, 1998). No entanto, frente à ausência de tecido 

labial normal nos arquivos de coleta das amostras e aos conflitos éticos 

envolvidos na aquisição cirúrgica de tecido labial normal, MUC foi a 

fonte de epitélio labial não-neoplásico mais viável. 

Sabe-se que QA e CEL têm relação com a exposição crônica e 

prolongada à radiação UV (Sena et al., 2010; Vieira et al., 2012) que, 

por sua vez, pode ativar as MMPs, levando à degradação da MEC 

(Pillai, Oresajo e Hayward, 2005). O padrão de imunomarcação das 

MMPs no epitélio das lesões estudadas foi mais evidente no terço basal 

e sua expressão em tecido conjuntivo ocorreu tanto no citoplasma das 

células ali presentes, quanto na MEC. Levando-se em conta que a 

relação entre as células epiteliais e o tecido conjuntivo subjacente (seja 

ele denominado lâmina própria nos casos de MUC e QA ou estroma nos 

casos de CEL) é de fundamental importância na progressão tumoral 

(Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004; Kellermann et al., 2007), este 

padrão de marcação, quando evidenciado principalmente em QA e CEL, 

é condizente com as funções determinadas para estas proteínas na 

progressão e invasão neoplásica (De Vicente et al., 2005; Kellermann et 

al., 2008; Pietras e Ostman, 2010). 

A MMP-1 exerce papel fundamental na remodelação da MEC, 

degradando diretamente vários de seus componentes, principalmente o 

colágeno intersticial (tipo I) e ativando, indiretamente, a MMP-2, uma 

das principais enzimas responsáveis pela invasão tumoral  (De Vicente 

et al., 2005; Cao, Xiang e Li, 2009). Assim, a MMP-1 parece exercer 

importantes funções nas fases pré-malignas e em lesões in situ, fato que 

condiz com sua maior expressão epitelial na fase pré-maligna (QA), 
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principalmente quando esta apresentava DEI.  

No entanto, a análise da expressão de MMP-1 no tecido 

conjuntivo revelou predomínio nos casos de CEL. Isto também pode ser 

explicado pela capacidade da MMP-1 de clivar colágeno do tipo I, 

componente abundante no estroma circundante do tumor
 
e, portanto, 

participar do fenômeno da invasão, uma constante no comportamento 

das neoplasias malignas (Shimizu et al., 2008). Barros et al. (2011) 

também encontraram marcação de MMP-1 de moderada a intensa no 

estroma da maioria dos CEL estudados e sugeriram que tal fato diz 

respeito à indução da produção estromal de MMPs pelas células 

neoplásicas (Barros et al., 2011).  

A imunoexpressão, tanto de MMP-2 quanto de MMP-9, foi 

menor no parênquima dos CELs quando comparada ao epitélio de QAs 

e MUCs. Inomata et al. (2003) encontraram relação positiva entre a 

exposição à radiação UV e a degeneração da MB por gelatinases 

(Inomata et al., 2003). As MMPs -2 e -9 degradam componentes da MB 

e MEC, afim de que as células neoplásicas penetrem no tecido 

conjuntivo (De Vicente et al., 2005; Pietras e Ostman, 2010) e isso 

poderia justificar a maior expressão de MMP -2 e -9 no epitélio da QA, 

lesão em que ainda não houve a destruição da MB, sendo necessária 

maior expressão epitelial das gelatinases quando comparado com CEL, 

doença já invasiva. Souza Freitas et al. (2011), utilizando método semi-

quantitativo baseado em porcentagem de imunorreatividade e 

intensidade de marcação, encontraram imunoexpressão maior em células 

epiteliais do CEL quando comparado a QA (Souza Freitas et al., 2011), 

no entanto, devido às diferenças metodológicas na avaliação, não 

existem parâmetros seguros de comparação com os resultados 

encontrados no presente estudo.  

Em tecido conjuntivo, observou-se predomínio da expressão 

imuno-histoquímica das MMPs -2 e -9 em CEL quando comparado com 

QA, mostrando um quadro inverso quando comparado com a expressão 

epitelial. Esse resultado pode ser explicado, pois após a degradação pela 

MMP-1, o colágeno tipo I (principal componente do estroma) é 

transformado em gelatina, componente a ser clivado pelas gelatinases 

(MMPs -2 e -9), sendo estas essenciais na progressão e invasão tumoral 

(Cotrim et al., 2002; De Vicente et al., 2005; Pietras e Ostman, 2010).  

Finalmente, as MMPs estudadas mostraram tendência de 

expressão predominante no epitélio quando na fase pré-maligna (QA) e 

predominância em tecido conjuntivo na fase maligna (CEL). Tal fato faz 

crer que na QA, doença não invasiva, as MMPs seriam um dos fatores 

envolvidos diretamente na progressão do componente epitelial para a 
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malignidade, provavelmente exercendo a sua capacidade de regulação 

do microambiente alterado, proliferação epitelial e degradação da MB 

(Bissell e Radisky, 2001; Egeblad e Werb, 2002; Visse e Nagase, 2003; 

De Vicente et al., 2005; Amălinei et al., 2010) e assim colaborariam na 

progressão neoplásica. Já, quando a malignidade estivesse estabelecida 

(CEL), essas MMPs exerceriam um papel preponderante na viabilização 

da invasão tecidual, a partir da indução da sua produção pelo estroma 

(Ziober et al., 2000; De Vicente et al., 2005).  

A marcante presença das MMPs -1, -2 e -9 em MUC, tanto no 

componente epitelial, quanto no componente de tecido conjuntivo, pode 

ser explicada pelo fato das mucoceles apresentarem diversas citocinas 

inflamatórias, que podem estimular a produção de MMPs, além de 

abundantes quantidades de MMP-1 em macrófagos, o que pode levar à 

expressão de MMP-2 por fibroblastos e MMP-9 também por 

macrófagos (Hoque, Azuma e Sato, 1998; Pesce et al., 2003). 

No presente estudo, a comparação da presença de MFs entre a 

lesão maligna, lesão pré-maligna e não-neoplásica não apresentou 

diferença estatisticamente significante. Uma das hipóteses para explicar 

tal ausência de diferença estatística seria a influência negativa da 

degeneração basofílica do tecido conjuntivo presente em QA e CEL 

sobre a atividade de MFs, já que sabe-se que a exposição excessiva à 

radiação UV leva à degradação do tecido conjuntivo, por meio de 

mudanças celulares e mudanças no perfil proteico da sua MEC, com 

alterações ultra-estruturais e deposição de substância exógenas (Suwabe 
et al., 1999; Ma et al., 2008). Além disso, os fibroblastos, que 

constituem uma das fontes de origem para os MFs, quando expostos a 

UV passam a exibir diversas alterações fenotípicas (Ma et al., 2008). 

Não está claro na literatura se essas mudanças afetam a presença e a 

atividade dos MFs, mas devem ser consideradas para estudos futuros.  

A presença elevada de MFs em MUCs pode ser explicada pelo 

fato de os primeiros eventos de diferenciação dos fibroblastos em MFs 

ocorrerem em resposta a alterações na composição e organização do 

microambiente associado com citocinas liberadas localmente por células 

inflamatórias, normalmente presentes em MUC (Vered et al., 2009). 

No entanto, apesar da ausência de significância, ressalta-se que 

a média de células marcadas para QA e CEL foi maior que para MUC. 

Este achado condiz com diversos estudos, que encontraram maior 

presença de MFs em carcinoma epidermóide oral em comparação com 

tecidos sadios ou não neoplásicos (Kellermann et al., 2007; Etemad-
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Moghadam et al., 2009; Seifi et al., 2010; Rodrigues et al., 2015). Este 

padrão de apresentação deve-se ao fato dos MFs secretarem numerosos 

fatores de crescimento e mediadores inflamatórios que estimulam a 

proliferação de células epiteliais, além de serem responsáveis pela 

síntese de MMPs, favorecendo o desenvolvimento neoplásico 

(Desmoulière, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et 
al., 2009; Lúcio et al., 2013). Importante ressaltar também a maior 

presença de MFs nas lesões de CEL menos diferenciadas, dado 

compatível com estudo de Rodrigues et al. (2015) que detectaram maior 

densidade de MFs no estroma de carcinomas epidermóides orais MD e 

PD em comparação com BD (Rodrigues et al., 2015). 

Da mesma forma a avaliação da proliferação celular, por meio 

da avaliação do antígeno de proliferação celular Ki-67, nas doenças 

estudadas não resultou em diferenças estatisticamente significantes. No 

entanto, quando as médias de células positivas entre as lesões são 

levadas em conta, observou-se maior índice de proliferação celular nas 

lesões de CEL, quando comparada à MUC e à QA. Sabe-se que o 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide oral é um processo de 

múltiplas fases, que compreende etapas de iniciação, promoção e 

progressão tumoral (Chen et al., 2011). A perda do controle da 

proliferação celular é considerada um dos mecanismos biológicos da 

carcinogênese (Tumuluri, Thomas e Fraser, 2002; Gonzalez-Moles et 

al., 2010), por isso espera-se maior taxa de proliferação epitelial em 

lesões malignas.  

A presença marcante de Ki-67 em MUC pode ser explicada pela 

resposta inflamatória presente na lâmina própria desta doença, que 

aumentaria a quantidade de mediadores inflamatórios, citocinas 

inflamatórias e fatores de crescimento, e levaria ao aumento da 

proliferação epitelial (Lin, Huang e Rosenberg, 2007). 

Além disso, observou-se aumento da taxa de proliferação de 

acordo com o grau de displasia presente em QA, dados que já haviam 

sido relatados em estudo com QAs e com lesões displásicas intra-orais 

(Kurokawa et al., 2003; Birajdar et al., 2014; Salvadori et al., 2014).  

Para CEL, a expressão de Ki-67 mostrou diferença estatisticamente 

apenas entre BD e MD. Este dado, conflitante com outros estudos, que 

normalmente encontravam aumento de proliferação de acordo com a 

diminuição da diferenciação (Tumuluri, Thomas e Fraser, 2002; 

Kurokawa et al., 2003; Birajdar et al., 2014; Salvadori et al., 2014), 

pode ser produto da análise comparativa entre 2 grupos com baixo 

número de casos, a saber: BD com 12 casos e MD com 8 casos.  
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CONCLUSÃO 

 

 Conclui-se, por meio da expressão em tecido epitelial e tecido 

conjuntivo, que as MMPs -1, -2 e -9 participam do comportamento 

biológico de QA e CEL e podem estar envolvidas no desenvolvimento e 

progressão da lesão pré-maligna em maligna e, na malignidade 

estabelecida, favorecer a progressão e invasão por meio da indução do 

estroma. Conclui-se também que a proliferação celular e a presença de 

miofibroblastos não apresentaram influência significativa na amostra 

analisada. 
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Figura 1: expressão imuno-histoquímica das MMP-1, MMP-2 e MMP-9, 

Ki-67 e α-SMA em queilite actínica, carcinoma epidermóide de lábio e 

mucocele (400X). A – I: Marcação das MMPs mais intensa no terço 

inferior do epitélio e dispersa pelo tecido conjuntivo. J-L: Marcação 

nuclear de Ki-67 concentrada principalmente em camada basal e 

parabasal do epitélio de MUC e QA e dispersa nas áreas de invasão de 

CEL (seta). M-O: Marcação de α-SMA em MFs presentes no tecido 

conjuntivo (seta). 
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APÊNDICE A – Metodologia Expandida 
  

 

Delineamento de estudo 

 

O estudo proposto é do tipo observacional descritivo, 

retrospectivo. 

 

Aspectos legais e éticos  

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da UFSC (CEPSH), CAAE: 16963413.3.0000.0121 

(Anexo A). 

 

Seleção da amostra  

 

As amostras estudadas foram selecionadas a partir dos arquivos 

do Laboratório de Patologia Bucal e do Serviço de Anatomia Patológica 

do Hospital Universitário da UFSC. Foram selecionados, por 

conveniência, lâminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) e os 

blocos de parafina contendo fragmentos de tecido obtido por meio de 

biópsia incisional ou excisional e diagnosticados como MUC, QA e 

CEL. As lâminas foram analisadas simultaneamente por três 

examinadores para determinação do grau de displasia epitelial nas QAs, 

bem como para determinação do grau de diferenciação histopatológica 

dos CELs, seguindo os critérios estabelecidos pela OMS (Barnes, 2005). 

As displasias epiteliais foram classificadas em leves quando a presença 

de alterações displásicas se restringia somente ao terço inferior do 

epitélio; moderadas, quando estas alterações eram encontradas até o 

terço médio; e intensas, quando as alterações displásicas ultrapassavam 

o terço médio e estendiam-se ao terço superior (Barnes et al., 2005). Os 

carcinomas foram classificados bem diferenciados (muito similar ao seu 

epitélio de origem), pouco diferenciada (uma lesão em que predominam 

células imaturas, com numerosas mitoses típicas e atípicas, além de 

mínima ceratinização, tornando muitas vezes, difícil identificar seu 

tecido de origem) ou moderadamente diferenciada, com características 

entre esses dois extremos (Anneroth, Batsakis e Luna, 1987; De Araújo 
et al., 1997; Barnes et al., 2005) 
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Amostras em que houve discordância entre os examinadores 

quanto ao diagnóstico histopatológico e amostras em que não foi 

possível a execução de todas as etapas referente à preparação histológica 

e à técnica de imuno-histoquímica foram excluídas do trabalho.  

Ao final do processo de seleção, os casos foram divididos em: 

QA, composto por 30 casos de queilite actínica; CEL, composto por 30 

casos de carcinoma epidermóide de lábio; e MUC, composto por 20 

casos de biopsias oriundas de mucoceles que continham revestimento 

epitelial. Optou-se pela utilização das mucoceles como fonte de epitélio 

não-neoplásico devido à inviabilidade de obtenção de fragmentos de 

lábio normal.  

 

 

Procedimentos laboratoriais   

 

Os procedimentos de imuno-histoquímica foram executados no 

LPB-UFSC. As amostras foram submetidas ao método da 

estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram incluídos controles positivos 

para todos os anticorpos (Quadro 1) e o controle negativo de todas as 

reações foi realizado pela omissão do anticorpo primário.  

 

Anticorpo Clone Fabricante Diluição 
Controle 

positivo 

MMP-1 Policlonal DBS 1:300 Placenta 

MMP-2 Policlonal Sigma 1:50 
Carcinoma 

de mama 

MMP-9 Policlonal Sigma 1:250 Medula 

α-SMA Policlonal Sigma 1:1000 
Vasos 

sanguíneos 

Ki-67 
Monoclonal 

– SP6 
Biocare 1:75 

Carcinoma 

epidermóide 

intra-oral 

Quadro 1: Anticorpos utilizados 

 

Das amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina 

foram obtidos cortes semi-seriados com 3µm de espessura, estendidos 

em lâminas de vidro preparadas com a solução de 3-

aminopropyltriethoxylene (Sigma, St. Louis, MO, EUA). A 

desparafinização dos cortes foi realizada mantendo as lâminas em estufa 

a 65ºC, durante 3 horas, seguido de dois banhos em xilol em 
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temperatura ambiente (TA), o primeiro overnight e o segundo durante 

20 minutos. Para a reidratação dos cortes foram realizados 3 banhos em 

álcool etílico absoluto, 1 banho em álcool etílico 95%, 1 banho em 

álcool etílico 85% e 2 banhos em água destilada, todos de 5 minutos 

cada. Para o bloqueio da peroxidase endógena, as lâminas foram imersas 

na solução de peróxido de hidrogênio 3% (90 ml de álcool metílico + 10 

ml de H2O2) durante 20 minutos. A reativação antigênica foi realizada 

mantendo as lâminas em solução de tampão citrato 0,01M, pH 6,0, em 

banho-maria durante 40 minutos a temperatura constante de 96ºC. Em 

seguida, a solução tampão com as lâminas foi retirada do banho-maria e 

aguardou-se até que atingisse a TA. Posteriormente, 2 banhos de 5 

minutos em PBS foram realizados. A incubação com os anticorpos 

primários (Quadro 1) foi realizada em câmara úmida mantida sob 

refrigeração (4 a 8°C), overnight. Mais 2 banhos de PBS de 5 minutos 

foram realizados e seguiu-se a incubação com o Kit LSAB (Dako 

Corporation, Carpinteria, CA, EUA), composto de anticorpo secundário 

anti-IgG biotinado durante 30 minutos e complexo estreptavidina-

biotina-peroxidase durante mais 30 minutos. Posteriormente, outros 2 

banhos de PBS de 5 minutos foram realizados e as lâminas foram 

submetidas à coloração com a solução cromógena diaminobenzidina-

DAB (Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA), com exposição de 

cada corte por 2,5 minutos, além de 1 banho em água destilada por 5 

minutos e a contracoloração com Hematoxilina de Harris, com 

exposição de 2,5 minutos. A remoção do pigmento formólico deu-se por 

rápida imersão das lâminas em solução aquosa de hidróxido de amônia 

1%, e subsequente lavagem em água corrente durante 2 minutos. Os 

cortes foram novamente desidratados com uma sequência de 1 banho em 

álcool etílico 85%, 1 banho em álcool etílico 95% e 3 banhos em álcool 

etílico absoluto, durante 5 minutos cada. Por fim, a diafanização deu-se 

com 2 banhos em xilol durante 20 minutos cada, e a montagem das 

lâminas foi realizada com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

Após montadas, as lâminas foram mantidas em estufa (40ºC) por no 

mínimo 24 horas.  

 

Análise imuno-histoquímica  

 

As lâminas tiveram sua identificação mascarada de forma que a 

captura das fotomicrografias e a análise da imunorreatividade foi feita 

por um examinador às cegas quanto ao grupo a que cada lâmina 
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pertencia. Foram capturados cinco campos equidistantes de cada caso, 

com aumento de 400x, envolvendo sempre a interface entre epitélio e 

conjuntivo, por meio de microscópio de luz binocular (Axiostar Plus, 

Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), acoplado a um sistema de 

aquisição de imagem digital (A620, Cannon, Lake Success, NY, EUA), 

e a um microcomputador (HP Compaq 6005, São Paulo, Brasil), onde 

foram armazenadas as imagens. 

 A análise da imunorreatividade deu-se por um examinador 

previamente calibrado e os valores foram registrados em uma planilha 

do Microsoft Excel (Microsoft Office Corporation, Wasington, EUA). 

Para avaliação, utilizou-se o software para análise de imagens 

digitalizadas ”ImageJ” versão 1.410 (National Institute of Health, 

Bethesda, EUA). Para cada anticorpo, em cada caso, foi avaliada a 

frequência e local de expressão, bem como a análise quantitativa da 

expressão.  

A avaliação da expressão das MMPs -1, -2 e -9, caracterizada 

pela coloração castanha no citoplasma, foi obtida individualmente no 

epitélio e tecido conjuntivo. A análise do tecido epitelial foi realizada 

pela média da porcentagem de células positivas dos 5 campos. Já a 

análise do tecido conjuntivo deu-se através da média da porcentagem da 

área marcada (pixels positivos) em relação à área total do tecido 

conjuntivo de cada campo (pixels totais) das 5 imagens obtidas de cada 

caso.  

Para verificar a presença de MFs foi observada a expressão de 

α-SMA nos MFs presentes no tecido conjuntivo adjacente ao epitélio. A 

avaliação do antígeno α-SMA foi realizada através da contagem do total 

de células positivas por campo, em 5 campos equidistantes para cada 

caso. Posteriormente, foi calculada a média de células positivas para 

cada caso, somando-se o total de células positivas em todos os campos e 

dividindo-se pelo total de campos. Foram consideradas positivas as 

células que tiveram marcação castanha no citoplasma, excluindo-se as 

células inflamatórias, células endoteliais e células nas proximidades dos 

vasos sanguíneos, pois essas células podem interferir nos resultados 

devido à expressão de α-SMA.  

A avaliação da imunopositividade para Ki-67, caracterizada 

pela coloração castanha do núcleo nas células epiteliais, foi obtida pela 

média da porcentagem de células coradas por campo analisado. Para 

cada caso foram contadas pelo menos 1000 células epiteliais (positivas e 

negativas) dos 5 campos equidistantes. Posteriormente, foi realizada a 

média de células positivas para cada caso. 
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Calibração do examinador 

 

O examinador responsável pela análise imuno-histoquímica foi 

submetido a uma calibração, analisando 15 lâminas (cinco de cada 

grupo), três vezes, com intervalos de uma semana. Os resultados foram 

comparados para determinação do índice Kappa, que teve valores acima 

de 0,8. 

 

Análise estatística  

 

Foi realizada a estatística descritiva para cada variável analisada, e a 

comparação da expressão dessas variáveis entre os grupos analisados 

QA, CEL e MLN por meio do teste t não pareado utilizando-se o 

programa Microsoft Excel (Microsoft Office Corporation, Washington, 

EUA). Os resultados foram expressos como média da porcentagem de 

células coradas ou área corada ± desvio-padrão da média (DPM). 

Considerou-se valor de p<0,05 para dados com significância estatística. 
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ANEXO A – Parecer Consubstanciado do CEPSH 
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ANEXO B – Guia de Informações ao Autor 
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