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RESUMO 

 

A queilite actínica e o carcinoma epidermóide de lábio são doenças causadas por exposição 

prolongada à radiação ultravioleta da luz solar. As modificações de histonas são 

desregulações epigenéticas que estão associadas a diversos processos celulares, como, por 

exemplo, transcrição, replicação, reparo e presentes em processos patológicos, como o câncer. 

O objetivo do presente estudo foi investigar a expressão de antígenos relacionados às 

modificações histonas em amostras de queilite actínica (QA) e carcinoma epidermóide de 

lábio (CEL) em comparação com o tecido normal (TN), através da técnica de 

imunoistoquímica. Para tanto, foram avaliados 33 casos de QA, 27 de CEL e de nove 

amostras de mucosa de lábio normal, diagnosticados pelo Laboratório de Patologia da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia, entre os anos 1978 e 2013. 

Após revisão histopatológica foram realizadas as reações imunoistoquímicas com os 

anticorpos contra H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac e H3S10ph. A proporção de células 

reativas e a intensidade da reação foram avaliadas com o método de Quickscore. Houve 

diminuição significativa (p< 0,05) da reatividade imunoistoquímica para H3K36me3 e 

H3S10ph nos grupos de QA e CEL quando comparados ao grupo tecido de lábio normal. O 

grupo de QA apresentou diminuição significativa da reatividade imunoistoquímica para 

H3K9ac e H4K12ac comparado ao tecido normal, não havendo diferenças entre os grupos de 

tecido normal e CEL. Associação estatisticamente significante foi observada entre H3K9ac e 

o gênero em portadores de carcinomas. Não houve qualquer resultado significante na 

comparação entre casos de QA com displasia leve e moderada/intensa, tampouco entre 

carcinomas bem diferenciados comparados aos moderadamente/pouco diferenciados. 

Conclui-se que variação nas modificações de histonas avaliadas são relevantes para o início 

do processo de carcinogênese, mas não para a progressão tumoral na agressão actínica ao 

lábio. 

          

 

Palavras-chave: Queilite actínica. Carcinoma epidermóide de lábio. Modificações de 

histonas. 

 

 



ABSTRACT 

 

The actinic cheilitis (AC) and lip squamous cell carcinoma (LSCC) are caused by prolonged 

exposure to the ultraviolet radiation in sunlight. Histone modifications are epigenetic 

deregulation that are associated with diverse cellular processes such as, for example, 

transcription, replication, repair, and present in pathological processes such as cancer. The 

aim of this study was to investigate the expression of antigens related to histone modifications 

in AC and LSCC compared to normal tissue by immunohistochemistry. Were evaluated 33 

samples of AC, 27 cases of LSCC and nine cases of normal mucosa lip, diagnosed in the 

Pathology Laboratory of the School of Dentistry, Federal University of Uberlandia, between 

1978 and 2013. After histopathological review, immunohistochemical was performed with 

antibodies against H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac and H3S10ph. The proportion of reactive 

cells and the intensity were evaluated through the Quickscore index. There was a significant 

reduction (p <0.05) of the immunohistochemical reactivity of H3S10ph and H3K36me3 in 

ACs and LSCCs when compared to normal mucosa lip. A statistically significant decrease 

was found for immunohistochemical reactivity of H3K9ac and H4K12ac compared to normal 

tissue, there was not differences between the normal mucosa lip and LSCC. There was a 

statistically significant association between H3K9ac and gender in patients with carcinomas. 

There was not a statistically significant result when comparing AC with mild to 

moderate/intense dysplasia, or between well-differentiated compared to moderately/poorly 

differentiated carcinomas. The variations in histone modifications evaluated are relevant to 

begin in the process of carcinogenesis, but not to tumor progression in actinic aggression lip. 

 

Keywords: Actinic cheilitis. Lip squamous cell carcinoma. Histone modifications. 
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TN tecido (de lábio) normal 

TNM Estadiamento 

TRIS  tris(hidroximetil)aminometano (hydroxymethylaminomethane) 

UFU Universidade Federal de Uberlândia 

UV Ultravioleta 

UVA ultravioleta, tipo A 

UVB ultravioleta, tipo B 

UVC ultravioleta, tipo C 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A queilite actínica (QA) é uma doença inflamatória crônica dos lábios, 

principalmente do lábio inferior, causada pela exposição prolongada à radiação solar. Na 

grande maioria dos casos, a doença se desenvolve em homens, que exercem alguma atividade 

exposta ao sol, acima dos 40 anos de idade, de pele clara e que não fazem uso de proteção 

labial (MARTINS-FILHO; SILVA; PIVA, 2011; PIÑERA-MARQUES et al., 2010; 

ROGERS; BEKIC, 1997). A QA é a lesão precursora do carcinoma epidermóide de lábio 

(CEL) (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012). 

O aparecimento do CEL está diretamente associado à exposição à luz solar, é 

usualmente precedido por QA, e surge frequentemente entre homens acima de 50 anos 

(SOUZA LUCENA et al., 2012; PIÑERA-MARQUES et al., 2010; ABREU; KRUGER; 

TENNANT, 2009). O CEL apresenta melhor prognóstico em relação aos carcinomas 

epidermóides que surgem nos demais sítios intraorais (língua, assoalho bucal e outros), fato 

justificado pela localização anatômica que favorece a detecção precoce, embora haja escassez 

quanto aos programas de prevenção da doença (SOUZA et al., 2011; BATISTA et al., 2010; 

SARGERAN et al., 2009).  

As modificações epigenéticas em tumores humanos têm ganhado atenção no estudo 

da carcinogênese juntamente com as alterações genéticas, e evidências recentes sugerem uma 

participação de componentes epigenéticos no desenvolvimento de lesões precoces 

(DAWSON; KOUZARIDES, 2012; JONES; BAYLIN, 2007; TABY; ISSA, 2010; ISSA, 

2008; ESTELLER, 2008).  

A epigenética se refere às alterações herdadas durante a divisão celular, sem 

modificação na seqüência da molécula de DNA (TABY; ISSA, 2010). Tais alterações são 

necessárias durante o desenvolvimento embrionário, crescimento, diferenciação celular, 

envelhecimento e demais processos fisiológicos (JONES; BAYLIN, 2007; LENNARTSSON, 

EKWALL, 2009), além de estarem relacionadas no processo de carcinogênese (DAWSON; 

KOUZARIDES, 2012; ELLINGER et al., 2010; JONES; BAYLIN, 2007; TABY; ISSA, 

2010; LENNARTSSON, EKWALL, 2009; ISSA, 2008; ESTELLER, 2008). Fatores 

ambientais podem determinar mudanças epigenéticas e exibir correlação com o processo de 

envelhecimento (HUIDOBRO; FERNANDEZ; FRAGA, 2013).  

Pouco se sabe sobre a influência dos fatores epigenéticos na queilite actínica e no 

câncer de lábio, sendo importante explorar marcadores moleculares relacionados às 

modificações de histonas (SANT’ANA, 2014; CHEN et al., 2013a). O reconhecimento dos 



21 

 

fatores epigenéticos envolvidos nessas doenças é necessário para melhor compreender o 

processo de carcinogênese por indução da radiação ultravioleta, visto que marcadores 

moleculares podem ser úteis na identificação de características para o diagnóstico precoce, 

definir casos agressivos e, fornecer melhores definições sobre o tratamento aos pacientes.  

Portanto, o objetivo do presente estudo foi analisar a expressão de antígenos 

relacionados aos mecanismos epigenéticos em queilite actínica e carcinoma epidermóide de 

lábio, comparando a reatividade imunoistoquímica entre as lesões e entre casos com 

características clínico-patológicas diversas. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Queilite actínica 

 

A queilite actínica (QA), descrita primeiramente por Ayres em 1923, é uma 

desordem inflamatória crônica dos lábios causada por exposição prolongada à luz solar. É 

considerada uma lesão com elevado potencial de transformação maligna (VIEIRA et al., 

2012; WOOD et al., 2011; PIÑERA-MARQUES et al., 2010; KAUGARS et al., 1999, 

ROGERS; BEKIC, 1997). Por exemplo, mostra uma probabilidade 2,5 vezes maior de 

transformação maligna quando comparada a lesões de pele similares (queratose actínica) 

(JADOTTE; SCHWARTZ, 2012). 

A radiação ultravioleta (UV) é o componente mutagênico da luz solar, e é definida 

como uma radiação eletromagnética com comprimento de onda entre 10 e 400nm. Há três 

tipos principais de radiação UV: UVA, UVB e UVC, diferenciadas pelo comprimento de onda 

(320 a 400nm, 280 a 320nm, e 200 a 280nm, respectivamente). Em função do seu 

comprimento de onda, tais formas de radiação variam também no seu poder de penetração na 

atmosfera e no corpo humano: a radiação UVC é predominantemente absorvida pela camada 

de ozônio, enquanto UVB e UVA chegam à pele (e à semi-mucosa labial) com efeitos 

benéficos (p. e.: produção de vitamina D induzida por UVB) e danosos (destruição de 

vitamina A e colágeno, e carcinogênese) (VISSCHER et al, 1998a; OSTERLIND, 1993). A 

UVB, com comprimento de onda entre 280-320nm apresenta maior envolvimento com o 

processo de cancerização do que a UVA, uma vez que promove mutações no DNA (WOOD 

et al., 2011; CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010), sendo comum a formação de 

ligações aberrantes entre as bases adjacentes de citosinas no DNA dos queratinócitos (WOOD 

et al., 2011). A radiação UV provoca mutação do gene p53, gene supressor de tumor, e 

promove descontrole da proliferação celular, e conseqüentemente o desenvolvimento de 

câncer (SOUZA LUCENA, et al. 2012). O acúmulo de mutações no DNA causado pela 

radiação UV constitui um processo chamado de fotocarcinogênese (RICARDO, 2009). 

De modo geral, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio induzidos por radiação UV 

podem se combinar para excitar um elétron em produtos derivados da degradação da melanina 

após horas de exposição, e assim formar os dímeros de pirimidina-ciclobutanos (CPD), a 

partir dos quais é comum o surgimento de mutações e lesões ao DNA (PREMI et al., 2015). 
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Mais comumente, a QA acomete pessoas acima dos quarenta anos de idade, com 

predomínio de indivíduos de pele clara (MARTINS-FILHO; SILVA; PIVA, 2011; PIÑERA-

MARQUES et al., 2010; SILVEIRA et al., 2009; CAVALCANTE; ANBINDER; 

CARVALHO, 2008; MARKOPOULOS; ALBANIDOU-FARMAKI, KAYAVIS; 2004; 

KAUGARS et al., 1999; ROGERS; BEKIC, 1997). A QA atinge com maior freqüência o 

lábio inferior, com predomínio de homens que trabalham expostos à luz solar e ao ar livre por 

tempo prolongado, na sua grande maioria representada por residentes ou trabalhadores da 

zona rural, como, agricultores e pescadores, embora pessoas da zona urbana também possam 

ser afetadas quando expostas a radiação (SOUZA LUCENA et al., 2012; PIÑERA-

MARQUES et al., 2010; MARKOPOULOS; ALBANIDOU-FARMAKI, KAYAVIS; 2004; 

VISSCHER et al., 1998a; ROGERS; BEKIC, 1997; NICOLAU; BAELUS, 1964).  

Clinicamente, a QA pode exibir variações, mas sua apresentação mais característica é 

a de uma placa branca no lábio inferior, com aspecto semelhante ao de uma leucoplasia; 

outras formas são placas branco-acinzentadas ou escuras, atrofia, bordas avermelhadas e 

irregulares, lábio edemaciado e com crostas de sangue, ocasionalmente dor, erosão e 

ulceração, sendo que na presença de úlcera a suspeita de carcinoma epidermóide de lábio deve 

ser considerada (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012; SCHWARTZ et al., 2008). 

As características microscópicas da QA incluem epitélio apresentando acantose, 

ortoqueratose ou paraquetatose com variação de espessamento, (hiper)granulose, zonas de 

atrofia, hiperplasia e displasia leve a intensa; lâmina própria apresentando degeneração 

basofílica (elastose solar), telangiectasia e infiltrado inflamatório linfo-histiocitário adjacente 

ao epitélio e perivascular (VIEIRA et al., 2012; WOOD et al., 2011; NEVILLE et al., 2008; 

CAVALCANTE; ANBINDER; CARVALHO, 2008; NICO; RIVITTI; LOURENÇO, 2007; 

MARKOPOULOS; ALBANIDOU-FARMAKI, KAYAVIS; 2004). Critérios mínimos para o 

diagnóstico incluem lesão localizada em lábio, com alterações epiteliais que incluam displasia 

minimamente leve, e elastose solar (KAUGARS et al., 1999). A graduação histopatológica da 

displasia epitelial tem sido historicamente considerada importante na definição da melhor 

conduta terapêutica, porém essa importância tem sido contestada (DOST et al., 2014). 

Eventualmente, lesões diagnosticadas clinicamente como QA se mostram verdadeiros 

carcinomas à análise histopatológica (VIEIRA et al., 2012; PIÑERA-MARQUES et al., 2010; 

ONOFRE et al., 1997). A literatura disponível não define claramente qual deve ser a melhor 

classificação para lesões labiais provocadas pelo sol que apresentam carcinoma in situ na 

análise histopatológica, mas indica tratamento mais radical para essas lesões do que para 



25 

 

aquelas que apresentem apenas displasia (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012; VIEIRA et al., 

2012; VISSCHER et al., 2002).  

 

 

2.2 Carcinoma epidermóide de lábio 

 

O câncer bucal está entre os dez cânceres mais freqüentes na população brasileira, e 

representa um problema de saúde pública. No Brasil as estimativas para o ano de 2014 

indicaram a ocorrência de 11.280 novos casos de câncer de boca (interior da cavidade oral e 

lábio) em homens e 4.010 em mulheres. Com exceção dos tumores de pele não melanoma, o 

câncer da cavidade oral é o quarto mais freqüente entre os homens das regiões sudeste e 

nordeste. No ano de 2010, o número de mortes em decorrência da doença foi de 4.891, sendo 

3.882 homens e 1.009 mulheres (INCA, 2013). Na América do Sul, o Brasil é o país com 

maior taxa de incidência e mortalidade relacionada à doença (WARNAKULASURIYA, 

2009). 

Elevada incidência de câncer de lábio tem sido relatada para indivíduos de pele 

branca do Canadá e Austrália (WARNAKULASURIYA, 2009). A proporção de CEL varia de 

4% a 66% dentre os casos de carcinoma epidermóide bucal (CEB), considerando-se a região 

geográfica de estudo (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010; CHEN et al., 1999). 

Países com elevada incidência de CEL podem ser encontrados na América do Sul, Europa e 

Oceania (MOORE et al., 1999).  

O CEL é detectado precocemente na maioria dos casos, sendo assim uma condição 

de prognóstico mais favorável, fato que se mantém mesmo quando diagnosticado em estágio 

mais avançado (T3 e T4) (BATISTA et al., 2010). O CEB, comparado ao CEL, geralmente é 

diagnosticado em estágio avançado (T3 e T4), justificado pela localização da lesão, a qual não 

se desenvolve em uma área tão exposta quanto as lesões de lábio (BATISTA et al., 2010; 

CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010). 

O processo do desenvolvimento do CEL pode envolver diferentes fatores de risco 

(endógenos e/ou exógenos) que podem se associar, embora o maior fator de risco, agente 

etiológico predominante, seja reconhecidamente a radiação ultravioleta (REGEZI; SCIUBBA; 

JORDAN, 2008; MOORE et al., 1999; VISSCHER et al., 1998a). O consumo de álcool e o 

fumo associados com a exposição à luz solar e a suscetibilidade genética do indivíduo, podem 

potencializar o risco de desenvolvimento do CEL, no entanto falta clareza nos dados 

(JADOTTE; SCHWARTZ, 2012; ABREU et al., 2009; VISSCHER et al., 1998a). No estudo 
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epidemiológico de Souza et al. (2011), a avaliação de 30 pacientes permitiu apurar que 80% 

dos pacientes portadores de CEL declararam fumantes e 60% etilistas.  São citados ainda, 

fatores de risco que possivelmente podem contribuir com o processo de carcinogênese labial, 

tais como: a predisposição genética, infecções virais, imunossupressão, más condições de 

saúde oral e nutrição deficiente. Entretanto não há dados que evidenciam o papel destes 

fatores com o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de lábio 

(WARNAKULASURIYA, 2009; MOORE et al., 1999; VISSCHER et al., 1998a).  

O CEL atinge em maior proporção os homens (BATISTA et al., 2010; 

CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN,  2010; ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010; 

ABREU; KRUGER; TENNANT, 2009; CHEN et al., 1999). Tal dado é explicado pelo fato 

dos homens estarem mais expostos a radiação solar em relação às mulheres, principalmente 

na execução de atividades relacionadas ao trabalho (áreas rurais e ao ar livre) (BATISTA et 

al., 2010; CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010; ZINI; CZERNINSKI; SGAN-

COHEN, 2010; ABREU; KRUGER; TENNANT, 2009; ABREU et al., 2004; MOORE et 

al.,1999; CHEN et al., 1999). Geralmente, a média de idade no momento do diagnóstico é em 

torno de 50 a 60 anos. O acometimento em pacientes jovens é comum entre homens de pele 

branca (BATISTA et al., 2010; CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010; ZINI; 

CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010; ABREU; KRUGER; TENNANT, 2009; ABREU et 

al., 2004; MOORE et al.,1999; CHEN et al., 1999). 

O CEL afeta freqüentemente o vermelhão do lábio (área externa, lábio seco), 

enquanto que na porção interna (lábio molhado) é incomum (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-

COHEN, 2010; ABREU; KRUGER; TENNANT, 2009). O lábio inferior é mais afetado que o 

lábio superior, devido à localização anatômica e direta exposição à radiação solar quando 

comparado ao lábio superior (OSTERNE et al., 2011; SOUZA et al., 2011; BATISTA et al., 

2010; ABREU; KRUGER; TENNANT, 2009; MOORE et al., 1999; VISSCHER et al, 

1998a). Clinicamente, a lesão pode apresentar-se como úlcera, crosta, eritema, aspectos 

vegetativos, e em estágios avançados é possível encontrar grande extensão e/ou infiltração, 

embora de crescimento lento (ABREU et al., 2004; MOORE et al., 1999). 

O quadro histopatológico dos carcinomas epidermóides é classificado em três 

graduações: I. Bem diferenciado – células epiteliais malignas que se assemelham às do 

epitélio normal e queratinização; II. Moderadamente diferenciado: células epiteliais 

neoplásicas com pleomorfismo nuclear, atividade mitótica típica ou atípica, e menor 

queratinização; III. pobremente diferenciado: células neoplásicas imaturas (elevado 
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pleomorfismo celular), mitoses atípicas e típicas e escassas áreas de queratinização 

(NEVILLE et al., 2008; CARDESA et al., 2005; JOHNSON et al., 2005).  

De modo geral a taxa de mortalidade do CEL é considerada baixa (ABREU et al., 

2009) e alguns fatores influenciam na sobrevida dos pacientes, como, por exemplo: o tipo 

histológico, o tamanho do tumor primário, presença/ausência de metástase para linfonodos ou 

regiões distantes, invasão perineural e o tratamento executado (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-

COHEN, 2010; ZINI; CZERNINSKI; SGAN-COHEN, 2010; CHEN et al., 1999; VISSCHER 

et al, 1998a; VISSCHER et al, 1998b; GOORIS et al., 1998; ANTONIADES et al., 1995). 

Pacientes com neoplasias localizadas em lábio apresentam maior taxa de sobrevida em 

relação aos portadores de carcinoma epidermóide da cavidade oral (ZINI; CZERNINSKI; 

SGAN-COHEN, 2010). Metástases e recidiva podem ocorrer, embora seja incomum 

(ABREU et al., 2004; MOORE et al., 1999). 

 

 

2.3 Modificações epigenéticas 

 

Epigenética refere-se às alterações herdadas após divisão celular sem qualquer 

modificação fundamental na seqüência da molécula de DNA interferindo na expressão gênica 

(TABY; ISSA, 2010; JONES; BAYLIN, 2007).  

As alterações epigenéticas têm papel crítico na transcrição, reparo e replicação do 

DNA (DAWSON; KOUZARIDES, 2012) e são necessárias para o desenvolvimento 

embrionário, crescimento e diferenciação celular, envelhecimento e demais processos 

biológicos, além de influenciar no desenvolvimento de doenças, com destaque para o câncer 

(TABY; ISSA, 2010).   

As modificações epigenéticas têm ganhado atenção no estudo da carcinogênese 

juntamente com as alterações genéticas, e evidências recentes sugerem a participação de 

componentes epigenéticos em lesões cancerizáveis (ISSA, 2008; ESTELLER, 2008; 

DAWSON; KOUZARIDES, 2012; TABY; ISSA; 2010; JONES; BAYLIN; 2007). Várias 

modificações epigenéticas têm sido relatadas: metilação do DNA, modificações globais de 

histonas (principalmente, acetilação e metilação), sumoilação, presença de RNAs não 

codificantes, alterações físicas de posicionamento de nucleossomos e outros (TABY; ISSA, 

2010; JONES; BAYLIN, 2007). Acredita-se que a metilação do DNA é um dos possíveis 

eventos precoces no desenvolvimento do câncer (MINARDI et al., 2009; ESTTELER et al., 

2001). 
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2.3.1 As histonas e suas modificações globais 

 

As histonas são proteínas altamente alcalinas encontradas no núcleo de células 

eucariontes, constituindo a principal porção protéica da cromatina. (DECKERT; STRUHL, 

2001; GREGORY, et al., 2001; YOUNGSON, 2006). Sua função primordial parece ser 

auxiliar na compactação do DNA (WOLFFE, 1998).  O DNA e as proteínas histonas se 

organizam formando nucleossomos. Um nucleossomo consiste em um complexo agregado de 

oito proteínas histonas, duas moléculas de cada histona (H2A, H2B, H3 e H4) formando 

assim um octâmero ou cerne protéico, ao redor do qual a dupla fita de DNA se enrola 1,75 

vezes, com aproximadamente 147 nucleotídeos de comprimento (ALBERTS et al., 2010; 

KOUZARIDES, 2007; WOLFFE, 1998). O cerne protéico de oito histonas é formado por dois 

dímeros de H2A-H2B e um tetrâmero formado a partir de dois dímeros H3-H4, o qual 

localiza-se centralmente e os dímeros se acomodam em lados opostos, sendo esta interação 

denominada aperto de mãos (ALBERTS et al., 2010).  

A fita de DNA entre um nucleossomo e outro é denominada DNA de ligação 

(ALBERTS et al., 2010; KOUZARIDES, 2007). A histona H1 é conhecida como histona de 

ligação atuando na organização da fibra de 30nm e interage com o DNA, promovendo a 

ligação da molécula envolta em um cerne protéico ao outro (adaptador nucleossomal), 

atuando diretamente com o DNA de ligação, embora não seja considerada uma cola 

(ALBERTS et al., 2010; CLAPIER; CAIRNS, 2009; HAPPEL; DOENECKE, 2009; 

WIDOM, 1998; SMITH, 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Representação esquemática de um nucleossomo. (ALBERTS et al., 2010) 

  

A cauda N-terminal das histonas está sujeita a diversas modificações covalentes, tais 

como, acetilação, metilação (em lisina e arginina), fosforilação, ubiquitinação e outros 

(ALBERTS et al., 2010; TABY; ISSA, 2010; KOUZARIDES, 2007). Ainda é possível 

também a ocorrência de modificações em suas cadeias globulares (ALBERTS et al., 2010). 
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As alterações nestas proteínas constroem um complexo código – o código de 

histonas, que modula a expressão gênica e afeta o acesso da maquinaria transcricional da 

célula ao DNA. Algumas modificações geram condensação da cromatina (heterocromatina), 

na qual o DNA e as proteínas histonas são firmemente embalados, bloqueando o acesso dos 

fatores de transcrição e outras instigam a expressão gênica (ROACH; BRONNER; OREFFO, 

2011). Reguladores de cromatina expressos anormalmente podem influenciar no 

desenvolvimento de vários tipos de cânceres (DAWSON; KOUZARIDES, 2012). A figura 2 

apresenta um esquema básico de modificações globais de histonas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática de caudas N-terminais de histonas exibindo 

modificações pós-traducionais (ALBERTS et al., 2010) 

 

 

Diversos estudos têm mostrado que a reatividade imunoistoquímica das modificações 

globais de histonas pode ser utilizada como preditivo de prognóstico para diferentes tipos de 

cânceres. As modificações pós-traducionais de histonas mais estudadas são a metilação e 

acetilação (CHERVONA; COSTA, 2012). Tais estudos são apresentados no Quadro 1. 
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Quadro 1 - Estudos recentes publicados referentes às modificações globais de histonas em 

diferentes tipos de cânceres utilizando como metodologia a técnica de imunoistoquímica 

(CHERVONA; COSTA, 2012). Adaptado pelo autor. 

Estudo Neoplasia Modificações de histonas avaliadas 

Seligson et al., 2005 Próstata H3K9ac, H3K18ac*, H3K4me2*, H4K12ac, H4R3me2 

Barlési et al., 2007 Pulmão H3K4me2*, H2AK5ac, H2BK12ac, H3K9ac*, H4K8ac 

Park et al., 2008  Estômago H3K9ac, H4K16ac, H3K9me3*, H4K20me3 

Van Den Broek et al., 

2008 

Pulmão H4K5ac*, H4K8ac*, H4K12ac*, H4K16ac*, 

H4K20me3* 

Elsheikh et al., 2009 Mama H3K18ac*, H3K9ac, H3K4me2*, H4K12ac*, H4K16ac*, 

H4K20me3*, H4R3me2*,  

Seligson et al., 2009  Pulmão 

Rim 

Próstata 

H3K18ac*, H3K4me2* 

H3K18ac*, H3K9me2*, H3K4me2* 

H3K9me2* 

Tzao et al., 2009 Esôfago H3K18ac*, H4K12ac, H4R3me2*, H3K4me2, 

H3K27me3* 

Bianco-Miotto et al., 2010 Próstata H3K18ac*, H3K4me2* 

Ellinger et al., 2010 Rim H3K4me1*, H3K4me2*, H3K4me3* 

I et al,. 2010  Esôfago H3K9ac, H3K18ac*, H4K12ac, H3K9me2, H4R3me2* 

Manuyakorn et al., 2010 Pâncreas H3K9me2*, H3K18ac*, H3K4me2* 

Cai et al., 2011 Fígado H3K27me3* 

Behbahani et al., 2012  Próstata H4K20me1*, H4K20me2*, H4K20me3 

Ellinger et al., 2012 Próstata H3K27me1, H3K27me2, H3K27me3* 

He et al., 2012 Fígado H3K4me3* 

Rogenhofer et al., 2012a Rim H3K9me1*, H3K9me2, H3K9me3, H4K20me 

Rogenhofer et al., 2012b Rim H3K27me1*, H3K27me2*, H3K27me3* 

Song et al., 2012 Pulmão H3K9ac*, H3K9me3*, H4K16ac*, H4K20me3 

*: Preditivo de prognóstico. 
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2.3.2 Metilação de histonas 

 

A adição de grupos metil as caudas N-terminais das histonas é catalisado pelas 

metiltransferases de histonas (HMTs) e a remoção pelas demetilases de histonas (HDMTs) 

(TABY; ISSA, 2010).  

A metilação de histonas está relacionada com a ativação ou repressão da transcrição, 

sendo o efeito dependente do aminoácido envolvido (TABY; ISSA, 2010). Por exemplo, a 

metilação de H3-lisina4 e lisina-36 associam-se com a ativação da transcrição, enquanto que 

H3-lisina9 e lisina-27 estão diretamente relacionadas à repressão da transcrição ou 

silenciamento gênico (TABY; ISSA, 2010). A metilação dos aminoácidos de lisina tem sido 

amplamente estudada em vários tecidos normais e neoplásicos (ROGENHOFER et al., 2012a; 

TABY; ISSA, 2010; KONDO et al., 2008; KOUZARIDES, 2007; MARTIN; ZHANG, 2005). 

Eventos epigenéticos, com destaque para as modificações globais de histonas, têm 

sido estudados em diferentes tipos de cânceres e geralmente comparados aos tecidos normais 

ou lesões precoces utilizando como metodologia a técnica de imunoistoquímica em áreas 

teciduais representativas de tumores – os microarranjos teciduais (TMAs) (ROGENHOFER et 

al., 2012a; ROGENHOFER et al., 2012b; MASCOLO et al., 2012; SAMARTZIS et al., 2011; 

ELLINGER et al., 2010; KANAI, 2008; KRUSCHE et al., 2005). 

A metilação de histonas parece não ter relação com a metilação do DNA (KONDO et 

al., 2008; BACHMAN et al., 2003). Demonstrou-se que a metilação de histonas ocorre 

juntamente com o re-silenciamento de gene supressor tumor na ausência de metilação do 

DNA (BACHMAN et al., 2003).   

 

 

2.3.3 Acetilação de histonas 

 

Os domínios N-terminais são mais susceptíveis as modificações covalentes do 

processo de acetilação (TABY; ISSA, 2010; KOUZARIDES, 2007). A acetilação é catalisada 

pela acetiltransferase de histona (HAT), enquanto que a reação de desacetilação é mediada 

pela desacetilase de histona (HDAC) (TABY; ISSA, 2010). A adição do composto é derivado 

do acetil-Co-A, o qual é destinado para um grupo lisina (CARROZZA et al., 2003). 

A adição de um grupo acetil às caudas N-terminais das H3 e H4 promove 

afrouxamento da cromatina, visto que na forma desacetilada tais histonas carregadas 

positivamente estão em íntima associação com DNA de carga negativa (TABY; ISSA, 2010). 
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A acetilação implica diretamente na ativação da transcrição, devido à cromatina tornar-se 

mais acessível (TABY; ISSA, 2010; KOUZARIDES, 2007). A acetilação está presente em 

processos celulares como o reparo do DNA, silenciamento gênico e progressão do ciclo 

celular (CARROZZA et al., 2003). 

Há dois tipos de HATs, uma de localização citoplasmática (HATs tipo B) e outra de 

localização nuclear (HATs tipo A). Os principais subtipos de acetiltransferases de lisina em 

mamíferos e os mais estudados são: PCAF, p300, MYST (TIP160, HBO1, MOZ e MORF) e 

p160. Estes complexos possuem função específica e atuam no processo de transcrição 

(TABY; ISSA, 2010; YANG, 2004).  

Foram identificados 17 genes que codificam HDAC, porém os mais conhecidos são 

HDAC1 e HDAC2 (JOHNSTONE, 2002). Mutações ou mudanças no padrão de expressão de 

genes que codificam HAT e HDAC são fatores que interferem no desenvolvimento do câncer 

(JOHNSTONE, 2002). Inibidores de HDACs têm sido utilizados no tratamento de cânceres, 

embora os resultados não mostrassem eficácia, sendo indicados como tratamento 

complementar ao usual (HIDESHIMA; ANDERSON, 2013; JOHNSTONE, 2002; ELLIS; 

PILI, 2010). Os inibidores de HDAC atuam de diferentes formas: indução da ação de p21, 

inibição da angiogênese, ativação do processo de apoptose, inibição dos efeitos dos fatores de 

crescimento e outros (HIDESHIMA; ANDERSON, 2013). 

As HDAC 1, 2 e 3, estudadas pela técnica de imunoistoquímica através de TMAs 

neoplasia vulvar intraepitelial e em carcinoma de células escamosas de vulva parecem ter 

importante papel no processo de transformação maligna das lesões, visto a obtenção de 

diferentes formas no padrão de imunorreatividade (SAMARTZIS et al., 2011). 

 

 

2.3.4 Fosforilação de histonas 

 

A fosforilação da histona H3 é regulada pelas enzimas Aurora quinases promovendo 

o controle de eventos críticos da mitose, como a maturação do centrossomo e orientação 

cromossômica e segregação (NIGG, 2001). Este processo está envolvido também com a 

remodelação da cromatina e condensação cromossômica durante a mitose (ZHONG; MA; 

DONG, 2000). 

A fosforilação da histona H3 pode iniciar em diferentes fases da divisão, sendo 

notório na metáfase e não é possível detectar este evento na intérfase (VERAS et al., 2009). 

Prigent e Dimitrov (2003) salientaram que o domínio serina 10 tem sido amplamente 
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estudado e que a fosforilação de H3S10 inicia-se na fase G2 somente sobre a cromatina 

centromérica.   

A amplificação e o aumento da expressão de Aurora quinase podem levar a diversas 

desordens celulares, dentre elas o desenvolvimento tumoral (BISCHOFF et al., 1998). O 

resultado da ação destas enzimas, a fosforilação da histona H3, pode ser avaliado através de 

expressão imunoistoquímica, e é possível que a identificação de células positivas para H3S10 

apresente-se como um marcador mitótico seguro, principalmente em tecidos que apresentam 

distúrbios do crescimento e diferenciação celular (VERAS et al., 2009; TSUTA et al., 2011; 

MARTINEZ et al., 2012). 

 

 

2.3.4 As modificações epigenéticas no câncer bucal 

 

Há poucos trabalhos retratando a participação dos mecanismos epigenéticos no CEB, 

dentre eles: 

(1) Marcinkiewicz e Gudas (2014) analisaram que os níveis de modificações de 

histonas em genes homeobox e padrão de metilação do DNA estão associados 

com a desregulação deste gene em células de CEB;  

(2) Sant’Ana (2014) mostrou que elevada reatividade imunoistoquímica para 

H3K9ac está associado com a baixa sobrevida em pacientes com CEB; 

(3) Chen et al. (2013b) avaliaram a elevada expressão de proteínas relacionadas a 

metilação e fosforilação de histonas estão associadas com prognóstico de 

indivíduos portadores de CEB em Taiwan, principalmente ARK2, Aurora 

quinase que está envolvida na segregação cromossômica e citocinese;  

(4) Chen et al. (2013a) avaliaram por ensaios imunoistoquímicos as modificações 

globais de histonas e associaram a diversos parâmetros clínico-patológicos e 

demonstraram que estas marcações têm enorme utilidade em traçar prognóstico 

em casos de CEB; 

(5) González-Ramírez, Garcia-Cuellar e Granados-García (2011) apresentaram uma 

revisão referente à metilação no promotor de diversos genes envolvidos na 

carcinogênese oral e em carcinomas de cabeça e pescoço, e salientaram que a 

criação de painéis de metilação de genes pode ser útil no diagnóstico precoce, 

monitoramento e tratamento de portadores de CE.    
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(6) Jithesh et al. (2013) avaliaram a metilação do DNA de células tumorais e células 

normais em pacientes portadores de CEB; alguns genes apresentaram diferenças 

no perfil de metilação entre os dois grupos, e elevado fenótipo de metilação nas 

ilhas CpG foi associado com pior prognóstico; 

(7) Cao et al. (2011) observaram que a forte expressão do gene “Enhancer of zeste 2” 

(EZH2) foi fortemente associado com displasia em lesões de leucoplasia e 

desenvolvimento do CEB. EZH2 é uma metiltransferase para lisina 27 em 

histonas H3; 

(8) Díez-Perez et al. (2011) apresentaram uma revisão sobre a metilação de genes 

envolvidos no câncer e lesões potencialmente malignas da mucosa oral; em sua 

revisão destacou os genes supressores tumorais; 

(9) Pereira (2011) avaliou a expressão de genes MAGE A1 e BORIS e a metilação do 

destes, tendo observado hipometilação na ilha CpG de MAGE A1 nas amostras de 

CEB; 

(10) Sakuma et al. (2006) investigaram a participação da desacetilase de histona 

HDAC6 em linhagens celulares e em tumores primários (CEB), e a expressão 

dessa molécula relaciona-se com a agressividade e direciona o planejamento de 

novos tratamentos. 

As alterações epigenéticas têm ganhado atenção no estudo da carcinôgenese, na 

investigação de novos marcadores moleculares e no desenvolvimento de novas terapias para o 

tratamento das neoplasias malignas (VIRANI et al., 2012). Entretanto, há poucos estudos 

associando as modificações globais de histonas e/ou metilação do DNA com o CEB 

(MARCINKIEWICZ; GUDAS, 2014; SANT’ANA, 2014; CHEN et al., 2013a; CHEN et al., 

2013b; JITHESH et al., 2013; CAO et al., 2010; DÍEZ-PEREZ et al, 2011; PEREIRA, 2011; 

SAKUMA et al., 2006). Não foi possível identificar estudos sobre esses fenômenos em QA e 

CEL. Este estudo propôs investigar a participação das alterações epigenéticas na 

carcinogênese e nas diferentes lesões com suas respectivas subclassificações de QA e CEL. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

Analisar a expressão de antígenos relacionados aos mecanismos epigenéticos, 

especificamente as modificações de histonas, em amostras queilite actínica e carcinoma 

epidermóide de lábio, comparando a reatividade imunoistoquímica entre as lesões e aos 

diferentes parâmetros clínico-patológicas. 

 

3.2 Específicos 

� Descrever e comparar o padrão de reatividade imunoistoquímica nas lesões de 

QA e CEL para as diferentes modificações pós-traducionais de histonas avaliadas; 

� Comparar os padrões de reatividade imunoistoquímica com os dados clínico-

patológicos nas diferentes lesões. 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 



38 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) (parecer 844.944, Anexo A).  

 

4.1 Casuística 

 

Para este estudo foram selecionados casos de queilite actínica e carcinoma 

epidermóide de lábio provenientes de biópsias ou ressecções cirúrgicas, diagnosticados entre 

os anos de 1978 e 2013 pelo Laboratório de Patologia do Hospital Odontológico da UFU. 

Para controle, foram selecionados fragmentos de mucosa labial com aspectos histológicos 

normais do seu epitélio de revestimento, e sem história clínica de exposição prolongada à luz 

solar ou alterações na lâmina própria que pudessem se relacionar a dano actínico (elastose 

solar). 

Para o rastreamento inicial, foi consultado o banco de dados do referido Laboratório 

para identificação de casos cuja conclusão da análise histopatológica tenha sido de queilite 

actínica ou de carcinoma epidermóide de lábio.  

Dos casos identificados, as amostras teciduais arquivadas, previamente fixadas em 

formalina e incluídas em blocos de parafina, foram utilizadas para a confecção de novas 

lâminas, com cortes de 4µm, corados em hematoxilina e eosina (HE). As novas lâminas foram 

então avaliadas por dois examinadores (Silas Antonio Juvencio de Freitas Filho e Adriano 

Mota Loyola) para seleção apenas dos casos que mostravam as características diagnósticas 

típicas de cada doença de interesse. Para queilite actínica, tais critérios foram os seguintes: 

lesão localizada em lábio, displasia minimamente leve do epitélio de revestimento, e elastose 

solar (KAUGARS et al., 1999). Todos os casos selecionados como carcinomas epidermóides 

de lábio deveriam mostrar invasão inequívoca de tecidos profundos por células epiteliais 

atípicas e com diferenciação escamosa (JOHNSON et al., 2005).  

Após selecionados os casos, os respectivos formulários de solicitação de exame 

anatomopatológico e prontuários médicos e odontológicos foram consultados para obtenção 

de dados demográficos dos pacientes (idade, sexo e cor) e clínicos das lesões (tamanho, cor, 

hipótese diagnóstica, sinais, sintomas, natureza, etiologia, tratamento, grau histológico e 

estadiamento clínico para os carcinomas epidermóides de lábio). 
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4.2 Avaliação histopatológica 

 

As amostras de queilite actínica foram classificadas quanto ao grau máximo de 

displasia epitelial presente, de acordo com a classificação proposta pela Organização Mundial 

da Saúde (GALE et al., 2005), apresentada nos Quadros 2 e 3. 

 

Quadro 2 – Critérios para identificação de displasia (GALE et al., 2005). 

Arquitetura Citologia 

Estratificação epitelial irregular Anisonucleose 

Perda de polaridade de células basais Pleomorfismo nuclear 

Projeções epiteliais rombosas (“em gota”) Anisocitose 

Aumento do número de figuras mitóticas Pleomorfismo celular 

Figuras mitóticas superficiais anormais Aumento da proporção núcleo/citoplasma 

Disqueratose Aumento do tamanho nuclear 

Pérolas córneas nas projeções epiteliais Figuras mitóticas atípicas 

 Aumento do número e tamanho de nucléolos 
 

 

Quadro 3– Critérios para graduação de displasia (GALE et al., 2005).  

Grau Características histopatológicas 

Leve 
Alterações arquiteturais limitadas ao terço inferior do 
epitélio e acompanhadas por atipia citológica. 

Moderada 
Alterações arquiteturais se estendem até o terço médio 
da espessura epitelial, acompanhadas por atipia 
citológica discreta ou moderada 

Intensa 

Alterações arquiteturais ultrapassam dois terços da 
espessura epitelial e são acompanhadas por atipia 
citológica. Se a atipia citológica for intensa, deve ser 
graduada como intensa mesmo quando se estende 
apenas até o terço médio do epitélio. 

 

As amostras de carcinoma epidermóide foram avaliadas quanto à diferenciação 

histopatológica, também seguindo o preconizado pela OMS (CARDESA et al., 2005), 

conforme apresentado no Quadro 4. 
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Quadro 4– Critérios para graduação histológica dos carcinomas epidermóides (CARDESA et 

al., 2005).  

Grau de diferenciação Características histopatológicas 

Bem diferenciado 
Semelhante ao epitélio de origem,  
com elevado número de pérolas de queratina. 

Moderadamente diferenciado 
Apresenta evidentes pleomorfismo nuclear e atividade 
mitótica, incluindo mitoses atípicas, e menor 
queratinização. 

Pouco diferenciado 
Predomínio de células imaturas, com numerosas mitoses 
(típicas e atípicas), com mínima queratinização. 

 

A Figura 3 apresenta imagens histológicas, coradas em HE, representativas de mucosa labial 

normal, QA e CEL selecionadas para este estudo. 
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4.4 Ensaios imunoistoquímicos 

 

A partir do material emblocado em parafina foram preparados cortes histológicos de 

4µm de espessura, dispostos em lâmina de vidro previamente tratadas com 3-

aminopropiltrietoxisilano (Sigma Chemical Co, St Louis, EUA). 

Para os ensaios imunoistoquímicos, os cortes foram desparafinizados em dois banhos 

de xilol: um de 16 horas e outro de 15 minutos, ambos em temperatura ambiente. Após 

desparafinização, os cortes foram hidratados em soluções aquosas de etanol em concentrações 

decrescentes (100%, 95% e 80%), por cinco minutos cada. Para a remoção do pigmento 

formólico, os cortes foram imersos em solução de hidróxido de amônio a 10% em etanol a 

95% por dez minutos seguidos de sete lavagens em água destilada.  

Para detecção de H3K9ac, H4K12ac e H3S10ph, a recuperação antigênica foi 

realizada com os cortes imersos em solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA 

1,0mM), pH 8,0, em ciclo de quinze minutos, em câmara eletrônica de pressão (Decloaking 

Chamber NxGen, Biocare Medical, Pike Lane, Concord, CA, EUA) a 110oC e pressão de 6 a 

8PSI. Para detecção de H3K36me3, o procedimento foi feito também com EDTA, em forno 

de microondas (AW42, Continental, São Paulo, Brasil), à potência máxima, por três ciclos de 

5 minutos. 

Após resfriamento das amostras por 35 minutos e então lavagens em água destilada, 

realizou-se o bloqueio da atividade endógena de avidina, com solução aquosa de clara de ovo 

por 15 minutos, seguida de dez banhos em água destilada. O bloqueio da atividade endógena 

de biotina foi realizado com os cortes imersos em solução aquosa de leite em pó desnatado, 

por 15 minutos, seguida por dez banhos em água destilada. Logo, seguiram para a etapa de 

eliminação da atividade endógena de peroxidase, utilizando peróxido de hidrogênio a 10 

volumes, em três banhos de dez minutos cada, seguidos por cinco banhos em água destilada e 

três novos banhos em solução tampão TRIS-HCl (pH 7.4). 

Para bloqueio de ligações inespecíficas das soluções imunológicas utilizadas em 

seguida, os cortes foram incubados em solução de caseína (Background Snipper, Biocare 

Medical, Concord, CA, EUA) por 15 minutos. Logo, os cortes foram incubados com os 

anticorpos primários monoclonais específicos para detecção de cada molécula em estudo, 

diluídos em solução de TRIS-HCl e armazenados em câmara úmida. Os dados referentes aos 

anticorpos e à incubação são apresentados no Quadro 5. 
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Quadro 5 – Anticorpos e procedimentos utilizados para imunoistoquímica. 

Anticorpo 
específico 

Fabricante Diluição 
Incubação 

Tempo (h) Temperatura 

H3K36me3 ABCAM 1:10.000 18 Ambiente 

H3K9ac ABCAM 1:2.000 2 Ambiente 

H4K12ac ABCAM 1:10.000 2 Ambiente 

H3S10ph ABCAM 1:500 2 Ambiente 

 

 

Após a incubação com os anticorpos primários, foram realizados dois banhos de dois 

minutos cada em solução de TRIS-HCl, seguindo-se por incubação com sistema de 

amplificação composto por estreptavidina-biotina-peroxidase (Starr Trek, Biocare Medical, 

Concord, CA, EUA), inicialmente com solução de complexo secundário biotinilado por vinte 

minutos em câmara úmida à temperatura ambiente, seguida por banhos em solução de TRIS-

HCl, dois banhos de dois minutos cada. Em seguida, incubação novamente por dez minutos 

em câmara úmida à temperatura ambiente em solução de estreptavidina conjugada a 

peroxidase, seguindo-se por dois banhos lavagens em tampão TRIS-HCl. Logo, a reação foi 

revelada com substrato cromogênico 3,3´tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e peróxido de 

hidrogênio, por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido por lavagens em água corrente. 

As lâminas foram então contra-coradas com hematoxilina de Harris, seguidos de banho em 

água corrente por cinco minutos. Finalmente, os cortes foram desidratados em soluções de 

etanol em concentrações crescentes (80%, 95% e 100%) por cinco minutos, diafanizadas em 

dois banhos de xilol com duração de sete minutos, e montagem das lâminas com lamínulas de 

vidro e resina histológica (Precision, Cralplast,China). 

 

 

4.5 Análise da reatividade imunoistoquímica 

 

As reações imunoistoquímicas foram avaliadas em microscópio de luz convencional 

(Leica DM750), por três avaliadores previamente calibrados, de forma independente. Para 

cada amostra, verificou-se inicialmente a área de hotspot (marcação mais evidente em menor 

aumento), e então, nessa área, cinco campos histológicos em grande aumento (objetiva de 

40x) foram avaliados quanto à presença ou não de reatividade nuclear, à intensidade de 
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reação, e à proporção de células reativas. Para as amostras de queilite actínica, todas as 

camadas epiteliais foram consideradas para a avaliação. Finalmente, um índice 

semiquantitativo para avaliação da reatividade, denominado Quickscore (IQ), foi calculado 

segundo os critérios apresentados no Quadro 6, consistindo na multiplicação dos valores de 

intensidade de reação e proporção de células reativas (DETRE; JOTTI; DOWSETT, 1995). Na 

avaliação, o valor final do índice de reatividade foi dado pela média do valor atribuído por 

cada avaliador, exceto quando havia variação maior do que três pontos entre eles. Nessa 

situação, procedia-se a nova avaliação, mas agora em conjunto, até que a discrepância se 

mostrasse no intervalo desejado. 

 
 
Quadro 6 – Parâmetros, classes e valores utilizados para avaliação das reações 

imunoistoquímicas (DETRE; JOTTI; DOWSETT, 1995). 

Variáveis 
Classes 

0 1 2 3 4 5 6 

Proporção de 
células neoplásicas 

reativas 

Ausência 
de células 
positivas 

De 0-4% de 
células 

positivas 

De 5-
19% de 
células 

positivas 

De 20-39% 
de células 
positivas 

De 40-
59% de 
células 

positivas 

De 60-
79% de 
células 

positivas 

De 80-
100% de 
células 

positivas 

Intensidade de 
reação 

Ausência 
de células 
positivas 

Fraca Moderada Intensa - - - 

 

 

4.6 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o software GraphPad Prism, versão 5.00 

(GraphPad Software, Inc. San Diego, EUA). 

Considerando os intervalos não contínuos da possível distribuição dos valores finais 

do índice Quickscore (0 a 6, 8 a 10, 12, 15, e 18), apenas testes estatísticos não paramétricos 

foram utilizados neste estudo. Comparações entre valores médios foram realizadas com os 

testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis (com pós-teste de Dunn). Análise de correlação 

foi feita com o teste de Spearman. Comparações entre dados clínicos e a reatividade das 

moléculas de interesse foram ainda realizadas com o teste exato de Fisher. Significância 

estatística dever-se-ia atribuir a valores de p menores que 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

Dados individuais de cada caso estão disponíveis no Apêndice A. Características 

demográficas e clínicas dos pacientes são sumarizadas na Tabela 1, com sua distribuição por 

faixa etária apresentada no Gráfico 1. 

 

Tabela 1 – Características demográficas e clínicas dos pacientes portadores de queilite 

actínica e de carcinoma epidermóide de lábio (CEL) avaliados no presente estudo. 

Variável 
Queilite actínica 

n(%) 
CEL 
n (%) 

Gênero 
  

Masculino 26 (78,8) 23 (85,2) 
Feminino 7 (21,2) 4 (14,8) 

Idade 
  

Média  53,2 anos 59,7 anos 
Desvio-padrão 13,8 anos 16,0 anos 

Variação 23 a 82 anos 38 a 100 anos 
≤ 60 anos 25 (75,8) 14 (51,9) 
> 60 anos 8 (24,2) 9 (33,3) 

Desconhecida (não informada) 0 4 (14,8) 
Cor/raça 

  
Branca 20 (60,6) 17 (63,0) 

Outras (parda e indígena) 6 (18,2) 3 (11,1) 
Desconhecida (não informada) 7 (21,2) 7 (25,9) 

Ocupação com exposição prolongada ao sol 
  

Sim 8 (24,2) 13 (48,1) 
Não 8 (24,2) 3 (11,1) 

Ocupação desconhecida (não informada) 17 (51,6) 11 (40,8) 
Localização 

  
Lábio superior 0 3 (11,1) 
Lábio inferior 29 (87,9) 20 (74,1) 

Desconhecida (não informada) 4 (12,1) 4 (14,8) 
Tabagismo 

  
Sim 7 (21,2) 16 (59,3) 
Não 0 1 (3,7) 

Desconhecido (não informado) 26 (78,8) 10 (37,0) 
Consumo frequente de bebida alcoólica 

  
Sim 3 (9,1) 12 (44,4) 
Não 2 (6,1) 4 (14,8) 

Desconhecido (não informado) 28 (84,8) 11 (40,8) 
Total 33 (100) 27 (100) 
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Gráfico 1 – Distribuição dos casos avaliados por faixa etária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para as amostras de queilite actínica, predominaram os casos com displasia leve, conforme 

mostrado no Gráfico 2. Para os carcinomas, houve predomínio de casos bem diferenciados 

conforme apresentado no Gráfico 3. 

 

 

Gráfico 2 – Distribuição de 33 amostras de queilite actínica quanto à classificação das 

displasias epiteliais. 
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Gráfico 3 – Distribuição de 27 amostras de carcinoma epidermóide de lábio quanto aos graus 

de diferenciação celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H3K36me3 foi identificada em todas as amostras, exceto em um caso de carcinoma 

epidermóide de lábio. Conforme ilustrado na Figura 4, nas amostras de lábio normal 

verificou-se que a reatividade estava presente em todas as camadas do epitélio de 

revestimento. Nos casos de queilite actínica a reatividade também pôde ser evidenciada em 

todas as camadas, porém em frequência e intensidade reduzidas frente às amostras de lábio 

normal. Nos carcinomas, não foi observada diferença evidente na distribuição das células 

reativas entre camadas externas e internas das formações tumorais. 

As amostras de lábio normal mostraram todas índices de reatividade superiores a 11, 

enquanto maior variação foi observada nos casos de queilite actínica e, especialmente, de 

carcinomas. Conforme mostrado no Gráfico 4, a mediana do grupo de amostras de tecido 

normal mostrou-se significativamente maior do que aquelas dos grupos de queilites actínicas 

e de carcinomas, ainda que entre esses dois grupos a diferença observada não tenha se 

mostrado significativa. Também não foi identificada diferença significativa nos índices de 

reatividade entre diferentes graus de displasia para as queilites actínicas ou graus de 

diferenciação para os carcinomas epidermóides, conforme mostrado nos Gráficos 5 e 6, 

respectivamente. 
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Gráfico 4 – Distribuição dos casos de tecido (lábio) normal (TN), queilite actínica (QA) e 

carcinoma epidermóide de lábio (CEL) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3K36me3. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Kruskal-Wallis, p = 0,0024, com pós-teste de Dunn). Barras centrais correspondem 

à mediana. 

 

 

 

Gráfico 5– Distribuição dos casos de QA apresentando displasia leve (DL) e displasia 

moderada ou intensa (DMI) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3K36me3. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Mann-Whitney, p = 0,8335). Barras centrais correspondem à mediana. 
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Gráfico 6– Distribuição dos casos de CEL em bem diferenciados (BD) e moderadamente ou 

pouco diferenciados (MPD) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3K36me3. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Mann-Whitney, p = 1,0000). Barras centrais correspondem à mediana. 

 

 

Reatividade imunoistoquímica para H3K9ac foi identificada em todas as amostras de 

mucosa normal, e na maioria dos casos de queilite actínica e de carcinoma epidermóide. 

Conforme apresentado na Figura 5, em mucosa normal a reatividade foi identificada em 

todas as camadas do epitélio de revestimento da mucosa normal, entretanto com predomínio 

em camadas inferiores das queilites actínicas, enquanto a distribuição foi heterogênea nas 

amostras de carcinomas. Todas as amostras de mucosa normal mostraram índices de 

reatividade acima de 9, todavia havendo grande heterogeneidade nos demais grupos, como 

mostrado no Gráfico 7. Houve diferença significativa apenas entre os índices de reatividade 

de mucosa normal e de queilites actínicas. Como mostrado nos Gráficos 8 e 9, não houve 

variação significativa nos índices de reatividade entre diferentes graus de displasia para 

queilites actínicas, ou graus de diferenciação nos carcinomas. 
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Gráfico 7 – Distribuição dos casos de tecido (lábio) normal (TN), queilite actínica (QA) e 

carcinoma epidermóide de lábio (CEL) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3K9ac. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Kruskal-Wallis, p = 0,0183, com pós-teste de Dunn). Barras centrais correspondem 

à mediana. 

 

 

 

 

Gráfico 8– Distribuição dos casos de QA apresentando displasia leve (DL) e displasia 

moderada ou intensa (DMI) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3K9ac. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste t não pareado, p= 0,4803). Barras centrais correspondem à média. 
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Gráfico 9– Distribuição dos casos de CEL em bem diferenciados (BD) e moderadamente ou 

pouco diferenciados (MPD) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3K9ac. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste t não pareado, p = 0,0956). Barras centrais correspondem à média. 

 

 

 

H4K12ac foi identificada em todas as amostras de mucosa normal, queilite actínica e 

de carcinoma epidermóide. Conforme apresentado na Figura 6, nas amostras de mucosa 

normal a reatividade foi identificada em todas as camadas do epitélio de revestimento. Nos 

casos de queilite actínica a reatividade pôde ser evidenciada em todas as camadas ou era 

limitada ao terço inferior do epitélio, variando também em intensidade em contraste à mucosa 

de lábio normal. Nos carcinomas a distribuição de células reativas foi homogênea, entretanto 

com variação da intensidade. As amostras de lábio normal mostraram índices de reatividade 

superior a 17, com distribuição heterogênea nos demais grupos, como mostrado no Gráfico 

10. Houve diferença significativa apenas entre os índices de reatividade de mucosa normal e 

de queilites actínicas. Não houve diferença significativa nos índices de reatividade entre 

diferentes graus de displasia para queilites actínicas, ou graus de diferenciação nos 

carcinomas, conforme apresentado nos Gráficos 11 e 12, respectivamente. 
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Gráfico 10 – Distribuição dos casos de tecido (lábio) normal (TN), queiliteactínica (QA) e 

carcinoma epidermóide de lábio (CEL) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H4K12ac. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Kruskal-Wallis, p = 0,0176, com pós-teste de Dunn). Barras centrais correspondem 

à mediana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 11 – Distribuição dos casos de QA apresentando displasia leve (DL) e displasia 

moderada ou intensa (DMI) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H4K12ac. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Mann-Whitney, p = 0,3979). Barras centrais correspondem à mediana. 

 

 

 



56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 12 – Distribuição dos casos de CEL em bem diferenciados (BD) e moderadamente 

ou pouco diferenciados (MPD) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H4K12ac. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Mann-Whitney, p = 0,7699). Barras centrais correspondem à mediana. 

 

 

Reatividade imunoistoquímica para H3S10ph foi identificada em todas as amostras, 

exceto em um caso de queilite actínica. Conforme ilustrado na Figura 7, em mucosa normal a 

reatividade foi identificada em todas as camadas do epitélio de revestimento, entretanto exibiu 

variação de frequência e intensidade nas amostras de queilite actínica, e a distribuição foi 

heterogênea nas amostras de carcinomas. Apenas um caso de mucosa normal não mostrou 

índice de reatividade acima de 8, no entanto houve elevada heterogeneidade nos demais 

grupos, como mostrado no Gráfico 13. A média do grupo de amostras de tecido normal 

mostrou-se significativamente maior do que aquelas dos grupos de queilites actínicas e de 

carcinomas, embora entre esses dois grupos não apresentaram diferença estatisticamente 

significante. Como mostrado nos Gráficos 14 e 15, não houve variação significativa nos 

índices de reatividade entre diferentes graus de displasia para queilites actínicas, ou graus de 

diferenciação nos carcinomas. 
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Gráfico 13 – Distribuição dos casos de tecido (lábio) normal (TN), queilite actínica (QA) e 

carcinoma epidermóide de lábio (CEL) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3S10ph. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Kruskal-Wallis, p = 0,0008, com pós-teste de Dunn). Barras centrais correspondem 

à mediana. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 14 – Distribuição dos casos de QA apresentando displasia leve (DL) e displasia 

moderada ou intensa (DMI) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3S10ph. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste de Mann-Whitney, p = 0,5703). Barras centrais correspondem à mediana. 
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Gráfico 15 – Distribuição dos casos de CEL em bem diferenciados (BD) e moderadamente 

ou pouco diferenciados (MPD) segundo índice de quickscore (IQ) de reatividade 

imunoistoquímica para H3S10ph. Asteriscos mostram diferenças estatísticas significativas 

(Teste t não pareado, p = 0,0520). Barras centrais correspondem à média. 

 

 

O índice combinado (Quickscore, IQ) médio foi de 10,4, 10,5 e 16,1, 7,7 para o 

estudo das modificações pós-traducionais de histonas H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac e 

H3S10ph, respectivamente. Em função disso, foram definidos os valores de corte de 10 (para 

H3K36me3), 11 (para H3K9ac), 16 (para H4K12ac) e 8 (para H3S10ph) para segregar as 

amostras e então compará-las estatisticamente com parâmetros clínico-patológicos.  

Os dados da associação dos resultados imunoistoquímicos segundo o índice de 

quickscore (IQ) (baixo e alto) com diferentes parâmetros clínico-patológicos para pacientes 

portadores de QA e CEL podem ser vistos nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Não foi 

observada correlação estatisticamente significante entre os pacientes portadores de queilite 

actínica. Verificou-se correlação estatisticamente significante apenas entre valor do IQ para 

reatividade de H3K9ac e o gênero para pacientes portadores de carcinoma epidermóide de 

lábio.  

A associação dos achados imunoistoquímicos com demais parâmetros clínico-

patológicos não foi realizada devido à falta de informações nos respectivos prontuários.
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Tabela 2 – Resultados imunoistoquímicos associados com parâmetros clínico-patológicos de pacientes portadores de QA 

Características 
 

n 
 

Padrões de modificações globais de histonas 

H3K36me3 H3K9ac H4K12ac  H3S10ph 

Baixo Alto p Baixo Alto p Baixo Alto p Baixo Alto p 

Masculino 26 12 14 
0,3883 

16 10 
0,2028 

12 14 
1,0000 

19 7 
0,6456 

Feminino 7 5 2 2 5 3 4 4 3 

≤ 60 anos 25 10 15 
0,4184 

15 10 
1,0000 

13 12 
0,2419 

18 7 
0,6728 

> 60 anos 8 5 3 5 3 2 6 5 3 

Grau I 25 11 14 
1,000 

13 12 
0,6992 

10 15 
0,4184 

16 9 
0,3820 

Grau II/Grau III 8 4 4 5 3 5 3 7 1 

(p < 0,05 é o nível de significância; teste exato de Fisher). 

 

Tabela 3 – Resultados imunoistoquímicos associados com parâmetros clínico-patológicos de pacientes portadores de CEL 

Características 
 

n 
 

Padrões de modificações globais de histonas 

H3K36me3 H3K9ac H4K12ac  H3S10ph 

Baixo Alto p Baixo Alto p Baixo Alto p Baixo Alto p 

Masculino 23 15 8 
1,0000 

9 14 
0,0407* 

5 18 
0,0646 

13 10 
0,6239 

Feminino 4 3 1 4 0 3 1 3 1 

≤ 60 anos1 14 8 6 
0,3998 

5 9 
0,2138 

4 10 
1,0000 

8 6 
1,0000 

> 60 anos1 9 7 2 6 3 3 6 6 3 

Bem diferenciado 16 10 6 
0,6924 

8 8 
1,0000 

4 12 
0,6754 

11 5 
0,2638 Moderado/ Pouco 

diferenciado 
11 8 3 5 6 4 7 5 6 

(p < 0,05 é o nível de significância (*); teste exato de Fisher); 1: Análise estatística realizada com o número de casos que tinham informações disponíveis.
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6. DISCUSSÃO 

 

O perfil dos casos de queilite actínica aqui estudados é muito similar ao descrito em 

outras séries: a maioria dos pacientes são homens, na quinta e sexta década de vida, de pele 

branca, e a lesão se localiza no lábio inferior (SOUZA-LUCENA et al., 2012; PIÑERA-

MARQUES et al., 2010; NICO et al., 2007; SILVA et al., 2006; MARKOPOULOS; 

ALBANIDOU-FARMAKI; KAYAVIS, 2004; KAUGARS et al., 1999). Pelo menos 10% das 

queilites actínicas não tratadas devem sofrer transformação para carcinoma epidermóide, visto 

que essa é a proporção de casos diagnosticados clinicamente como queilite actínica, mas que 

na verdade já são neoplasias invasivas (MARKOPOULOS, 2004; KAUGARS, 1999). A 

proporção verdadeira é certamente bem maior, mas ainda não foi documentada. Estima-se que 

mais de duas décadas de exposição à luz solar sejam necessárias para ocorrência do processo 

de malignização (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012). Logo, é esperado que indivíduos 

portadores de carcinoma apresentem idade superior aos que são diagnosticados com queilite 

actínica. Neste estudo, a média de idade dos pacientes portadores de carcinoma foi de 59,7 

ante 53,2 anos do outro grupo. Usualmente o carcinoma epidermóide de lábio é considerada 

uma doença que afeta os idosos (GÉRAUD et al., 2012).  

Verificou-se ausência do registro da ocupação de grande parte dos pacientes. O 

registro incompleto de informações em saúde é um fato reconhecido em diferentes países, e 

tem sido atribuído ao desconhecimento da relevância das informações colhidas, situação 

provavelmente decorrente de falhas no ensino (CHONG et al., 2014; PESSIAN; BECKETT, 

2004). A ausência do registro de ocupação, no presente estudo, é preocupante, uma vez que o 

principal fator etiológico na patogênese da queilite actínica e do carcinoma é a radiação UV 

(NEVILLE et al., 2002; MOORE et al., 1999). Não obstante, a maioria dos pacientes aqui 

apresentados com informações disponíveis tem trabalho com exposição à luz solar (SOUZA 

et al., 2011; LÓPEZ et al., 2003).  

Junto ao trabalho com exposição ao ar livre, o tabagismo tem sido mencionado como 

fator etiológico para a queilite actínica (MARKOPOULOS; ALBANIDOU-FARMAKI; 

KAYAVIS, 2004), ainda que faltem dados que esclareçam o seu papel na patogênese do 

câncer de lábio (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012; MOORE et al., 2009; VISSCHER et al., 

1998a). Em relação à informação sobre tabagismo disponível nas fichas de requisição de 

exames e prontuários, todos que apresentavam informação confirmaram o uso do cigarro.  

Outras variáveis clínico-patológicas investigadas do grupo de casos de carcinoma 

epidermóide, como, por exemplo, o gênero, a cor/raça, a localização das lesões e até mesmo a 
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ocupação daqueles que possuíam informações nos prontuários estão de acordo com os 

achados da literatura (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010). A pele branca constitui 

um fator favorável ao desenvolvimento das lesões causadas pela radiação UV, devido a uma 

menor quantidade de melanina, esta que proporciona proteção ao material genético das células 

(VERMEER et al., 1991). Indivíduos de pele escura possuem lábios protegidos na mesma 

proporção da pele em relação à ação dos raios UVB, visto que a carcinogênese para pele e 

lábio são igualmente descritas (GOLDSON et al., 1981). Por outro lado, é curiosa a 

observação de que a energia da radiação solar UVB, através da produção de vitamina D, reduz 

o risco de desenvolvimento de câncer em órgãos internos e proporciona maiores chances de 

sobrevida (GRANT, 2014). 

A UV tem efeitos importantes na saúde humana, mas tanto a radiação solar ou a 

radiação UV artificial, com destaque para UVB, podem provocar efeitos deletérios às células 

e à matriz extracelular, bem como disfunção imunológica, expondo o indivíduo a um risco 

maior para o desenvolvimento de diversas doenças (GALLAGHER; LEE, 2006; DUTHIE; 

KIMBER; NORVAL, 1999).  

Microscopicamente, a displasia é a principal alteração epitelial evidente nas lesões de 

queilite actínica (VIEIRA et al., 2012; KAUGARS, 1999). As displasias leves foram as mais 

freqüentes nas lesões avaliadas neste estudo, fato também evidenciado por outros trabalhos 

(ARAÚJO et al., 2012; NETO PIMENTEL et al., 2006; KAUGARS et al (1999). Entretanto, 

ainda é difícil afirmar o grau de atipia epitelial mais comum nestas lesões devido aos 

diferentes resultados apresentados em outras pesquisas (PIÑERA-MARQUES et al., 2010; 

CAVALCANTE; ANBINDER; CARVALHO, 2008; MARKOPOULOS; ALBANIDOU-

FARMAKI; KAYAVIS, 2004).  

Não há evidências que as lesões de queilite actínica passem por todos os graus de 

displasias até o desenvolvimento de um carcinoma (COSTA , 2011). A validade do sistema de 

gradação da OMS, que permite três classificações de displasia (leve, moderada e intensa), tem 

sido questionada, uma vez que a gravidade da displasia nem sempre se associa ao risco de 

transformação maligna (DOST et al., 2014). Outros critérios de classificação das displasias 

epiteliais foram propostos por Kujan et al. (2006) em que uma das vantagens é classificação 

das displasias moderadas em baixo ou alto risco de transformação maligna. A classificação 

Ljubljana possui validade de aplicação para lesões hiperplásicas do epitélio oral 

(ZERDONER, 2003). Apesar das reconhecidas classificações das displasias, a previsibilidade 

do grau de atipia em uma lesão é desafiador, uma vez que a displasia epitelial oral não está 

associada com uma aparência clínica específica e a biópsia se faz necessária (REIBEL, 2003).  
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Para além das alterações da diferenciação e da proliferação epiteliais, o 

fotoenvelhecimento da região labial é caracterizado por desarranjo do colágeno e também por 

falha na substituição do colágeno danificado (BILAÇ; ŞAHIN; ÖZTÜRKCAN, 2014), além 

do acúmulo de material basofílico rico em fibras elásticas (elastina), alteração conhecida 

como elastose solar (BILAÇ; ŞAHIN; ÖZTÜRKCAN, 2014; ARAÚJO et al., 2007). Essa 

transformação intersticial parece ser determinada por redução na solubilidade e aglutinação da 

elastina mediante exposição à radiação UV (YOSHINAGA et al., 2012).  

Apesar da grande quantidade de elastina presente em casos de displasia severa, a 

quantidade desta molécula de matriz extracelular não se correlaciona com o grau de displasia 

em lesões de queilite actínica, portanto sua quantificação não possui validade clínica 

(ARAÚJO et al., 2012). Não obstante, a elastose solar é um achado essencial para caracterizar 

as lesões como queilite actínica.  

A quantificação do processo inflamatório, não avaliado neste estudo, parece ser 

importante na evolução das lesões de queilite actínica. Inflamação significante está mais 

comumente associada aos casos de displasia intensa ou ao desenvolvimento de carcinoma 

epidermóide de lábio adjacente às áreas de queilite actínica (JADOTTE et al., 2012; NETO 

PIMENTEL et al., 2006).  

Os mecanismos genéticos no câncer bucal e em lesões potencialmente cancerizáveis 

são bem documentados, enquanto que o estudo das alterações epigenéticas é recente e escasso 

(GONZÁLEZ-RAMIREZ et al., 2014). Mecanismos epigenéticos podem alterar a expressão 

de vários genes importantes para o desenvolvimento do câncer, tais como os genes 

supressores tumorais, sem alterar a sequência de nucleotídeos na molécula de DNA (SHAW, 

2006).  

Este trabalho teve como objetivo avaliar a existência de algumas modificações de 

histonas em amostras de queilite actínica e carcinoma epidermóide de lábio. Estes dois grupos 

foram comparados entre si e a um grupo controle, composto por amostras de mucosa de lábio 

normal, em busca de informações potencialmente úteis ao conhecimento do mecanismo de 

desenvolvimento e evolução das doenças de interesse, bem como ao seu diagnóstico. Foram 

analisadas áreas que continham tecido epitelial de revestimento em lesões de queilite actínica 

e as células epiteliais neoplásicas em amostras de carcinoma epidermóide. Epitélio de 

revestimento adjacente à área tumoral (margem) dos carcinomas não foi analisado neste 

estudo, mas poderia revelar informações importantes. 

Estudos com a avaliação das modificações de histonas em amostras de carcinoma 

epidermóide bucal são limitados e os trabalhos publicados na literatura apresentaram-se 



65 

 

similares a este estudo em relação ao uso da técnica de imunoistoquímica e proposta de 

análise comparativa a diversos parâmetros clínico-patológicos (SANT’ANA, 2014; CHEN et 

al. 2013a; CHEN et al., 2013b). Ressalta-se que apenas um estudo avaliou modificações de 

histonas em amostras de carcinoma epidermóide de lábio, entretanto limitado a oito casos 

dentre um número muito maior de neoplasias intrabucais (CHEN et al., 2013a). Portanto, não 

há estudos referentes à avaliação das modificações globais de histonas em lesões específicas 

de queilite actínica e carcinoma epidermóide de lábio, ou seja, ainda não está elucidado o 

papel desses fenômenos na carcinogênese e progressão tumoral das lesões de lábio induzidas 

por radiação UV.  

A trimetilação da lisina 36 da histona H3 (H3K36me3) foi investigada neste estudo 

por seu divulgado envolvimento com a ativação da transcrição (TABY; ISSA, 2010), bem 

como por relatos anteriores que mostraram o envolvimento da metilação com o reparo do 

DNA. A trimetilação de H3K36, in vivo, é necessária para recrutamento de uma proteína de 

reconhecimento mismatch (hMutSα) na cromatina através de interação com um domínio 

específico; células com ausência da enzima trimetiltransferase SETD2, a qual é responsável 

pela ação catalítica de H3K36, exibiram instabilidade de microssatélite e elevada freqüência 

de mutação espontânea (LI et al., 2013).   

Nas amostras analisadas, foi detectada maior reatividade de H3K36me3 no tecido 

normal quando comparado ao epitélio da lesão potencialmente maligna (queilite actínica) e 

das células neoplásicas dos carcinomas. Questiona-se a possibilidade de que a frequência 

reduzida dessa metilação possa de alguma forma estar relacionada com redução seletiva da 

expressão gênica, de forma a inibir, por exemplo, a atuação de genes supressores de tumor. 

Ainda, é possível supor que no tecido normal as condições de reparo do DNA são 

mais efetivas em comparação aos tecidos que apresentam displasia ou neoplasia. Não houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos queilite actínica e carcinoma 

epidermóide, entretanto à medida que as células tornam-se mais agressivas nota-se uma 

tendência de diminuição da reatividade para esta trimetilação, e provavelmente limitação da 

capacidade de reparo do DNA. É provável que os baixos índices de H3K36me3 colaborem 

para a fotocarcinogênese em lábio. A partir de estudos evidenciando o papel de enzimas 

relacionadas a fenômenos epigenéticos levanta-se a hipótese de aplicação terapêutica 

direcionada a estes eventos (SIMON et al., 2014). 

Níveis de H3K36me3 não apresentaram associação significativa com parâmetros 

clínico-patológicos nos grupos avaliados. Este achado foi semelhante ao observado por 

Sant’Ana (2014) em que não foi possível correlacionar a imunoexpressão de H3K36me3 com 
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variáveis clínico-patológicas para pacientes portadores de tumores primários não metastáticos 

e primários metastáticos de carcinoma epidermóide bucal. Entretanto, uma correlação 

significativa já foi demonstrada entre a imunoexpressão de H3K36me3 e metástases em 

linfonodos para pacientes portadores de câncer colorretal (TAMAGAWA et al., 2013). 

Neste trabalho foram também avaliadas a acetilação da lisina 9 da histona H3 

(H3K9ac) e da lisina 12 da histona H4 (H4K12ac). A escolha destas duas moléculas foi 

motivada pelos registros na literatura envolvendo a acetilação de histonas com o processo de 

transcrição (TABY; ISSA, 2010; KOUZARIDES, 2007), além de serem amplamente 

investigadas em vários tipos de cânceres (CHERVONA; COSTA, 2012).  

Yu et al. (2005) observaram que a hiperacetilação de histonas H3 em cromatina 

repressiva do gene MFA2 de Saccharomyces cerevisiae facilitou a reparação de danos ao 

DNA causados pela radiação UV e estes níveis reduziram à medida que se prosseguiu o 

reparo; sugeriram ainda que os fenômenos de acetilação das histonas e remodelação da 

cromatina ocorrem para garantir o reparo da cromatina repressiva.  

Os dados apurados da reatividade imunoistoquímica para H3K9ac foram de 

diminuição significativa nas amostras de queilite actínica em relação às amostras de tecido 

normal, e maior variação em amostras de carcinomas epidermóides. Sabendo-se que as 

células epiteliais das lesões de queilite actínica acumulam numerosos danos ao DNA em 

decorrência da exposição à radiação UV, esperava-se elevada reatividade imunoistoquímica 

para H3K9ac (hiperacetilação) nestas lesões (Yu et al. (2005), fato que não pôde ser 

evidenciado.  

Não foi observada diferença significativa da reatividade imunoistoquímica para 

H3K9ac entre tecido normal e neoplásico. Entretanto, alguns casos de carcinoma mostraram-

se altamente reativos para H3K9ac, sugerindo aumento da expressão gênica e aparentemente 

da capacidade de reparo do DNA. Os resultados deste estudo para H3K9ac foram semelhantes 

à análise de Nakazawa et al. (2012), em que não houve diferença de imunoexpressão de 

H3K9ac entre neoplasmas colorretais e o tecido normal. Esta reatividade do tecido neoplásico 

similar ao tecido normal sugere uma cromatina acessível e ativada, e alta taxa de proliferação 

celular.  

A associação da imunorreatividade de H3K9ac com parâmetros clínico-patológicos 

exibiu associação estatisticamente significante apenas com o gênero de portadores de 

carcinoma epidermóide de lábio. No estudo de Sant’Ana (2014) houve uma significância 

entre o índice de absorbância de H3K9ac e o gênero entre os dois grupos estudados, sendo 

ainda associado com prognóstico e distinção de tumores metastáticos e não metastáticos em 
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portadores de carcinoma epidermóide bucal. Em amostras de carcinoma de pulmão de células 

não pequenas a expressão imunoistoquímica de H3K9ac foi correlacionada inversamente com 

recorrência da doença e metástases à distância (SONG et al., 2012).  

Resultados da reatividade imunoistoquímica de H4K12ac foram semelhantes aos 

observados para H3K9ac, com diferença estatisticamente significante apenas entre amostras 

de lábio normal e de queilites actínicas. Considerando que a acetilação promove 

afrouxamento da cromatina e atividade transcricional (TABY; ISSA, 2010; KOUZARIDES, 

2007), provavelmente este evento estaria reduzido nas células epiteliais das amostras de 

queilite actínica. Entretanto, a elevada acetilação de H4K12 observada nas células neoplásicas 

dos carcinomas sugere aumento da transcrição e da atividade mitótica. Ressalta-se que a 

avaliação imunoistoquímica de marcadores moleculares que avaliam a proliferação celular, a 

exemplo de Ki-67, pode ser associada com o estudo das modificações pós-traducionais de 

histonas, uma vez que estas modificações podem induzir transcrição e consequentemente 

estimular a proliferação celular (SAMARTZIS et al., 2011, TSUTA et al., 2011; KULKARNI 

et al., 2007). 

Van Den Breck et al. (2008) mostraram redução da expressão de H4K12ac em 

células tumorais de carcinoma de pulmão de células não pequenas, enquanto que Puppin et al. 

(2011) observaram elevada expressão de H4K12ac em adenomas foliculares de tiróide, ambos 

estudos realizaram comparação entre tecido neoplásico benigno e o tecido normal. Estes 

achados indicam que existem diferenças do perfil de expressão das modificações de histonas 

nas mais diferentes neoplasias e tecidos humanos, porém os resultados deste estudo não 

mostraram diferenças significativas da reatividade imunoistoquímica entre o tecido normal e 

neoplásico para H4K12ac.  

A expressão imunoistoquímica de H4K12ac pode ser preditiva de prognóstico para 

alguns tipos de cânceres (CHERVONA; COSTA, 2012). A elevada expressão 

imunoistoquímica de H4K12 foi associada à pior sobrevida em pacientes portadores de 

adenocarcinoma de pâncreas (JULIANO, 2012), e moderado a baixos níveis de H4K12ac 

foram observados em subtipos de carcinomas de mama com pior prognóstico (ELSHEIKH et 

al., 2009). Dos 27 casos de carcinoma epidermóide de lábio deste estudo há relato de apenas 

quatro mortes em decorrência da doença, e a avaliação da reatividade imunoistoquímica para 

as diferentes modificações pós-traducionais de histonas estudadas, em especial as que se 

relacionam à acetilação, exibiram enorme variação, não havendo, portanto ensaios de 

correlação com parâmetros clínico-patológicos.       
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O estudo da fosforilação da serina 10 da histona H3 justifica-se por esta fosforilação 

indicar atividade proliferativa (LADSTEIN et al., 2012; TSUTA et al., 2011; FUKUSHIMA 

et al., 2009; NASR; EL-ZAMMAR, 2008; IDIKIO, 2006). H3S10ph correlaciona-se com o 

afrouxamento da cromatina e atividade transcricional (interfase) e também com a 

condensação dos cromossomos (mitose) (PRIGENT; DIMITROV, 2003).  

Elevada reatividade imunoistoquímica para H3S10ph foi observada em amostras de 

mucosa labial com aspectos histológicos de normalidade, e decréscimo significativo nas 

amostras de queilite actínica e carcinomas epidermóides de lábio. Foi observado menor 

frequência de reatividade no grupo das queilites actínicas em comparação ao grupo dos 

carcinomas, não havendo diferença entre estes grupos. A reatividade imunoistoquímica para 

H3S10ph não possui valor útil em segregar lesões com displasia leve em comparação ao 

grupo displasias moderada ou intensa; igualmente entre os grupos de carcinomas bem e 

moderadamente/pouco diferenciados. Este resultado foi observado também nas demais 

modificações de histonas investigados neste estudo. A ausência ou baixa reatividade para 

H3S10ph em amostras de queilite actínica pode ser explicado pela característica 

histopatológica de atrofia encontrada no epitélio das lesões.  

A marcação imunoistoquímica para H3S10ph colabora na identificação de células 

em proliferação, uma vez que a fosforilação de H3S10 inicia-se antes da prófase, e nesta fase 

as mitoses não podem ser identificadas por HE (VERAS et al., 2009). A figura 7(D) deste 

estudo mostra uma célula neoplásica em anáfase, confirmando os achados de Veras et al. 

(2009). A contagem de mitoses por avaliação imunoistoquímica de H3S10ph apresentou-se 

confiável em carcinomas neuroendócrinos de pulmão (TSUTA et al., 2011). 

Aurora quinase A e B atuam sobre H3S10, promovendo sua fosforilação, e a 

desregulação de Aurora quinase A, proteína reguladora na transição da fase G2 para mitose, 

pareceu ser um evento precoce no desenvolvimento de carcinoma de ovário (KULKARNI et 

al., 2007). Em células epiteliais de camundongos, a fosforilação de H3S10ph após radiação 

UVB ocorreu através da ação das enzimas MAP quinases ERK e p38 (ZHONG; MA; DONG, 

2000). A investigação de proteínas enzimáticas responsáveis pelas modificações pós-

traducionais de histonas e seus substratos podem trazer esclarecimentos sobre o 

desenvolvimento de lesões induzidas por radiação UV.   
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7. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que: 

1. Há evidências de uma possível participação de H3K36me3 na carcinogênese das 

lesões em lábio causadas por radiação UV. 

2. Elevada reatividade imunoistoquímica para H3K9ac em carcinoma epidermóide 

de lábio sugere fortemente tratar-se de pacientes do gênero masculino. 

3. Os índices de H3K9ac e H4K12ac sugerem participação dessas modificações no 

início do processo de carcinogênese em lábio, mas não na progressão tumoral. 

4. O decréscimo de H3S10ph nas amostras avaliadas indica provável participação 

desta modificação de histona no processo de carcinogênese e progressão tumoral.   

5. Os achados imunoistoquímicos indicam variações do perfil de expressão das 

modificações de histonas entre tecidos normais e os que apresentam distúrbios do crescimento 

celular. 

6.  A reatividade imunoistoquímica para os anticorpos investigados neste estudo não 

possui valor útil em segregar lesões com displasia leve em comparação ao grupo displasias 

moderada ou intensa e igualmente entre os carcinomas bem diferenciados comparado aos 

moderadamente/pouco diferenciados. 
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Apêndice A 

Dados individuais dos casos avaliados 

 

Tabela 4 – Dados individuais dos casos de queilite actínica. 

Caso Idade Gênero Cor Tabagismo Etilismo Ocupação 
Local da 

lesão 
Grau de 
displasia 

1 40 M Branca NI NI NI Lábio inferior DL 

2 40 M Branca NI NI NI Lábio inferior DL 

3 57 M NI Sim Sim NI Lábio* DL 

4 56 M Branca Sim Não Agricultor Lábio inferior DL 

5 61 M Branca NI NI NI Lábio inferior DL 

6 70 F Branca NI NI NI Lábio inferior DL 

7 82 M Branca Sim NI Serviços gerais Lábio inferior DL 

8 45 M Branca NI NI Motorista Lábio inferior DL 

9 46 M NI NI NI NI Lábio inferior DM focal 

10 34 F Branca NI NI Dona de casa Lábio inferior DM 

11 76 M Branca NI NI Aposentado Lábio* DL 

12 40 F Branca NI NI NI Lábio inferior DM 

13 23 M Branca NI NI Estudante Lábio inferior DL 

14 44 M Branca NI NI Comerciante Lábio inferior DI 

15 43 M Parda NI NI NI Lábio* DL 

16 50 M Parda Sim NI Lavrador Lábio inferior DI 

17 47 M Parda NI Sim Lavrador Lábio inferior DL focal 

18 42 M Parda NI NI Músico Lábio inferior DL 

19 60 M Parda Sim NI NI Lábio inferior DM 

20 56 F NI NI NI NI Lábio inferior DL 

21 73 M Branca NI NI NI Lábio inferior DL 

22 61 M NI NI NI NI Lábio inferior DL 

23 80 F NI NI NI NI Lábio inferior DL 

24 37 F NI NI NI NI Lábio* DL 

25 46 M Branca NI NI Agricultor Lábio inferior DL 

26 56 M Branca Sim Sim Serviços gerais Lábio inferior DM focal 

27 40 M Branca NI NI Técnico em informática Lábio inferior DL 

28 58 M Branca NI NI NI Lábio inferior DL 

29 58 M Branca NI NI NI Lábio inferior DL focal 

30 50 M Parda Sim Não Agricultor Lábio inferior DL 

31 70 M Branca NI NI Aposentado Lábio inferior DL 

32 57 M NI NI NI NI Lábio inferior DI focal 

33 59 F Branca NI NI Dona de casa Lábio inferior DL 

M: Masculino; F: Feminino; NI: Não informado; * não especificado; DL: displasia leve; DM: displasia 
moderada; DI: displasia intensa. 
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Tabela 5 – Dados individuais dos casos de carcinoma epidermóide de lábio. 

Caso Idade Gênero Cor Tabagismo Etilismo Ocupação Local da lesão Grau de 
diferenciação TNM 

1 40 M Branca NI NI Lavrador Lábio superior BD NI 

21 65 F Branca Sim Sim NI Lábio superior MD NI 

3 81 F NI Sim Não NI Lábio inferior MD T2NxMx 

4 76 M NI Sim Sim NI Lábio inferior BD NI 

5 63 M NI NI NI NI Lábio* BD NI 

61 NI M Branca Sim Sim NI Lábio inferior MD T2/3NxMx 

7 NI MD Branca NI NI NI Lábio inferior BD NI 

8 38 M NI Não Não NI Lábio inferior BD NI 

9 52 F Branca NI NI Lavrador Lábio inferior BD NI 

10 NI M NI Sim Sim Trabalhador rural Lábio* BD NI 

11 58 M Parda Sim Sim Agricultor Lábio inferior BD NI 

12 38 M Branca Sim Não NI Lábio* BD NI 

13 56 M Branca Sim Sim Pescador Lábio inferior MD NI 

14 66 M Branca Sim Sim Pedreiro Lábio inferior MD NI 

15 NI M NI NI NI Protético Lábio inferior MD NI 

16 47 M NI Sim Sim NI Lábio inferior BD NI 

17 61 M Branca NI NI Trabalhador rural Lábio inferior BD NI 

18 79 M Branca Sim Não NI Lábio superior MD NI 

19 100 F Indígena NI NI Aposentada Lábio inferior BD NI 

20 53 M Branca NI NI NI Lábio inferior BD NI 

21 56 M Branca NI NI Pedreiro Lábio inferior MD NI 

22 56 M Branca Sim NI Lavrador Lábio inferior BD NI 

23 87 M Branca Sim Sim Aposentado Lábio inferior PD T2N0M0 

24 57 M Branca Sim Sim Agricultor Lábio inferior MD NI 

251 48 M Branca NI NI Produtor rural Lábio inferior BD T2N0M0 

26 53 M Branca Sim Sim Lavrador Lábio inferior BD NI 

271 43 M Parda Sim Sim Motorista Lábio* PD T3N0M0 

M: Masculino; F: Feminino; NI: Não informado; * não especificado; 1: óbito em decorrência da doença; BD: 
bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: Pouco diferenciado; TNM: estadiamento (T: tumor; 
N: gânglios linfáticos; M: metástase). 
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Tabela 6 – Dados individuais dos casos de mucosa de lábio normal. 

Caso Idade Gênero Cor Local da lesão Diagnóstico final 

1 59 F Branca Lábio inferior 
Fragmento de mucosa labial apresentando fibrose e 

hipotrofia leve de epitélio de revestimento 
2 30 M Branca Lábio inferior Mucocele 

3 NI F NI Lábio inferior Varicosidade labial 

4 35 F Branca Lábio inferior Mucocele 

5 69 F Branca Lábio inferior 
Mucosa labial apresentando aspectos usuais de 

normalidade 

6 40 F NI Lábio superior 
Os fragmentos de mucosa labial mostram um padrão 

morfológico usual de normalidade 
7 28 M Branca Lábio inferior Mucosa labial apresentando paraqueratose 

8 50 F NI Lábio inferior 
Mucosa labial apresentando hematoma, fibrose e 

glândulas sebáceas 

9 23 M NI Lábio superior 
Fragmento de mucosa labial com aspectos usuais de 

normalidade 
M: Masculino; F: Feminino; NI: Não informado 
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Apêndice B 

Dados numéricos dos casos e grupos avaliados 

 

Tabela 7 – Dados individuais da reatividade imunoistoquímica dos casos de queilite actínica 

Caso H3K36me3 H3K9ac H4K12ac H3S10ph 
1 13,5 6,5 17,1 4,6 

2 18 16,3 18 1,6 

3 11,6 10,6 14,8 6,6 

4 17,6 9,1 12,3 2,6 

5 13,6 11,7 14,5 7,6 

6 12 18 15,6 5 

7 14,2 6,1 17 1,4 

8 6,3 12,3 14 10,2 

9 7,3 6,8 15,5 4 

10 10,5 12,1 18 7,6 

11 6,4 17,2 16,4 10,4 

12 7,3 6,8 10,2 4 

13 18 17,4 18 7,2 

14 18 14,4 18 7,2 

15 14 12,4 16,8 10,4 

16 17,8 5 14,4 3,2 

17 5,3 0,4 8,9 1 

18 3,5 1,5 9,8 0 

19 4,3 0 8,2 3,2 

20 11 3,4 18 10 

21 4,9 9,9 18 4,8 

22 5 1 18 14,4 

23 8,8 16,3 18 10,4 

24 7,9 15,6 15 4 

25 7,9 0 5,2 1 

26 10,9 5,3 13,7 0,6 

27 12,3 3,3 15,6 0,8 

28 5,1 6,1 18 3,8 

29 11,9 4,9 18 18 

30 18 14,7 18 8 

31 4,9 12,9 17,4 6,8 

32 8,1 13,2 18 15,6 

33 17,2 12 18 9 
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Tabela 8 – Dados individuais da reatividade imunoistoquímica dos casos de carcinoma 
epidermóide de lábio 

Caso H3K36me3 H3K9ac H4K12ac H3S10ph 
1 6,7 12,7 18 10,6 

2 5 9,5 18 13,6 

3 5,9 9,7 14,4 5,2 

4 5,4 15,1 18 3 

5 7,8 10,7 16,8 7,6 

6 1,7 10 15,2 11 

7 10 6,3 18 3,8 

8 10,1 14,5 18 8,2 

9 0,8 3,6 12 5,6 

10 4,4 11,6 17,2 3,2 

11 13,5 3,9 18 2,8 

12 14 12 18 9 

13 7,7 17,6 18 7,2 

14 2,4 7 15,1 14 

15 17,6 18 18 8,6 

16 0 1,9 5 6,4 

17 2,8 3,8 17,3 3,4 

18 18 16 18 5,8 

19 18 7,1 14,8 5 

20 12 12 18 11,2 

21 17,8 16 18 10 

22 0,2 0 15,4 4,8 

23 9 16 17,5 13,6 

24 6,3 13,2 17,6 5,8 

25 16,8 18 18 7,6 

26 9,3 17 18 12 

27 3 8 14,8 5,4 
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Tabela 9 – Dados individuais da reatividade imunoistoquímica dos casos de mucosa de lábio 

normal 

Caso H3K36me3 H3K9ac H4K12ac H3S10ph 
1 12 18 17,2 18 

2 12,8 18 18 5,4 

3 18 12,8 18 15,6 

4 14,8 14 18 15 

5 18 18 18 18 

6 14,7 16 18 13,5 

7 17,8 17,6 18 13,8 

8 17,8 10 18 8,4 

9 14 9,1 18 13,8 

 

 

Tabela 10 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H3K36me3 

H3K36me3 
Variável TN QA CEL 
Mínimo 12 3,5 0,0 
Mediana 14,7 10,9 7,7 
Máximo 18,0 18,0 18,0 
Média 15,5 10,7 8,4 

Desvio padrão 2,4 4,8 5,8 

 

 

Tabela 11 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H3K36me3 com estratificação dos 
grupos 

H3K36me3 
Variável QA – DL QA – DMI CEL – BD CEL - MPD 
Mínimo 3,5 4,3 0,0 1,7 
Mediana 11,6 9,3 8,5 6,3 
Máximo 18,0 18,0 18,0 18,0 
Média 10,7 10,5 8,2 8,6 

Desvio padrão 4,8 4,9 5,7 6,3 

 
 

 

 

 

 

 



95 

 

Tabela 12 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H3K9ac 

H3K9ac 
Variável TN QA CEL 
Mínimo 9,1 0,0 0,0 
Mediana 16,0 9,9 11,6 
Máximo 18,0 18,0 18,0 
Média 14,8 9,2 10,8 

Desvio padrão 3,5 5,6 5,2 

 

 

Tabela 13 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H3K9ac com estratificação dos 
grupos 

H3K9ac 
Variável QA – DL QA – DMI CEL – BD CEL - MPD 
Mínimo 0,0 0,0 0,0 7,0 
Mediana 10,6 6,8 11,1 13,2 
Máximo 18,0 14,4 18,0 18,0 
Média 9,6 7,9 9,3 12,8 

Desvio padrão 5,9 4,9 5,6 4,1 

  
 

 

Tabela 14 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H4K12ac 

H4K12ac 
Variável TN QA CEL 
Mínimo 17,2 5,2 5,0 
Mediana 18,0 16,8 18,0 
Máximo 18,0 18,0 18,0 
Média 17,9 15,3 16,5 

Desvio padrão 0,3 3,4 2,8 

 

 

Tabela 15 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H4K12ac com estratificação dos 
grupos 

H4K12ac 
Variável QA – DL QA – DMI CEL – BD CEL - MPD 
Mínimo 5,2 8,2 5,0 14,4 
Mediana 17,0 14,9 18,0 17,6 
Máximo 18,0 18,0 18,0 18,0 
Média 15,6 14,5 16,3 16,8 

Desvio padrão 3,3 3,7 3,4 1,5 

 
 



96 

 

Tabela 16 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H3S10ph 

H3S10ph 
Variável TN QA CEL 
Mínimo 5,4 0 2,8 
Mediana 13,8 5,0 7,2 
Máximo 18,0 18,0 14,0 
Média 13,50 6,2 7,6 

Desvio padrão 4,7 4,5 3,4 

 

 

Tabela 17 – Dados da reatividade imunoistoquímica para H3S10ph com estratificação dos 
grupos 

H3S10ph 
Variável QA – DL QA – DMI CEL – BD CEL - MPD 
Mínimo 0 0,6 2,8 5,2 
Mediana 6,6 4,0 6,0 8,6 
Máximo 18,0 15,60 12,0 14,0 
Média 6,4 5,7 6,5 9,1 

Desvio padrão 4,5 4,6 3,1 3,5 

 
 

 

 
 

 

 

 


