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RESUMEN

La queilitis actinica (QA) es una lesion potencialmente maligna del labio que se caracteriza por la
degeneracion basofila de la matriz extracelular (MEC) debido a la exposicion cronica a la luz ultravioleta.
Esta alteracion conocida como elastosis actinica, no ha sido caracterizada histomorfométricamente en QA
ni en labio normal (LN). METODOS: Muestras de QA (n=33) y de LN (n=16), recolectadas en la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Concepcion, fueron tefidas con la tincion Verhoeff-Van Giesson y
analizadas histomorfometricamente con el programa Image J. RESULTADOS: En QA las fibras elasticas
se caracterizaron por un aumento de grosor y desorganizacion, también se observd degeneracion
de las fibras colégenas. El contenido de fibras elasticas estaba significativamente aumentado en QA
comparado con LN (p<0.05). La proporcion entre fibras elasticas/colagenas también fue mayor en QA
que en LN (p<0.02). Sin embargo, no se observaron diferencias en la densidad de fibras colagenas entre
QA y LN. En AC se observo una correlacion negativa entre la densidad de fibras elasticas y coldgenas
(p<0.0001, r=0.6). CONCLUSIONES: ElI andlisis histomorfomeétrico mostr¢ diferencias significativas en
la composicion de la MEC entre QA y LN. Estas diferencias fueron debidas principalmente al aumento
del contenido de fibras elasticas en QA.
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ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a potentially malignant lesion of the lip characterized by basophilic
degeneration of the extracellular matrix (ECM) as a result of chronic exposure to sunlight. This alteration,
known as actinic elastosis, has not been previously characterized by histomorphometry in AC and normal
lip tissues (NL). METHODS: Formalin-fixed and paraffin-embedded samples of AC (n=33) and NL (n=16)
obtained from the Archives of the College of Dentistry of the University of Concepcion, were stained with
Verhoeff-Van Giesson technique. Elastic fibers were characterized and quantified by histomorphometry
using Image J Program (NIH Image). RESULTS: In AC, elastin fibers were disorganized and increased in
thickness and collagen fibers looked degenerated. A significant increase in elastin fibers was found in
AC as compared to NL (p<0.05). The ratio between elastin/collagen fibers was also higher in AC than NL
(p<0.02). However, collagen fiber density was similar between AC and NL. A negative correlation between
elastic and collagen fibers was found in AC (p<0.0001, r=0.6). Conclusions: Using histomorphometry
we found a significant difference in the composition of the ECM in AC as compared to NL. This difference
was mainly due to the increase in elastin fiber content in AC.
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INTRODUCCION

La queilitis actinica (QA) es una lesion
potencialmente maligna que afecta el bermellon del
labio inferior de personas adultas y de piel clara (1-
3). Se caracteriza por alteraciones en el epitelio y
el tejido conectivo, inducidas principalmente por la
sobreexposicion a la luz ultravioleta solar (UV), un
proceso conocido como fotoenvejecimiento (4-5).

En los estadios tempranos de la QA el
epitelio se observa con hiperqueratosis, ya sea
orto o paraqueratosis, atrofia epitelial, hiperplasia
y en estadios posteriores puede presentarse algun
grado de displasia intraepitelial (3, 6). En el tejido
conectivo se observa siempre la presencia de
elastosis (en distintos grados), que corresponde a
una degeneracion basofila de la matriz extracelular
la cual es reemplazada por fibras elasticas
amorfas producidas por fibroblastos residentes
(7-9). Ademas, en la mayoria de las lesiones de
QA se observa un infiltrado inflamatorio cronico
de distinta intensidad y la aparicion de vasos
sanguineos telangiectasicos (6).
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Se ha propuesto que la elastosis actinica se
produce tanto por procesos degenerativos como
de sintesis anormal de fibras elasticas por parte de
fibroblastos con dafio solar, lo que va acompafnado
de cambios morfologicos del colageno (10). Se
ha descrito ademas un aumento de la proporcion
elastina/colageno, que va en relacion directa a la
magnitud del dafio actinico (8).

Por lo tanto, el propdsito de este estudio
fue caracterizar la elastosis en QA y compararla
con muestras de labio normal (LN) mediante un
método histomorfomeétrico.

MATERIALES Y METODOS
PACIENTES Y MUESTRAS DE LABIO

Muestras de QA (n = 33, edad promedio
de 48.40 + 13.09 afios, 65% hombres) fueron
obtenidas de los archivos del Departamento de
Patologia Oral de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Concepcion. Las muestras de LN
(n= 16 edad promedio de 40.95 + 13.31 afos,
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43% hombres) fueron obtenidas de pacientes
voluntarios, con menos de dos horas de exposicion
diaria al sol, pareados de acuerdo a edad y género
con los pacientes de QA. Se obtuvo consentimiento
informado de todos los pacientes y este estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad
de Concepcion. Las muestras fueron fijadas en
formalina tamponada al 10% (pH 7,4), incluido
en parafina dentro de las 24 h. Las secciones
seriadas, 4 um de espesor, se obtuvieron de los
bloques de tejido y procesadas para el andlisis
histopatoldgico e histoquimico.

TINCION Y ANALISIS MORFOMETRICO DF LA ELASTOSIS

Secciones de tejido de 4 pm de espesor,
fueron procesadas para tincion histoquimica
de Verhoeff y contratincion de Van Giesson. Las
secciones fueron fotografiadas con un microscopio
Nikon Diaphot 300 conectado a una camara digital
utilizando el programa de captura de imagen
Image Pro (media Cibernetics, Atlanta, GA). De
cada muestra fueron seleccionados y analizados
al menos 10 campos de la dermis papilar (tejido
de la lamina propia subyacente al epitelio) y 10
campos de la dermis reticular (Iamina propia entre
dermis papilar y submucosa) (objetivo 20x). Para
todas las lecturas morfométricas se mantuvieron
constantes las condiciones de iluminacion
ambiental, la intensidad de iluminacion y el
diafragma del microscopio, asi como el brillo y
contraste del monitor.

Cada imagen fue procesada con el programa
Image J (NIH Image) para obtener la densidad
de fibras elasticas y colagenas en cada muestra
mediante el andlisis de la intensidad de color
(pixeles) transformado a densidad de fibras (11).

ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizaron los programas estadisticos
JMP-IN 4.0 (SAS Institute, USA) y SPSS Program
14.0 (Chicago, USA). Todas las variables que se

analizaron fueron cuantitativas. Se obtuvieron los
promedios + desviacion estandar (DS) de densidad
de fibras elasticas y colagenas por muestra, las que
fueron analizadas para obtener los promedios=+
DS de cada grupo (QA y LN). Se utilizaron test
paramétricos (t test) y no paramétricos (Mann-
Whitney). Para analizar asociacion entre variables
se utilizo el test de correlacion de Pearson. Se
considerd como significativo un valor de p<0.05.

RESULTADOS

DISTRIBUCION Y MORFOLOGIA DE LAS FIBRAS
FLASTICAS Y COLAGENAS EN LN Y QA

En el tejido conectivo de las lesiones
con QA se observd aumento del grosor y una
desorganizacion de las fibras elasticas y colagenas
en comparacion con el LN (Fig. 1A-B).

Las fibras elasticas en el area papilar no solo
eran mas numerosas y gruesas sino que perdian
su verticalidad, y en el darea reticular tendian
a hipertrofiarse  formando masas de material
elastotico acelular (Fig. 1D-F).

También se observo desorganizacion de
los haces de colageno, éstos se encontraban
adelgazados, fragmentados, desorientados y con
aspecto deshilachado, tanto en el area papilar
como reticular. En el LN la distribucion de las fibras
colagenas fue homogénea en toda la extension
de la muestra observandose haces de colageno
gruesos y compactos (Fig. 1C-E).

Fue posible observar en areas de elastosis
variaciones en la tincion, en algunos casos el
material elastdtico se tefiia de color morado y no
del negro caracteristico de las fibras elasticas
(Fig. 2A), ademas en QA se observd un infiltrado
inflamatorio de diferente intensidad (Fig. 2B).

Ademads, en algunos LN se observaron
acumulos de fibras elasticas semejantes a los
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encontrados en lesiones de elastosis actinicas, sin
embargo, se veian formados por fibras y no por
masas amorfas de tejido elastotico (Fig. 3).

DENSIDAD Y DISTRIBUCION DE LAS FIBRAS
ELASTICAS Y COLAGENAS EN LN Y QA

Al medir la densidad promedio de las fibras
enelareapapilaryreticular se encontrd un aumento
significativo en la densidad de fibras elasticas en
QA en comparacion con LN (p<0.05, t-test) (Fig.
4), ademas la proporcion de Fibras Elasticas/

10x

Papilar
20x

Reticular
20x

Colagenas en QA estaba significativamente
aumentada en relacion al LN (p<0.05, Mann-
Whitney) (Fig. 5), sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la densidad promedio
de las fibras colagenas tanto en la dermis papilar
como en la reticular al comparar QA y LN (Fig. 6).
encontradas

También en QA fueron

correlaciones negativas entre la densidad de
fibras colagenas y fibras elasticas totales (r= -0.6,
r2=0.37, p=0.0001) (Fig. 7 A) y en el area papilar
(r=-0.73, r2=0.53, p=0.0001) (Fig. 7 B).

Figura 1. Deteccion histoquimica de fibras elasticas y colagenas mediante tincion de Verhoeff-Van Gieson en labio normal (LN) y queilitis
actinica (QA). Fibras eldsticas de color negro-morado, fibras coldgenas rojo-rosado en LN (A, Cy E) y QA (B, Dy F). E, epitelio; El, elastosis.
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Figura 2. Variacion en la tincion de las areas de elastosis e inflamacion en queilitis actinica (QA) (20x). Tincion de Verhoeff-Van Gieson. Areas
de elastosis (A) y de inflamacion (B) en QA. E, epitelio; El, elastosis; Inf, inflamacion.

Figura 3. Areas de elastosis y fibras elasticas en labio normal. Tincién de Verhoeff-Van Gieson (20x). Fibras elésticas de color negro. E,
epitelio; El, elastosis.

o 16 rfgN] *
a 90 L
£ O 14
= 80 %
@ 70 t 1.? r
£ 60 2 L
s 50 Sost
w 40 ¢ T
E 10 -8-0,6 r
E 20 - E 04
a2 10 + 0,2
. 0

Papilar Reticular Total

Papilar Reticular Total

Figura 4. Deteccion de la densidad de fibras elasticas por analisis ~ Figura 5. Proporcion de fibras elasticas/fibras colagenas (FE/FC)
histomorfométrico de secciones tefiidas con el método histoquimico  en labio normal y queilitis actinica. Los resultados son expresados
de Verhoeff-Van Gieson en labio normal y queilitis actinica. Los  como el promedio del % de FE/FC por campo = DS (n=16 para LN
resultados son expresados como el promedio del % de fibras  yn=33 QA).

elasticas/campo + DS (n=16 para LN y n=33 QA). *P=0.02, Mann-Whitney cuando esta comparado con LN.

*P<0.05, t-test comparado con LN. **P=0.01, Mann-Whitney cuando esta comparado con LN.
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Figura 6. Deteccion de la densidad de fibras colégenas por andlisis
histomorfométrico de secciones tefiidas con el método histoquimico
de Verhoeff-Van Gieson en labio normal y queilitis actinica.Los
resultados son expresados como el promedio del % de fibras
colagenas/campo + DS (n=16 para LN y n=33 QA).

P=0.8, t-test.
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Figura 7. (A) Asociacion negativa entre la densidad de fibras colagenas vy fibras eldsticas
totales y (B) fibras elasticas y colagenas en el drea papilar, analisis de correlacion de
Pearson, (n=16 para LN y n=33 QA).
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DISCUSION

Nuestro estudio mostr6 que el analisis
histomorfométrico de la densidad de fibras
elasticas y colagenas en QAy LN arrojo diferencias
significativas en la composicion de la MEC entre
ambos grupos. Se observo tanto un aumento
significativo en la densidad de fibras elasticas en
QA en comparacion con LN, como un aumento en
la proporcion de fibras elasticas en relacion a las
colagenas en QA comparado con LN. Sin embargo,
no se observaron diferencias en la densidad de
fibras colagenas entre QA y LN, lo que sugiere
que el cambio en la composicion de la MEC se
debe principalmente al aumento en el deposito de
fibras elasticas, las que mostraban un aumento en
grosor y desorganizacion.

Se ha descrito que la elastosis actinica es
una degeneracion basofila del tejido conectivo
producida por la exposicion cronica a la luz UV
que se presenta en lesiones premalignas de piel y
bermellon de labio, este proceso ha sido descrito
como fotoenvejecimiento (8,12). Se caracteriza
por la degeneracion del colageno y el reemplazo
de la matriz extracelular por una red de material
elastico alterado (7,12).

El bermellon del labio es un tejido similar a
la piel, pero carece de glandulas anexas (glandulas
sudoriporas y sebdaceas, foliculos pilosos), esta
cubierto por un epitelio de pocas capas celulares
y posee muy poca queratina, lo que lo hace
especialmente susceptible a la radiacion UV solar
(13). El fotoenvejecimiento de los labios también se
caracteriza por una marcada elastosis, sin embargo,
los mecanismos involucrados en su patogénesis han
sidomuy poco estudiados. Estudios han demostrado
que en piel fotoenvejecida los principales cambios
ocurren en la dermis superficial (union de la dermis
con la epidermis o zona papilar), donde se produce
una reduccion y/o reorganizacion de las fibras
oxitalanicas, las cuales pierden su verticalidad y
pasan a engrosar la red de tejido elastotico (14).

Grimbaldeston et al. (11) midieron la acumulacion
y diametro de las fibras elasticas (tefiidas con
Verhoeff y tincion de Van Gieson), encontrando
que la piel expuesta al sol presentaba mayor grado
de elastosis.

Sgarbi FC et al. (15) reportaron que
el porcentaje de fibras de colageno fue
significativamente mayor en los pacientes del
grupo control que en los pacientes con QA, pero,
no observaron diferencias significativas en relacion
con el porcentaje de fibras elasticas. Sin embargo,
en este estudio los controles se realizaron con
mucosa labial y no con el bermellon del labio
inferior. En el presente trabajo, en las lesiones de
QA se observo que las fibras elasticas en el area
papilar no s6lo eran mas numerosas y gruesas
sino que perdian su verticalidad, y en el area
reticular tendian a hipertrofiarse formando masas
de material elastotico acelular. Sin embargo, no
se encontraron diferencias en la densidad de
fibras colagenas entre labio normal y QA. Este
aumento de la densidad de las fibras elasticas
y la no variacion en las fibras colagenas en QA
comparado con LN podria explicarse por un
aumento de la produccion de fibras elasticas y una
disminucion de los espacios entre ellas, ocupados
en condiciones normales por vasos sanguineos y
la sustancia fundamental. Ademas los resultados
mostraron una fuerte correlacion negativa entre
fibras elasticas y colagenas lo que sugeriria que
en QA el colageno es reemplazado por elastina.

En los Ultimos afos se ha demostrado que
el proceso de carcinogénesis no sélo requiere
la transformacion maligna de las células del
parénquima de un 6rgano o tejido, sino que también
requiere una participacion activa del estroma
tumoral (16). La elastosis es la consecuencia
de un aumento del infiltrado inflamatorio y por
ende de la produccion de oxidantes, proteasas
y citoquinas pro-inflamatorias  (17). Todos
estos componentes también se asocian con la
promocion, progresion e invasion tumoral (16-17).
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Por otra parte, un estudio reciente demostro que
las muestras de cancer labial con presencia de
elastosis tenian un mejor prondstico (18). Por lo
tanto una mejor caracterizacion del estroma de
las lesiones de QA podria contribuir a una mejor
evaluacion del prondstico de las lesiones labiales
premalignas y malignas.

CONCLUSIONES

La técnica de Verhoeff-Van Gieson es una
tincion Util para observar y cuantificar la elastosis
presente en las lesiones de QA. La elastosis en
QA es similar a la observada en piel fotodanada,
con aumento significativo de la densidad de fibras
elasticas, y una alteracion de la proporcion de
Fibras Elasticas/Fibras Colagenas en la matriz
extracelular, ademas se encontro fuerte correlacion
negativa entre fibras elasticas y colagenas.

De los resultados aqui expuestos, se deriva
la necesidad de impulsar estudios destinados a
determinar los mediadores especificos que participan
en la formacion de elastosis en labios fotodafiados.
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