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RESUMO

O cancer de pele ¢ o mais frequente tipo de cancer humano e mostra aumento de sua
incidéncia nos ultimos anos, o que o torna um crescente problema para a saide publica
mundial. Em muitos casos, antes do surgimento do carcinoma, instala-se uma lesdo
precursora, - a Ceratose Actinica, que pode evoluir para Carcinoma Espinocelular.
Considerando o aumento de novos casos e recidivas frequentes, estudos tem sido
intensificados no sentido de determinar os pardmetros com significado progndstico na
predicdo daqueles tumores que terdo comportamento mais agressivo, que poderdo recorrer e
evoluir com metastases. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo dos marcadores de
proliferacdo celular (PCNA, Ki-67) e apoptose (p53, Bcl-2), em portadores de Carcinoma
Espinocelular e Ceratose Actinica. Foram estudadas amostras de 30 pacientes, submetidos a
cirurgia reparadora, sendo dez portadores do Carcinoma Espinocelular, dez de Ceratose
Actinica e dez individuos livres de lesdes submetidos a blefaroplastia. A proteina p53 foi
expressa em todos os casos estudados, com padrdes quantitativos diferentes. O Bcl-2 foi
expresso em baixa intensidade em seis casos de Ceratose Actinica, também baixa nas peles de
blefaroplastia e negativo nos casos de Carcinoma Espinocelular. O PCNA exibiu expressdo
intensa em todas as amostras estudadas. O Ki-67 apresentou expressdo variavel nos casos de
carcinoma e de ceratose e negativo na pele de palpebra. A intensidade da expressdo de PCNA,
Ki-67, pS3 e Bcl-2, associada a outros indicadores, tais como a analise histopatologica e a
apresentacdo clinica, fornece informagdes sobre a provavel progressdo, levando a um

diagnodstico mais seguro da neoplasia.

Palavras-chave: Carcinoma Espinocelular. Ceratose Actinica. Marcadores Imuno-

histoquimicos. Apoptose. Proliferacdo Celular.



ABSTRACT

The skin cancer is the most frequent type of human cancer and shows an increase in its
incidence in recent years, making it an important public health problem worldwide. In many
cases before the onset of carcinoma install a precursor lesion, actinic keratosis, which can
develop into squamous cell carcinoma. Considering the increase of new cases and relapses
frequent, studies have been intensified in order to determine the parameters with prognostic
significance in predicting those tumors which have more aggressive behavior, and can
develop metastases. The objective was to evaluate the expression of markers of cell
proliferation (PCNA, Ki-67) and apoptosis (p53,Bcl-2) in patients with squamous cell
carcinoma and actinic keratosis. We studied samples from 30 patients, ten patients of
squamous cell carcinoma, ten with actinic keratosis and ten samples free of lesions underwent
blepharoplasty. The p53 protein was expressed in all cases with different quantitative patterns.
The Bcl-2 was expressed at low intensity in six cases of actinic keratosis in the skins of
blepharoplasty and negative in cases of squamous cell carcinoma. The PCNA showed intense
expression in all samples. The Ki-67 showed variable expression in cases of keratosis and
carcinoma and negative in the skin of eyelid. In conclusion the intensity of expression of
PCNA, Ki-67, P53 and Bcl-2, associated with other indicators such as histopathological
analysis and clinical presentation, provides information on the likely progression, leading to a

more secure diagnosis of malignancy.

Keywords: Spinocellular Carcinoma. Actinic Keratose. Immunohistochemical Biomarkers.

Apoptosis. Cell Proliferation.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pele ¢ o mais frequente tipo de cancer humano e sua incidéncia tem
mostrado intenso aumento nos ultimos anos, o que o torna um crescente problema para a
saude publica mundial (CABRERA MORALES et al., 2006). O nimero de novos casos do
cancer estimado para o Brasil em 2008 foi de 55.890 em homens e 59.120 nas mulheres, com
risco estimado de 62 casos novos para cada 100 mil homens e 60 para cada 100 mil mulheres
(INCA, 2008).

No estudo das manifestacdes do cancer de pele, o Carcinoma Espinocelular (CEC)
representa 20% das neoplasias malignas cutaneas e tem procedéncia na proliferagdo de células
escamosas atipicas. Além do mais, apresenta carater invasor e pode produzir metéstases. Os
CECs primarios da pele, em geral, originam-se em regides expostas ao sol e podem surgir a
partir de lesdes ndo invasivas como Ceratoses Actinicas (CA), queilites actinicas, leucoplasias
orais e radiodermites cronicas (AIROLA ef al., 1997, MARTINEZ et al., 2006).

No tocante as causas do desenvolvimento do céncer temos como fator principal
exposi¢do a raios. A radiagdo ultravioleta (UV), por exemplo, determina dano especifico ao
DNA com mutagdes no gene supressor p5S3 nos portadores do carcinoma, o qual se
desenvolveu em areas expostas aos raios solares (RESZEC ef al., 2004). O decréscimo da
fung¢do no p53 (controle do ciclo celular e apoptose) pode levar a incontrolada proliferagdo
celular, ao acamulo de DNA mutado e, finalmente, ao cancer (LEVINE er al, 1994,
AIROLA et al., 1997; KIM e al., 2006).

A evolugdo da Ceratose Actinica para CEC tem sido questionada, haja vista que pode
ser encontrada na adjacéncia de lesdes classicas do Carcinoma, bem como permanecerem
como Ceratose Actinica, mesmo em longos periodos de acompanhamento. ( KUSHIDA et al.,
1999; HABIF, 2005).

A expressdo das proteinas pS53, marcador de apoptose e Ki-67, marcador de
proliferacdo celular, foi estudada em doengas neoplasicas e ndo neopldsicas de pele e os
resultados sugerem que a taxa de expressdo de p53 e Ki-67 reflete o grau de malignidade nas
neoplasias cutaneas examinadas (ARISAWA et al., 1999; BATINAC ef al., 2004). Da mesma
forma, o estudo de Balassiano (2004) foi realizado com o objetivo de validar a expressdo dos
marcadores Bcl-2, pS3, p5S3 mutada, caspase-3 e Ki-67. Todos como fatores prognosticos em
hiperplasia fibrosa inflamatoéria, queilites actinicas e Carcinomas Espinocelulares de labio

inferior. A autora encontrou expressdo de p53 e p53 mutada maior nos CECs, elevada



expressdo de Ki-67 em todas as lesdes e expressdo de Bcl-2 crescente em relagdo a gravidade
das lesdes (BALASSIANOQO, 2004).

Considerando o aumento de novos casos e recidivas frequentes, estudos tem sido
intensificados na tentativa de determinar os parametros com significativo progndstico na
predicdo daqueles tumores que apresentam comportamento mais agressivo € que poderdo
recorrer e evoluir com metastases (BERCOVICI et al., 2005, MARTINEZ et al., 2006)

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo dos marcadores de
apoptose (p53, Bcl-2) e proliferacdo celular (PCNA, Ki-67) em portadores de CEC e CA,
através da técnica de Imuno-histoquimica, e comparar os resultados obtidos entre estes grupos
e aqueles representados por individuos sadios submetidos a cirurgia plastica de palpebras
(blefaroplastia). Além disso, pretendeu-se verificar se ha correlagdo entre os marcadores de
apoptose e proliferacdo celular nos casos de Ceratose, Carcinoma e nos individuos livres de

doenga.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Pele

A pele € um 6rgdo que envolve o corpo, determinando seu limite com o meio externo.
Corresponde a 16% do peso corporal e exerce diversas fungdes. Dentre elas: regulagdo
térmica, defesa organica, controle do fluxo sanguineo, prote¢do contra diversos agentes do
meio ambiente, e fun¢des sensoriais de calor, frio, pressdo, dor e tato (SCHWARTZ et al.,
2003). E um orgdo vital, formado por duas camadas: derme e epiderme. Sem ela, a
sobrevivéncia seria impossivel. A epiderme — camada mais externa da pele — € constituida por
células epiteliais escamosas (ceratinocitos), melanocitos e células de Langerhans. Os
ceratinocitos além de serem responsaveis pela produgdo de ceratina, sdo sitios para biossintese
de moléculas soluveis (citocinas), importantes na regulacdo de células epidérmicas adjacentes
bem como para células dérmicas. Os melandcitos sdo responsaveis pela producio de melanina
e representam um importante filtro endogeno contra os efeitos danosos dos raios ultravioletas
do sol. As células de Langerhans sdo células epidérmicas dendriticas que captam e processam
antigenos, comunicando informagdes criticas as células linféides. A célula de Merkel localiza-
ae na camada basal da epiderme. Ao contrario do_melanocito e da célula de Langerhans, néo ¢
uma célula dentritica, possuindo tonofilamentos de ceratina e desmossomos ocasionais que a
ligam as células adjacentes. Estdo intimamente associadas com a dilatagdo de um bulbo
terminal de uma fibra nervosa aferente mielinizada. Diferentes do corptusculo de Merkel
(combina¢do de um neurdnio e uma célula epidérmica). (FITZPATRICK,2003; SCHWARTZ
et al., 2003 ;ELDER et al., 2005).

A epiderme da origem aos anexos cutdneos: unhas, pélos, glandulas sudoriparas e
glandulas sebaceas. A abertura dos foliculos pilosebaceos (pé€lo + glandula sebéacea) e das
glandulas sudoriparas na pele formam os orificios conhecidos como poros. Vista da
profundidade para a superficie, a epiderme possui as seguintes camadas: camada basal ou
germinativa, camada espinhosa, camada granulosa, camada lacida, camada cornea. A camada
basal ¢ constituida por células prismaticas ou cuboides, que repousam sobre a membrana

basal, a qual separa a epiderme da derme. Essa camada apresenta intensa atividade mitdtica,



sendo responsavel pela renovagdo da epiderme, fato relevante ao estudo. (SCHWARTZ et

al., 2003 ; ELDER et al., 2005).

A derme, localizada abaixo da epiderme, ¢ responsavel pela resisténcia e elasticidade
da pele. Ela ¢ constituida pelo tecido conjuntivo (fibras colagenas e elasticas envoltas por
substancia fundamental), vasos sanguineos e linfaticos, nervos e terminagdes nervosas. Os
foliculos pilossebaceos e as glandulas sudoriparas, originadas na epiderme, também se
localizam na derme. (FARMER; HOOD, 2000, SCHWARTZ et al., 2003 ; ELDER et al.,
2005).

Abaixo e em continuidade com a derme estd a hipoderme, que embora tenha a mesma
origem da derme (origem mesodérmica) ndo faz parte da pele, apenas lhe serve de suporte e

unido com os orgaos adjacentes (SCHWARTZ er al., 2003 ; ELDER et al., 2005).

2.2 Tumores da epiderme

2.2.1 Carcinoma Espinocelular

O Carcinoma Espinocelular (CEC), também chamado Carcinoma Epiderméide (CE)
ou carcinoma de células escamosas tem origem em queratindcitos, que geralmente sob o
efeito da radiagdo ultravioleta, UVB, sofreram dano no DNA e em seu sistema de reparo. A
radiagdo UVB induz a mutacdo dos genes supressores tumorais p53, fazendo com que os
queratinocitos sofram expansdo clonal e que, escapando dos mecanismos regulatorios do
organismo, passem a crescer de forma invasiva e destrutiva, podendo demonstrar relativa
autonomia ao metastatizar. Muito embora este evento ocorra tardiamente em varios casos. A
proliferacio descontrolada das células anormais leva ao aparecimento de lesdes
préneoplasicas, do carcinoma “in situ” e ao Carcinoma Espinocelular invasivo
(MEHEREGAN ef al., 1995; MELEGA, 2002 :HABIF, 2005).

Varios tipos de lesdes de pele podem se predispor ao desenvolvimento do CEC,
incluindo epidermolise bolhosa distrofica, poroceratose, lupus eritematoso discoide, liquen
escleroso e atrofico, balanite obliterante xerotica, epidermodisplasia verruciforme, e
acrodermatite cronica atréfica. A imunosupressdo toma um papel importante, entre os

transplantados renais, o risco de desenvolver CEC e aumentado em 18 vezes (MELEGA,
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2002). A radiagdo por raios-X € comum em trabalhadores que lidam com os raios,
principalmente, em maos de dentistas que os utilizam inadvertidamente e sem precaugdes,
bem como em individuos em tratamento de algumas doengas com raios-X, tais quais
psoriases, espondilite anquilosante, acne severa (HABIF, 2005).

Um caso relevante ¢ o de Ulcera de Marjolin, que se refere a alteracio maligna que
ocorre em ulceras cronicas da pele, fistulas e queimaduras prévias (MACIEL; SERRA, 2004).
A cicatriz provocada pode ser originaria de queimaduras antigas, de qualquer outro tipo de
trauma ou de processo inflamatério crénico (MELEGA, 2002). A maioria das lesdes ¢
encontrada em sequelas de queimaduras, sendo a maioria nas extremidades. O CEC que
ocorre em lesdes de inflamagdo cronica ¢ mais agressivo que aqueles que se desenvolvem de
uma Ceratose Actinica cicatricial (MACIEL; SERRA, 2004; HABIF, 2005).

O CEC originado em areas de radiagdo ou lesdo térmica prévia, em trajetos fistulosos
cronicos e ulceras crénicas sdo agressivos e apresentam alta incidéncia de metéstases,
enquanto os originados em Ceratose Actinica si0 menos agressivos € menos propensos a
metastases (HABIF, 2005).

A exposicdo intensa a luz solar na infancia, queimaduras de sol, pele clara, na
classificacdo I e II de Fitzpatrick, ocupa¢des em ambientes externos, sardas ou efélides,
telangiectasias, sdo igualmente considerados predisponentes ao CEC (FITZPATRICK et al.,
2003; HABIF, 2005).

Nao obstante, estudos revelam que o CEC € o segundo tumor maligno mais frequente
na pele, variando em incidéncias nas diferentes partes do mundo, correspondendo a
aproximadamente 20% dos canceres de pele ndo melanomas e sua incidéncia vem
aumentando nos ultimos tempos (INCA, 2006).

O CEC geralmente se inicia com um espessamento da pele e placa indurada, cresce
lateralmente e verticalmente, gradualmente, vai se tornando um nodulo e, eventualmente,
forma crostas e ulceras. A maioria das lesdes ocorre em areas expostas aos raios solares, tais
como face, orelhas, labios, maos e bragos sendo mais raras em areas ndo expostas ao sol,
como as gluteas e as da genitdlia. Uma variagdo rara ocorre na regido plantar, chamada
LEpithelioma Cuniculatum, que ocorre predominantemente em negros (MEHREGAN ez al.,
1995).

O carcinoma “in situ”, com placas vermelhas e lisas, denominado doen¢a de Bowen
que aparece nas mucosas da glande, vulva e mucosa anal, ¢ conhecido como Eritroplasia de
Queyrat (HABIF, 2005). A doenga de Bowen no pénis € mais comum em prepucio de ndo

circuncidados. Cresce muito lentamente e tem potencial para a invasdo, tornando-se CEC.
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(DU VIVIER, 1994; HABIF, 2005). A doenga de Bowen € um carcinoma intraepidérmico
que, ocasionalmente, evolui para CEC (DU VIVIER, 1994; HABIF, 2005). Geralmente
causado por exposi¢do solar ou ingestdo de arsénico. O arsénico € utilizado para tratar
psoriase e sifilis, e € usado também como pesticida, fungicida em preparagdes homeopaticas e
medicamentos fortificantes para criangas (DU VIVIER, 1994; HABIF, 2005).

Ao exame histologico do CEC, observa-se a presenca de células espinhosas atipicas
com varios niveis de queratinizacdo, formando as pérolas corneas. O Carcinoma pode ser
classificado quanto a diferenciagdo celular em: bem diferenciados, moderadamente
diferenciados e pouco diferenciados. Essa diferencia¢do celular pode seguir os critérios de
Broder, que divide os CEC em graus de I a IV, conforme a percentagem de células
indiferenciadas. Grau I. < 25% de células indiferenciadas, Grau II: < 50% de células
indiferenciadas, Grau III: < 75% de células indiferenciadas, Grau IV: > 75% de células
indiferenciadas (MEHREGAN ef al., 1995).

O grau de profundidade da lesdo esta relacionado com o tempo de evolugio da doenga.
Quanto mais cedo o diagnostico puder ser realizado e as lesdes forem mais superficiais, com
menor potencial para metastases, mais eficiente sera o tratamento e melhor o prognéstico (DU
VIVIER, 1994). Os fatores prognosticos do Carcinoma Espinocelular estdo relacionados ao
local, grau de diferenciacdo e profundidade da lesdo e ao fator determinante (MACIEL;
SERRA, 2004). O potencial metastatico pode ser relacionado com tamanho, localizagdo, grau
de diferenciacdo, evidéncia histologica de envolvimento perineural, estado imunologico,
profundidade da invasdo e tratamento prévio.Os tumores entre 2 ¢ 6 mm de espessura com
diferenciacdo moderada e uma profundidade de invasdo, que ndo estende além do subcutaneo,
podem ser classificados como carcinomas de baixo risco (DINEHART; POLLACK, 1982;
ROWE et al., 1992).

O risco de metastases ¢ alto para os carcinomas indiferenciados e maiores que seis mm
de espessura e conseqientemente se infiltram na musculatura, o pericondrio ou
periosteo.Deve-se ressaltar que as recidivas também estdo relacionadas com a espessura
(BREUNINGER et al., 1990).

Os tumores no couro cabeludo, fronte, orelhas, nariz, labios apresentam riscos maiores
de metastases (BRODLAND; ZITELLI, 1992). Sendo que os originarios do labio e orelha
apresentam metastases em 10 a 20 % dos casos (HOSAL et al., 1992). O CEC de labio tem
uma taxa de metastase de mais ou menos 11%, ou seja, € a maior entre os casos de Carcinoma
Espinocelular da pele (MOY, 2000). O CEC quando ocorre na linha de jungdo entre a

cavidade oral e a pele, torna os dados aferidos no cancer de pele e cancer de labio,
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geralmente, abstrusos. Isto devido a dificuldade na determinagdo do sitio de origem da
neoplasia, podendo tanto ser cadastrados como céncer de pele como cancer de mucosa oral.
(CALY et al., 2007).

O CEC pode se disseminar por expansdo e infiltragdo quando se alastra lateralmente,
apresentando crescimento em prateleiras ou deslizante, ou quando o tumor atinge uma
superficie rigida como musculo, cartilagem e osso. Ocorre também em 4areas com pouco
tecido subcutdneo como nariz, palpebras, orelhas, 1abios superiores, couro cabeludo. Ja a
disseminagdo por conduites ocorre ao longo de um nervo ou vaso no espago perineural ou
perivascular, na cabeca e pescogo. Metastatizam primariamente através de linfaticos,
inicialmente os linfonodos de drenagem superficial e depois os mais profundos. A metastase a
distancia, ocorre por via hematogénica, sendo os sitios mais comuns os pulmdes, figado,
cérebro, pele e osso (HABIF, 2005).

No CEC, os processos de invasdo e metastases sdo regulados por um complexo
sistema, decorrente da interagdo entre as células neoplasicas e as células estromais
hospedeiras. Tais processos ocorrem em consequéncia da degradagdo da membrana basal e da
matriz extracelular por diversas enzimas, dentre as quais as metaloproteinases da matriz
(MMP) apresentam destaque. Essas sdo enzimas zinco dependentes, pouco expressas em
tecidos normais, e substancialmente, aumentadas na maioria das neoplasias malignas
(PEREIRA et al., 2006, RIBEIRO ef al., 2008).

Certas enzimas como as gelatinases desempenham papel importante, degradando o
colageno, componente da membrana basal, participando do processo de invasdo do estroma e
dos vasos sanguineos, destruindo assim a membrana basal e disseminando as metastases
(PEREIRA et al., 2006, RIBEIRO ef al., 2008).

Atualmente, é aceito que a membrana basal, aquela que separa o epitélio do tecido
conjuntivo, representa a primeira estrutura a ser degradada durante o processo de invasdo das
células epiteliais neoplasicas (PEREIRA ef al., 20006).

O diagnéstico diferencial clinico do CEC ¢ feito com Ceratose Seborréica, Granuloma
Piogénico, Ceratose Actinica, Ceratoacantoma, Carcinoma Basocelular, Doenga de Bowen,
Melanoma Amelanoético, Tumor de Merkel, tumores de anexos e sarcoma. Quando o CEC €
muito indiferenciado, os diagndsticos diferenciais importantes histopatologicos sdo realizados
com o melanoma e o sarcoma, sendo as vezes, necessario, além da histopatologia, exame
imuno-histoquimico (HABIF, 2005).

O tratamento ¢ basicamente cirurgico, podendo se utilizar radioterapia como escolha.

Dependendo da natureza, tamanho e localiza¢do do tumor, a presenca ou ndo de metastase, e
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o estado geral de saude do paciente pode-se optar por este tratamento radioterapico (DU
VIVIER, 1994; MELEGA, 2002). Quando se detecta comprometimento linfatico deve-se
realizar o esvaziamento ganglionar, seguido de radioterapia (MELEGA, 2002). Se o CEC ¢é
reincidente, o tratamento mais adequado € a cirurgia excisional com congelac¢do pré operatoria
ou a Cirurgia Micrografica de Mohs — CMM (MELEGA, 2002). Apesar de todos os cuidados
com a manipulacdo do tumor e margens cirargicas adequadas, comprovadas pelo exame
anatomo-patologico, ainda sdo frequentes as recidivas do CEC (MELEGA, 2002)

O parametro histologico que orienta a escolha do tratamento envolve o grau de
diferenciacdo, presenca de invasdo perineural, invasdo linfatica, profundidade de invasdo,
espessura tumoral. Quanto a borda tumoral, se ela ndo for bem delimitada, € preferivel o
tratamento com cirurgia excisional ampla ou CMM (MELEGA, 2002). As técnicas de imuno-
histoquimica podem ser utilizadas mais rotineiramente, visto que promovem um resultado
confiavel, além de ser um método de facil execugdo e custo accessivel. E permitem auxiliar a
detec¢do de locais com maior predisposi¢do a transformagdo maligna e servir também como
fator progndstico no curso clinico do Carcinoma Espinocelular facilitando a conduta do

cirurgido (PEREIRA et al., 2000).

2.2.2 Ceratose Actinica

A Ceratose Actinica (CA) € uma desordem epidérmica, considerada uma displasia
epitelial resultante de exposi¢do croénica a luz dos raios solares. E muito comum em
individuos de pele clara (DU VIVIER, 1994; HABIF, 2005; KUMAR, 2005). Seu
aparecimento pode estar relacionado a exposicdo a hidrocarbonetos, arsénicos, e a
imunossupressdo pode também ser um fator de risco (LEFFELL, 2000).

A CA inicia-se clinicamente como uma pequena area de vascularizagdo aumentada ou
telangectasia. Sao comumente vistas como lesdes multiplas em areas expostas ao sol, tanto em
adultos quanto em idosos. Usualmente, as lesdes medem menos de um centimetro de diametro
e frequentemente sdo recobertas por escamas aderentes e levemente palpaveis, exceto nas
formas hipertroficas de apresentacdo (SCHWARTZ et al., 2003). Localizam-se amiude na
face, bragos e dorso da mao. Quando aparecem nos labios recebem o nome de queilite actinica

(ROBBINS; COTRAN, 2005; SMOLLER, 2006).
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Quando as lesdes deixam de ser intraepidérmicas e se estendem em profundidade,
rompem a membrana basal, envolvendo a derme papilar e a reticular, tornando-se entdo, um
CEC (COCKERELL, 2000). O potencial de mudanga de comportamento ndo pode ser
previsto por sinais clinicos ou por caracteristicas histologicas. As lesdes podem sofrer
remissdo espontdnea se a exposi¢do a luz solar for reduzida, contudo, novas lesdes podem
surgir. A probabilidade da CA evoluir para CEC ¢ estimada em 0,085% por lesdo/ano, por
conseguinte. Destarte, o CEC desenvolver-se-ia em uma taxa de, no minimo, 10,2% em 10
anos (DODSON et al., 1991; COCKERELL, 2000). Nos quais, até 60% dos CEC evoluem a
partir de CA (MARKS et al., 1986, MARKS et al., 1988).

Os pacientes, geralmente, percebem as lesdes, pela primeira vez, durante o verdo,
confirmando sua faculdade apos a exposi¢do solar, periodo em que podem se tornar mais
ativas (HABIF, 2005). As lesdes também podem surgir dois a quatro anos apos o transplante,
em pacientes imunodeprimidos (JENSEN et al., 2000).

Outras formas clinicas de apresentacdo incluem: corno-cutaneo, que € uma forma
hipertrofica que acumula ceratina e torna-se uma protuberancia hiperceratotica cronica; CA
pigmentada disseminada, que lembra um lentigo descamativo e ceratose seborréica.
(SCHWARTZ et al., 2003; HABIF, 2005)

Os CECs que evoluem a partir das Ceratoses Actinicas ndo sdo agressivos, no entanto,
podem metastatizar. Existem varios sinais clinicos que dificultam a distingdo entre CA e
CEC, entre os quais: aumento da espessura, vermelhiddo, dor, ulceragdo e tamanho da lesdo
(SCHWARTZ et al., 2003; HABIF, 2005).

Histologicamente, uma CA compreende células epiteliais anormais confinadas a
epiderme. As células tem nucleos grandes pleomorficos e citoplasma acidéfilo. Algumas, em
mitose, mostram sinais de cornificagdo deficiente com células diceratoticas e paraceratose
(COCKERELL, 2000; HEAPHY; ACKERMAN, 2000).

A radiag@o ultravioleta da inicio ao processo, induzindo mutagdo no DNA, na maioria
das vezes, no gene supressor tumoral p53 e nos queratinocitos. As células com p53
disfuncional podem, com exposi¢do adicional a radiagdo, serem estimuladas a sofrer uma
proliferacdo celular clonal descontrolada na epiderme, produzindo CA. Deste modo, uma
exposi¢do continuada a irradiagdo UV permite a progressdo tumoral mediante a sele¢do de
clones de células resistentes a apoptose (CABRERA MORALES et al., 2006). Entretanto,
nem todas as CAs levam ao CEC, mesmo em tempo prolongado de evolu¢do (SMOLLER,

2006).
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Estudos recentes tém buscado detectar alteragdes na expressdo e metilagdo de genes
supressores que possam estar associados a progressdo da Ceratose Actinica para Carcinoma
Espinocelular (ORTONNE, 2002; SCHWARTZ et al., 2003).

Os pacientes portadores de CA necessitam de avaliagdes periodicas, sendo as medidas
preventivas essenciais. Essas podem ser: filtro solar, vestimentas, 6culos, e chapéus indicados.
(HABIF, 2005). Algumas vezes tal ceratose sofre remissdo espontanea. Os filtros solares mais
indicados sdo aqueles combinados, que bloqueiam igualmente UVA e UVB (HABIF, 2005).

Em relagdo ao paciente com poucas lesdes superficiais, o tratamento cirurgico pode
ser adiado. As pequenas lesdes devem ser reexaminadas periodicamente por causa da
remissdo espontdanea, sendo que os pacientes devem evitar exposi¢do solar subsequente.
Todavia, nas lesdes maiores o tratamento deve ser incisivo, a fim de interromper a progressao
para o CEC (SCHWARTZ et al., 2003; HABIF, 2005).

Dentre as formas terapéuticas utilizadas, deve-se aludir: crioterapia com nitrogénio
liquido, que causa a separagdo entre a epiderme e a derme; remogdo cirurgica, com ressec¢ao
a bisturi; eletro cauterizagdo; e laser de CO2. A quimioterapia topica com 5-FU, um agente
que se incorpora as células em divisdo, acaba por resultar em morte celular. No que tange as
células normais adjacentes (que estdo fora do ciclo celular) nota-se que, geralmente, sdo as
menos afetadas. Outros farmacos também podem ser utilizados, a saber: Imiquimode creme a
5%, modulador da resposta imune; diclofenaco sédico a 3% e 4cido hialurénico a 2,5%

(HABIF, 2005; O’GRAY et al., 2007).

2.3 O Ciclo Celular: Mecanismos de regulacao e proliferacio celular

O entendimento do ciclo celular e dos seus mecanismos reguladores ¢ de suma
importancia para o estudo das neoplasias cutdneas. Igualmente sua biologia, diagndstico e
progndstico. Posto que, na maioria das neoplasias, ha grande percentual de células no ciclo
celular (FARIA, 2002).

A proliferagdo celular caracteriza-se como um processo bioldgico importantissimo
para o organismo. Ela ¢ definida como o aumento do nuimero de células que tenham
completado seu ciclo celular. Sabe-se que o controle desse processo ¢ perdido nas lesdes
cancerosas, aparecendo a proliferacdo celular anormal como fator precursor na origem de

tumores malignos (BROWN; GATTER, 1990).
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Os genes supressores tumorais codificam proteinas que reduzem ou inibem a
progressdo do ciclo celular, através de fases especificas. Células tumorais em varios estagios
de progressdo apresentam alteragdes estruturais ou de expressdo génica, correlacionadas a
agressividade do tumor (RABENHORST ef al.,, 1994).

O ciclo celular ¢ uma cascata de eventos que se processam de maneira ordenada,
assegurando a duplicagdo fiel dos componentes celulares em uma sequéncia logica, seguida
da divisdao destes componentes em duas células filhas idénticas. Compreende quatro fases: o
periodo antes da sintese de DNA (G1), a fase de sintese de DNA (S), o periodo depois da
replicagdo do DNA (G2) e a fase mitotica que culmina na divis@o celular (RABENHORST et
al., 1994, AGUIAR, 1996; QUEIROZ, 1997). Quando as células estdo fora do ciclo celular
encontram-se na fase GO, caracterizada pela quantidade idéntica de DNA vista na célula em
Gl1, porém sem as macromoléculas necessarias a duplicagio do DNA. Em GO as células
podem permanecer um espago de tempo indeterminado (AGUIAR, 1996; QUEIROZ, 1997).

A duracgdo dessas fases varia com o tipo celular e é também dependente de outras
condigdes como idade, presenca de fatores de crescimento e hormonios (RABENHORST et
al., 1994).

As fases G1, S e G2 compreendem 90% do tempo total do ciclo celular e caracterizam
a interfase. A progressdo das fases do ciclo celular é realizada pela presenga de limites que
agem antes do comego da fase S ou M e se concluem quando ocorre a replicacdo do DNA,
anterior a entrada da célula na mitose. O mecanismo de controle do ciclo celular ¢ um
dispositivo bioquimico operando ciclicamente através de proteinas alvo interagindo entre si,
induzindo e coordenando os processos envolvidos na divisio dos conteudos celulares.
(FARIA, 2002).

O ciclo celular apresenta seus proprios controles internos, chamados de pontos de
verificagdo. Existem dois pontos principais: um na transi¢do G1/S e outro G2/M. A fase S é o
ponto limite no ciclo. E, antes de uma proliferacdo celular, o ponto de verificagdo em G1/ S
avalia a presenca de lesio de DNA. Se houver lesio de DNA, o equipamento de reparo do
DNA e os mecanismos que reparam o ciclo celular entram em agdo (FARIA, 2002; KUMAR,
2005).

Longe de ser visto apenas como um grupo de quatro etapas, o ciclo celular se
apresenta bem mais complexo, controlado por mecanismos molecular reguladores altamente
conservados, ativados e movidos em sequéncias organizadas (LEVINE ef al., 1994).

Um fator importante da regulacdo do ciclo ¢ dado pelas proteinas “quinase ciclina-

dependente” (CDK), cuja regulagdo por fosforilagdo ¢ feita pelas ciclinas. As ciclinas sdo
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proteinas de ocorréncia ciclica que sdo ativadas e degradadas no ciclo celular. Existem
basicamente duas classes de ciclinas: as mitéticas e as ciclinas G1. As mitoticas, juntamente
com as CDKs, formam o fator promotor de matura¢do ou mitose (MPF), capazes de controlar
a entrada da célula nessa fase. As ciclinas G1 sdo necessarias para a entrada da célula na fase
S. No entanto, as proteinas CDK agem fosforilando residuos de serina e trionina de proteinas
alvo (KUMAR et al.,, 2005). Nesses pontos de checagem, varias condi¢des sdo analisadas.
Como por exemplo, no ponto de controle G: o tamanho celular e a condi¢do do meio celular
(FARIA, 2002)

A progressdo das células que iniciaram o ciclo é controlada por horménios, nutrientes
e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento estimulam a célula a se proliferar através
da ligagdo com receptores especificos. Os quais, uma vez ativados, emitem um sinal de
transdugdo, via segundos mensageiros do citoplasma ao nucleo celular (RABENHORST et
al., 1994).

Os sistemas reguladores do ciclo celular, sua regulagdo com fatores de crescimento,
oncogens, gens supressores de tumor e as proteinas envolvidas com a progressdo das diversas
fases do ciclo celular sdo objetos de estudos variados no campo da biologia tumoral. Estes
estudos visam a detec¢do e quantificacdo das células em proliferagdo, objetivando a obtengdo
de uma estimativa de crescimento celular com consequente repercussdo no prognostico e
tratamento dos mais variados tumores (RABENHORST et al., 1993).

Os mecanismos para avalia¢do da cinética celular sdo complexos, demandam tempo e
equipamentos especiais. Os primeiros trabalhos em cinética de proliferacdo celular eram
baseados em medidas de indice mitdtico e no uso de varios agentes cinéticos. No entanto, a
contagem de mitoses ndo ¢ fidedigna ou reproduzivel, refletindo apenas parte do ciclo celular
(RABENHORST et al., 1993).

Contudo, a utilizagdo de anticorpos dirigidos contra antigenos especificos expressos
nas células proliferantes dos tumores, oferecem como vantagem, permitir a analise simultanea
da proliferacdo celular e de sua histologia. Os métodos imuno-histoquimicos, que utilizam
anticorpos dirigidos as proteinas do ciclo celular, sdo de ampla importancia, podendo ser
empregados a tecidos rotineiramente fixados e processados. Além do mais, permite que se
mostre a distribui¢do espacial e até mesmo o fendtipo das células em proliferagdo (AGUIAR,
1996).

Na identificag@o das células em proliferag@o, algumas proteinas envolvidas com a fase
replicativa do DNA tem sido utilizadas como marcadores de proliferagdo celular, destacando-

se 0 PCNA e o antigeno Ki-67. A avaliagdo destes marcadores fornece a possibilidade de
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investigacdo de tumores humanos de maneira simplificada, rapida e com baixo custo
(RABENHORST ef al.,, 1993; RABENHORST ez al., 1994).

Tem-se buscado a melhoria das técnicas imuno-histoquimicas para detectar esses
antigenos e as recuperac¢des antigénicas em materiais previamente processados em parafina,

além da especificidade da recuperagdo (KUBBUTAT, 1994).

2.4 Oncogénese

Qualquer gen que codifica uma proteina capaz de transformar células em cultura ou de
induzir cancer em animais € chamado oncogene. Dos muitos oncogenes conhecidos, a maioria
sdo derivados de genes celulares normais — proto-oncogenes, cujos produtos participam no
controle dos processos de crescimento celular (SOEHNGE; ANANTHASWAMY, 1997).

Os oncogenes sdo, em geral, geneticamente dominantes, sendo que a mutagdo de uma
copia de proto-oncogene ¢ suficiente para produzir o fenotipo (MARTINEZ et al., 2006).

A transformagdo de uma célula normal em célula maligna envolve um processo
relacionado ao dano do genoma. Existem quatro tipos de genes envolvidos na patogénese do
cancer: 0s oncogenes, os genes supressores de tumor, os genes relacionados a apoptose e 0s
genes de reparo do DNA. A proliferagdo de uma célula tumoral envolve dois mecanismos
basicos que sdo: mutac¢des, que aumentam a atividade das proteinas codificantes, os chamados
oncogenes, € mutagdes que inativam a funcdo de um gene, o chamado gene supressor de
tumor. Os oncogenes podem ser classificados em fatores de crescimento, receptores de fatores
de crescimento, proteinas sinalizadoras, fatores transcripcionais nucleares e ciclinas cinases
dependentes (FARIA, 2002).

As células normais necessitam, para a proliferagdo celular, do estimulo de fatores de
crescimento, os quais se ligam aos receptores especificos, desencadeando uma série de
reacdes que culminam com a proliferacdo celular. Esses fatores incluem o fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator & de crescimento de tumor (TGF-&) e o fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF). As células neoplasicas providenciam mecanismos
que permitem a ativagdo constante dos fatores de crescimento, o que resulta em estimulo
mitogénico continuado (FARIA, 2002).

Os oncogenes ativam fatores de transcrigdo como a ciclina D, para que ocorra a

fosforilagcdo do produto do gene retinoblastoma (pRb) e assim, por conseguinte, inicie a
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divis@o celular. Entre os genes supressores de tumor, destaca-se o p53, que € considerado o
“guardido do genoma” pelas inumeras fungdes celulares que controla, destacando-se a
ativagdo inadequada de oncogenes, o controle da observac¢do de quebra nas fitas de DNA, e a
insuficiéncia de nucleotideos para sintese de DNA. A ativagdo da p53, como fator de muitos
genes envolvidos no reparo do DNA, induz a parada em G1 e apoptose. O valor do papel
desempenhado pelo p53 fica evidenciada pelo fato de que mais de 70% das neoplasias
malignas do ser humano apresentam alteracdes deste gene (FARIA, 2002).

Tem-se procurado avaliar a expressdo de alguns oncogenes com a finalidade de
entender melhor os eventos subcelulares associados a oncogenese e suas correlagdes com o
comportamento biologico de diversos tumores. A compreensio dos mecanismos que
promovem instabilidade gendmica, como ganhos ou perdas de sequéncias e translocacdo
cromossdmica, pode num futuro préximo, ndo sé auxiliar no estadiamento tumoral como
também no estabelecimento de novas terapias, que irdo beneficiar milhares de portadores de

tumores diagnosticados anualmente em todo o mundo. (MARTINEZ et al., 2006).

2.5 Apoptose

O termo apoptose foi introduzido para caracterizar a morte celular programada. O
patologista australiano Kerr ef al. (1972) observando células morrendo em diversas condigdes
patologicas ou ndo, verificaram que elas partilhavam de uma morfologia estereotipada,
aplicando a este fendmeno o termo apoptose, que do grego “apo”, significa para longe e
“ptosis”: queda, palavra usada por poetas gregos para descrever flores ou folhas cadentes
(KERR et al., 1972).

Nos ultimos vinte anos, o estudo da apoptose vem sendo intensificado devido sua
importancia na determinacdo dos mecanismos patogénicos das doengas hematoldgicas e
neoplasias malignas. Sua regulagdo envolve uma linha complexa de proteinas supressoras e
efetoras - atuando em diversas vias - e o balango entre esses elementos, o que levara a
destrui¢do celular, ou a resisténcia a morte celular programada (LO MUZIO et al., 2001,
FARIA, 2002; JACKSON ef al., 2002;).

Altera¢des bioquimicas e morfologicas da apoptose ja foram bem definidas por
estudos utilizando microscopia eletronica. Inicialmente, ocorre redistribuicdo dos poros da

membrana nuclear e, posteriormente, condensa¢do da cromatina, com degradagdo do DNA
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por endonucleases em fragmentos regulares de 180 a 200 pares de bases. Os quais,
correspondem aos nucleossomos. A fragmentacdo do DNA internucleossomal reflete a
degradacdo proteolitica de polipeptideos intracelulares realizada por enzimas proteoliticas
denominadas caspases, nome derivado de cisteina-protease (LO MUZIO er al., 2001,
KUMAR et al., 2005).

Basicamente duas vias podem induzir a célula a apoptose. A via interna, relacionada
principalmente a atividade mitocondrial e a liberagdo do citocromo c, e a via externa,
desencadeada pelo estimulo de receptores na superficie da membrana celular (FARIA, 2002,
KUMAR et al., 2005).

Varios receptores de membrana foram identificados como sinalizadores de morte
celular. Entre eles a familia Fas (CD95) e fator de necrose tumoral receptor do tipo um (1)
(TNFR1), que ¢ mais proeminente. Esses receptores podem ser ativados por ligagdo cruzada
do “Fasligand” (Faz-Fasl), levando a trimerizagdo, como o agrupamento da molécula
adaptadora “Fas-associeted Death Domain” (FAAD). A procaspase-8 ¢ entdo ativada por
oligomerizacdo e autoclivagem, levando a ativag@o sequencial a jusante das caspases efetoras
(FARIA, 2002; KUMAR et al., 2005).

As caspases podem também ser ativadas por via mitocondrial, cujo processo envolve a
procaspase-9. A intera¢do do Bax (gene de proteina X associada ao Bcl-2) com o Bid (gene de
dominio de interagdo B43 da familia Bcl-2) causa oligomerizagdo do Bax e o insere na
membrana mitocondrial, desencadeando a liberagdo do citocromo ¢ e de outras proteinas
mitocondriais (FARIA, 2002; KUMAR et al., 2005).

Uma vez no citoplasma o citocromo ¢ se liga ao fator 1 ativador da apoptose - Apaf-1
(apoptosis activating factor-1) Esse complexo ativa a procaspase 9, com clivagem
subsequente da caspase-3, caspase-6 e caspase-7 (FARIA, 2002; KUMAR et al., 2005).

Células apoptdticas podem ser identificadas em laminas coradas pela técnica da
hematoxilina e eosina ao microscopio optico. As caracteristicas observadas sdo compativeis
com a fase tardia da apoptose, quando o citoplasma apresenta-se eosinofilico, a cromatina se
condensa na membrana nuclear e ha formagdo de corpos apoptdticos. No entanto, a sua
ocorréncia em células isoladas e seu discreto aparecimento e resolugdo dificulta sua detecgdo,
consumindo mais tempo, além de necessitar de um observador capacitado (BALASSIANO,
2004).

Nos ultimos tempos foi descoberto um mecanismo de interag@o entre a via extrinseca e

a via mitocondrial de ativagdo das caspases. Tal mecanismo promove a ativagdo do Bax,
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levando a libera¢do de citocromo ¢ pela mitocondria e ativacdo da procaspase-9 (FARIA,
2002).

A regulagdo da apoptose mostra-se importante para o desenvolvimento ¢ manuten¢io
dos tecidos normais. Os disturbios apoptoticos, considerados o primeiro evento em alguns
tipos de cancer e leucemia, permitem que células malignas tenham maior sobrevida, o que

contribui para que ocorra a expansdo neoplasica (BALASSIANO, 2004).

2.6 Marcadores Tumorais

Na busca de estratégias de prevencdo e diagndstico do cancer tem ocupado lugar de
destaque a busca de marcadores tumorais mais sensiveis, que indiquem a transformagao
maligna precoce. A utilizacdo de marcadores imuno-histoquimicos de proliferacdo celular,
aplicados a patologia das neoplasias, permite a compreensdo das alteragdes morfologicas
ocorridas no processo de transformagao neoplasica (MONTESANO ez al., 1997).

Um indicador da carcinogénese precoce ¢ o aumento da atividade proliferativa do
tecido transformado. Em virtude dos avangos obtidos nos métodos de estudo da proliferacao
celular e do maior conhecimento sobre os mecanismos de controle do ciclo celular, a
atividade proliferativa pode hoje ser facilmente avaliada em material rotineiramente
processado através de métodos imuno-histoquimicos (AGUIAR, 1996).

Assim torna-se evidente a preocupacdo de diversos autores na busca de marcadores
biologicos que, junto aos pardmetros clinicos e histologicos, auxiliem o estabelecimento do
diagnostico, progndstico e tratamento dos tumores (MONTESANO et al., 1997).Os dois
marcadores imuno-histoquimicos mais usados para estudar a proliferacdo celular sdo o
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e o antigeno Ki-67. Para o estudo da
apoptose sdo o Bcl-2 e pS3 (BALASSIANO, 2004).

A literatura pesquisada sugere que a expressdo de um ou mais genes supressores
tumorais tem se mostrado alterada na progressdo de ceratose actinica (CA) para Carcinoma
Espinocelular (CEC). Sendo assim, fica clara a importancia da verificagdo da expressdo dos

marcadores tumorais nessas patologias.
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2.6.1 p53

A identificagdo da proteina pS3 foi uma consequéncia direta da estabilizagdo dessa
proteina pelo antigeno T do virus SV-40. O gene p53 normal atua como gene supressor
tumoral. E a proteina selvagem atua inibindo a proliferagcdo celular e a transformacio
(LEVINE et al., 1991).

Localizado no brago curto do cromossomo 17p, esse gene codifica uma fosfoproteina
nuclear de peso 53 KDa, que regula a proliferagcdo e a morte celular. Durante muito tempo, a
proteina foi conhecida como um oncogene, depois foi descoberta a sua relagdo com o controle
da proliferagdo celular, inibi¢do do crescimento e da transformagdo neoplasica. Essa proteina,
quando acumulada na célula, promove a parada do ciclo celular na fase G1, permitindo que
possiveis danos ao DNA causados por agentes que levam a mutagdes génicas sejam reparados
(BIOSCIENCE, 2005).

A p53 quando em forma mutada apresenta uma meia vida de 6 horas e pode ser
detectada pela técnica de imuno-histoquimica. J4 a forma selvagem tem meia vida muito
curta, com cerca de 6 a 20 minutos (LEVINE ef al., 1992).

Nas neoplasias humanas, as mutac¢des da proteina p53 sdo muito comuns, chegando a
atingir 50% dos canceres humanos. Uma grande frequéncia de mutagdes na pS3 € verificada
no Carcinoma Espinocelular (CEC) de boca, podendo exercer um papel importante nos
estagios iniciais de canceres de cabeca e pescogo, estando sua presenga nos estagios finais
associada com prognostico ruim (CALY et al., 2007).

A p53 funciona como uma proteina guardid do genoma, impedindo, portanto, que
células que sofreram mutagdes proliferem. Além do mais, atua como um policial molecular
quando o DNA ¢ danificado. Isso ocorrido, nota-se o aumento da producdo de p53, que se
acumula na célula e paralisa o ciclo celular em G1, dando tempo para o reparo do DNA. Se
esse reparo ndo ¢ possivel, a p53 dispara entdo a apoptose (LEVINE ef al., 1994, AGUIAR,
1996; PARK et al., 2004, STRATIGOS et al., 2005).

Normalmente, a proteina p53 se liga ao DNA podendo ativar ou suprimir determinados
genes. Um gene que pode ser ativado pela p53 ¢ o WAFI1/CIP1, cujo produto proteico
codificado ¢ uma proteina chamada p21 que se liga e inibe a atuacdo da ciclina/CDK,
paralisando o ciclo celular antes que a célula seja ordenada a se dividir, propiciando tempo

para que o reparo do DNA se processe ( AGUIAR, 1996).
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As mutagdes do p53 s@o consideradas a alteragdo genética mais comum no cancer
humano ( LEVINE ef al., 1991,CAVALCANTE JR et al., 2003). A proteina p53 ¢ altamente
conservada durante o processo de evolugdo, sendo identificada em vérias espécies. A
comparacdo da sequéncia de aminoacidos de todas as proteinas p53 revela cinco blocos de
sequéncias conservadas. E esses blocos sdo os locais mais afetados pelas muta¢des (LEVINE
et al., 1994).

Foi demonstrado que a deficiéncia no mecanismo da apoptose pode predispor o
individuo a ter cancer de pele. Tal capacidade do p53, provavelmente, da-se através de sua
funcdo na transcricdo génica. O p53 normal se liga a0 DNA e € capaz de transativar ou
transsuprimir a transcri¢do de outros genes (LEVINE ez al., 1994).

Se por um lado o significado das alteragdes do p53 no progndstico do cancer ndo se
configure claro em plenitude, por outro, elas nos permitem predizer o risco de malignidade de
uma determinada lesdo. Isso se deve ao fato de que o p53 possui uma meia vida bastante
curta, sendo detectada somente quando da presenca de alteracdes de sua morfologia, levando
a um consideravel aumento da sua meia vida (AGUIAR, 1996; SOUZA, 2004).

Dos varios métodos usados para avaliar a expressdo do p53 em neoplasias humanas, a
analise dos niveis da proteina no tecido neoplasico € considerada o melhor procedimento.
Desde que o conteudo protéico seja o ponto final da expressdo génica e sendo este o
mecanismo pelo qual a fungdo do gene ¢ efetuada. (CHANG et al.,, 1998, SHIMIZU et al.,
1999).

A identificagdo imuno-histoquimica do p53 tem sido associada a uma grande
variedade de neoplasias malignas humanas, sendo que a sua detec¢do pode ser util como
marcador de malignidade e de possivel prémalignidade (BATINAC et al., 2004, HO KIM et
al., 2006).

A imunorreatividade para p53 também tem sido observada no epitélio hiperplasico
adjacente ao tumor. Rabenhorst (1994) observou a imunorreatividade do p53 no epitélio
hiperpléasico adjacente ao tumor cutdneo e Campbell ef al. (1993) ja haviam mostrado esta
imunorreatividade em queratindcitos aparentemente normais nas margens de carcinoma “in
situ” de pele, sugerindo que isso poderia representar um evento precoce no processo de
transformag@o maligna.

A expressdo da p53 nas lesdes proliferativas cutaneas, incluindo lesdes benignas tais
como Ceratose Actinica e ceratoacantomas, mostram que a mutagdo do pS53 causada pela
radiagcdo ultravioleta pode indicar transformag¢do maligna precoce e indicar o grau de

malignidade estudada por varios autores ( HELANDER ef al., 1993; NAGANO ef al., 1993;
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KERSCHUMANN ef al., 1994;: WIKONKAL ef al., 1997; BATINAC, 2004; STRATIGOS ef
al.,2005; GAITONDE; RONALI, 2007).

Estudos realizados imuno-histoquimicamente no uso da proteina p53 em lesdes bucais
e potencialmente malignas observaram positividade para p53, sendo que nenhuma das
queratoses ou hiperplasias sem atipia ou amostras de tecido normal apresentou positividade
para p53 (AGUIAR, 1996).

Buscando verificar em que momento da tumorigene as alteragdes da p53 poderiam ser
detectadas foi estudada a expressdo imuno-histoquimica da pS3 em carcinomas de cabeca e
pescog¢o, que apresentavam epitélio adjacente ao tumor, histologicamente normal,
hiperplasico, ou atipico. Os achados mostraram tal expressdo em 45% dos carcinomas. Foi
encontrado aumento progressivo na expressdo da pS3 a medida que os tecidos progrediram
para a malignidade, ndo s6 em relacdo ao nimero de células marcadas e intensidade da
reacdo, mas também analogamente a reacdo as camadas parabasais (AGUIAR, 1996).

A deteccdo da p53 vem sendo demonstrada como um bom marcador imuno-
histoquimico em eventos iniciais da carcinogenese da cabeca e pescogo e até em locais onde
ndo se identificam alteragdes histopatologicas. Estudos mostraram positividade para proteina
pS3 em epitélios com significativa distdncia do sitio primario do tumor e em lesdes pré

malignas (AGUIAR, 1996; STRATIGOS et al., 2005).

2.6.2 PCNA

O antigeno nuclear de células proliferativas (PCNA) foi descrito a partir do soro de
pacientes com lupus eritematoso sistémico, em estudo da sintese de macromoléculas durante o
ciclo celular de células HelLa, que constituem um exemplo classico de linhagem celular
imortalizadas. O antigeno ¢ um marcador de proliferacdo celular deveras util no estudo do
comportamento biolodgico de muitos tumores (BRAVO ef al., 1987, RABENHORST et al.,
1993).

O seu aparecimento periddico, ao longo do ciclo celular, fez com que ele fosse
designado PCNA/ciclina, embora ndo guarde nenhuma homologia com as classicas ciclinas
do ciclo (KURSKI ez al., 1986).

Estudos mostraram a existéncia de duas populagdes de PCNA durante a fase S do

ciclo celular. Uma, a nucleoplasmatica, esta presente em células quiescentes e ¢ facilmente
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extraida por detergentes. A outra esta associada a sitios de replicacdo do DNA e ndo pode ser
extraida com solventes organicos (BRAVO, 1987).

A avaliagdo da proliferacdo celular com o emprego do PCNA ¢ compativel
com os métodos tradicionais e por vezes até superior a métodos como a citometria de fluxo. O
processamento e a fixacdo podem influenciar na qualidade da rea¢do imuno-histoquimica do
antigeno PCNA, o que pode propiciar coloragdo de fundo e gerar alguns problemas na
quantificagdo da marca¢do. Todavia, alguma varia¢do na intensidade de marcagdo pode ser
explicada pela propria diferenga no nivel de expressdo desse antigeno durante as fases do
ciclo celular (SOUZA et al., 2004).

Uma grande variedade de anticorpos que reconhecem o PCNA encontra-se disponivel,
atualmente. Eles vdo desde o soro de pacientes com lupus eritematoso sistémico e outras
doengas autoimunes até anticorpos monoclonais PC10, 19 A2 e 19F4. Estes anticorpos
monoclonais reagem com epitopos antigénicos resistentes a fixacdo em formalina, o que
facilita o seu uso em materiais colhidos rotineiramente (RABENHORST ef al., 1994). Deste
modo, a grande disponibilidade comercial de anticorpos monoclonais antiPCNA, com
capacidade de reagir com epitopos antigénicos resistentes a fixagdo, facilita
consideravelmente o seu emprego em materiais colhidos em rotina ou de arquivos, o que lhe
confere vantagens sobre um outro marcador, o Ki-67, em estudos clinicos e experimentais
(RABENHORST et al.,, 1993; LU et al., 1999).

Comparando a imuno-histoquimica para PCNA com diversos métodos para analise de
proliferacdo celular em uma amostra constituida de Carcinomas Epidermoides (CEC),
leucoplasias e epitélio bucal normal, concluiram que a imuno-histoquimica para PCNA ¢ o
método mais facil e confidvel na detecgdo de células proliferantes quando comparado aos
outros marcadores de proliferacdo celular (AGUIAR,1996, ARISAWA ef al 1999,
BALASSIANO, 2004).

A expressdo do PCNA avaliada por tais métodos esta correlacionada a atividades
mitoticas, gradacdo histologica e comportamento clinico de alguns tumores. O que a torna
muito util no estudo dos tumores cutaneos (LU ef al., 1999).

O PCNA pode ser uma boa alternativa para o estudo da proliferagdo celular em
materiais emblocados em parafina, permitindo a identificacdo de compartimentos de
proliferagdo dentro dos tumores. Além disso, a imunorreatividade do PCNA tem mostrado
correlacdo ao prognostico de tumores e € notoriamente Util em casos de dificil previsdo do

curso clinico a partir do quadro histologico (TOTH ef al., 1996; LU ef al., 1999).
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Uma diferenca significativa € observada entre os indices de PCNA nas lesdes cutaneas
benignas como as leucoplasias, e nas malignas tais quais carcinomas, bem como, demonstra-
se perceptivel a reducdo significante nos indices de PCNA nos carcinomas apos
quimioterapia. Ocorréncia que levou alguns autores a concluirem que a resposta das
neoplasias aos agentes quimioterapicos pode ser estimada através de medidas consecutivas do
PCNA (TOTH et al., 1996; LU ef al., 1999). Foi identificada também uma forte correlagdo
entre atipia e a expressdo suprabasal do PCNA (HUANG ef al., 1994).

Quando a radiag@o ultravioleta induz a carcinogénese cutdnea, observa-se que a
expressdo do PCNA em queratindcitos de pele exposta ao sol é maior na camada suprabasal
do que na basal e estd associada a progressdo para cancer de pele. No epitélio normal e nas
lesdes hiperplasicas, o PCNA tem expressividade apenas na camada basal, enquanto na
expressdo suprabasal foi observada em todas as displasias, carcinomas “in situ” e invasivos
(AGUIAR, 1996).

Verificou-se que a expressdo do PCNA no epitélio normal é observada apenas na
camada basal. Porém, no epitélio normal, localizado proximo aos carcinomas de cabega e
pescogo, a expressdo do PCNA tem sido relatada tanto na camada basal quanto na parabasal
do epitélio. Alguns autores tem relatado a expressdo da PCNA no epitélio normal e uma forte
correlagdo entre atipia e a expressdo suprabasal do PCNA ( TSUJI ef al., 1992; SHIN et al.,
1993;HUANG et al., 1994).

A expressio do PCNA avaliada por imuno-histoquimica estd correlacionada a
atividade mitotica, a gradacdo histoldgica e ao comportamento clinico de alguns tumores.
Portanto, sem conhecer o exato momento do ciclo celular, ndo € possivel determinar se o
elevado namero de células PCNA positivas em uma neoplasia € fruto do alto “turnover” ou se
indica uma grande propor¢do de células dividindo-se em prolongado ciclo celular
(QUEIROZ, 1997).

A vida do PCNA ¢ longa - cerca de 20h, o que poderia justificar o porqué das células
fora do ciclo celular permanecerem positivas durante certo periodo de tempo. Niveis elevados
de PCNA podem, ainda, refletir o processo de reparo do DNA (ARISAWA et al., 1999).

Fatores técnicos como processamento, tempo de fixacdo e tipo de fixador podem
influenciar a expressio do PCNA, que se torna reduzida apdés um periodo de 48h.
Considerando o fato de que os anticorpos reagem com epitopos antigénicos resistentes a
fixagdo em formol, o seu uso em material de arquivo ¢ praticivel (RABENHORST ez al,,

1994).
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Com o objetivo de encontrar um marcador para as fases iniciais de desenvolvimento do
cancer, foi estudada a expressdo de PCNA em Carcinomas Espinocelular de cabega e pescogo
e no epitélio adjacente. Os autores observaram aumento na expressdo da PCNA na medida em
que os tecidos progrediram de epitélio normal para hiperplasico, de hiperplasia para atipia e
de atipia para CEC. Concluiram, enfim, que o PCNA pode ser um biomarcador util para os
multiplos passos da carcinogénese e sugeriram a utiliza¢do do PCNA em triagens quimio

preventivas (AGUIAR, 1996).

2.6.3 Ki-67

O anticorpo monoclonal ki-67 foi assim designado por ter sido produzido na
Universidade de Kiel, Alemanha, sendo o clone produtor detectado na 67* placa de cultura de
tecido (BROWN; GATTER, 1990). A natureza molecular do antigeno identificado pelo Ki-67
permanece desconhecida. Sabe-se que corresponde ao produto de uma sequéncia génica que
codifica uma proteina ndo-histonica de peso molecular aparente de 345-395 KDa
(RABENHORST et al., 1993; AGUIAR, 1996 ).

Gerdes et al. (1983) produziram o anticorpo monoclonal inicialmente contra a
linhagem de células de Hodgkin e Reed-Staenberg. No entanto, observaram a identificacdo de
um antigeno nuclear presente nas células em proliferacdo dos tecidos estudados, assim como
nas células tumorais de algumas neoplasias malignas selecionadas. Em contraste, essa
marcagdo ndo foi observada em células normais no estagio de laténcia. Concluiram, de tal
modo, que a identificagdo do Ki-67 tornar-se-ia uma valiosa ferramenta para uma segura e
rapida determinag@o do indice de proliferacdo das neoplasias malignas, pois que o percentual
de células em proliferacdo representa grande valor prognostico, além de dar ao paciente
portador da patologia a chance de receber o tratamento adequado.

O antigeno ¢ expresso durante todo o ciclo celular, exceto em G1 precoce, estando
ausente de células em GO. A sua expressdo aumenta na segunda metade da fase S, alcangando
o maximo em G2 e M (GERDES e al., 1983).

As taxas de avaliagdio do indice de proliferagdo celular, usando anticorpos
monoclonais anti-Ki-67 encontrados comercialmente, sdo compativeis com aquelas dos
métodos tradicionais. Alguns estudos tem demonstrado correlagdes entre a marcagdo com Ki-

67 e o grau de malignidade e outros aspectos prognosticos em varios tipos de neoplasias,
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incluindo carcinoma de mama, melanomas e linfomas (ARISAWA et al., 1999). Entretanto,
ha evidéncias de que o tratamento de células com agentes citotoxicos como a aduamicina e a
hidroxiureia, diminui o nivel antigénico deste marcador e células com caréncia nutricional
(que ndo sdo incomuns nos tumores) podem ter imunorreatividade discrepante em relagdo a
outros parametros de proliferacdo celular (RABENHORST ef al.,, 1994).

A imunopositividade para o Ki-67 aparece localizada no nucleo ou em regides
perinucleares (BALASSIANO, 2004).

A vida média do Ki-67 e de menos de 1 hora, sendo que o cromossoma 10 parece estar
envolvido na expressdo da proteina que apresenta intima associagdo com o ciclo celular
(AGUIAR, 1996). De tal fato provem a limitagdo do emprego do Ki-67 monoclonal na rotina
laboratorial, sendo necessarios tecidos a fresco ou congelados, ja que o epitopo reconhecido
por ele € destruido pela fixagdo, impossibilitando assim a sua utilizagdo em material
emblocado em parafina. Conquanto, o Ki-67 policlonal ¢ dirigido contra peptideos
recombinantes do Ki-67 e pode ser usado em material processado rotineiramente, desde que a
recuperagdo antigénica através da irradiagdo por microondas seja empregada, equiparando os
resultados aos obtidos com o Ki67 proprio para tecidos congelados (KUBBUTAT et al,
1994; ROSE et al, 1994). Recomenda-se o anti-Ki-67 policlonal em tecidos normais e
neoplasicos fixados e processados comumente (ROSE ef al., 1994).

Avalia¢des mostram a frequéncia de células Ki-67 positivas em glandulas salivares
normais € em tumores benignos e malignos, observando-se maior positividade nos tumores
malignos (MURAKAMI ef al.,1992)

Em estudos de Carcinomas Espinocelulares de cabega e pescogo indiferenciados, os
indices de Ki-67 aumentaram e os tumores apresentaram variacdo menor da atividade
proliferativa. Observou-se que quio maior o grau de diferenciagdo dos Carcinomas
Espinocelulares de cabeca e pescoco, menor a expressdo do Ki-67 (LORZ et al. 1994).

Estudos comprovam que a imuno-histoquimica para o Ki-67 ¢ um método facil para a
avaliag@o da fracdo de crescimento das neoplasias humanas e fornece informagdo prognostica

valiosa sobre a doenca (SKALOVA, 1994).

38



2.6.4 Bcl- 2

Bcl-2 refere-se a uma familia de genes dos mamiferos e as proteinas a que estes genes
dao origem. Estas regulam a permeabilidade da membrana externa da mitocondria e podem
ser proapoptdticas e antiapoptoticas. O nome Bcl-2 deriva do inglés "B-cell lymphoma 2",
"linfoma de células B 2", dado ser o segundo membro de um conjunto de proteinas
inicialmente descritas como uma translocagio genética reciproca no cromossomo 14 e 18 em
linfomas foliculares. O gene Bcl- 2, localizado no brago longo do cromossomo 18, codifica
uma proteina de mesmo nome (Bcl- 2), capaz de inibir a apoptose. A expressdo anormal da
Bcl- 2, numa célula geneticamente alterada, contribui para a expressdo clonal da célula
danificada por interromper a apoptose, levando a célula a imortalizagdo ( SOUZA, 2004).

A familia Bcl-2 desperta interesse, posto que tal proteina apresenta membros
antiapoptoticos e proapoptéticos e a inibi¢do da apoptose pode decorrer da falha de balango
adequado entre as duas for¢as (FARIA, 2002).

A principio, 20 proteinas da familia Bcl-2 ja foram identificadas, apresentando
caracteristicas proapoptéticas ou antiapoptdticas. O gene Bcel-2 codifica uma proteina
envolvida no processo de controle da apoptose. Inicialmente, descrito em linfomas e,
posteriormente, em tecidos epiteliais, sua expressdo ¢ frequentemente encontrada em
carcinomas de mama, associada a fatores de prognostico favoravel (FARIA, 2002).

Tilli et al. (2005) relatam que esta proteina estd associada as membranas da
mitocdndria, reticulo endoplasmatico e nucleos, e carrega sete locais de fosforilagdo, dos
quais ser-70 (loccus cromossomial) € critico para a fungdo de supressdo da apoptose, exercida
pelo Bcl-2. Um grande niimero de proteinas relacionadas a Bcl-2 tem sido isoladas, as quais
podem agir como indutoras da apoptose (por exemplo Bax, Bcl-x) ou agente supressor da
apoptose (Bcl-x1). Heterodinamizagio entre os membros dessas familias determina se a célula
morrera ou nao.

A expressdo da Bcl-2 ¢ referida na literatura como citoplasmatica, contudo,
Papadimitriu ef al. (1996), descreveram ser possivel também a expressdo nuclear da proteina
mais em tumores malignos que em condig¢des reacionais ou pré maliguinas. Isso devido a
associagdo da proteina com cromossomos de nucleos em mitose de células epiteliais nas
quais, provavelmente, exerce prote¢do do DNA contra endonucleases.

Estudos sobre a expressdo do Bcl-2 na pele normal e em cancer cutineo ndo

melanoma concluiram que existe possibilidade da desregulacdo do gene Bcl-2 contribuir para
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a patogénese de certos canceres cutaneos ndo melanoma. Os achados sugeriram que a
expressdo do Bcl-2 pode predispor o queratindcito basal a transformagdo maligna via inibigdo
da apoptose (RODRIGUES-VILLANUEVA ef al., 1995;CHANG et al., 1998).

Em 50 % das neoplasias humanas as alteracdes do Bcl-2 podem ser detectadas,
enfatizando a importancia da inibi¢do da apoptose na carcinogénese cutanea (MORALES-
DUCRET et al., 1995, RODRIGUES-VILLANUEVA et al., 1995).

A Bcl-2 aumenta consideravelmente a sobrevida das células, facilitando
permanentemente mutac¢des e transformagdes malignas. Estudos relataram a possibilidade de
a hiperexpressdo da Bcl-2 aumentar a resisténcia da célula a apoptose, tornando-a menos
susceptiveis ao tratamento. E também observaram muta¢des do Bcl-2 em 17% dos canceres
cutaneo-mucosos estudados. Nao se achou, porém, correlagdo estatistica significante entre a
presenca da Bcl-2 e o sexo dos pacientes, tamanho do tumor ou ocorréncia de metastases
regionais (SOUZA et al., 2004).

Huang er al. (2000) concluiram que as proteinas da familia Bcl-2 sdo a chave
reguladora da apoptose e objetivo atrativo para desenvolver uma nova geracdo de terapéutica

para tratamento do cancer.
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3 OBJETIVOS

Sdo objetivos da pesquisa

a) Objetivo geral

- Avaliar a expressdo de marcadores de proliferagdo celular e apoptose no Carcinoma
Epidermdide e na Ceratose Actinica.

b) Objetivos especificos

- Avaliar a expressdo dos marcadores p53, PCNA , Ki-67 e Bcl-2 através da imuno-
histoquimica em amostras histoldgicas de pacientes portadores de CEC e CA,

- Comparar a expressdo dos marcadores em amostras histologicas de pacientes portadores

de CEC e Ceratose Actinica e os controles negativos,



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Nesse estudo foram incluidos pacientes submetidos a cirurgia reparadora no periodo
de Agosto de 2000 a Julho de 2008, na Clinica Plastic Center, nos quais o diagnostico
histopatologico foi de CEC e CA. As laminas diagnosticas foram reavaliadas e selecionadas.
As amostras cujo bloco de parafina permitisse multiplos niveis, com adequada representagdo
da lesdo, boa qualidade de preservacdo do material para realizagdo de imuno-histoquimica
foram selecionadas.Dos casos que preencheram os critérios € nos que os pacientes
autorizaram a utilizacdo dos mesmos foram resgatados o prontuario para colher dados para
um quadro de identificacdo com genero, idade, tamanho e localizac¢do da lesdo.

Foram estudadas amostras de trinta pacientes, dentre eles dez com diagndstico
histopatologico de Carcinoma Espinocelular, dez com Ceratose Actinica, e dez amostras de
pele de palpebras superiores livres de lesdes, provenientes de cirurgia estética das palpebras, a
blefaroplastia. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Juiz de Fora — UFJF — com o parecer n° 273/2005, datado de 15 de Dezembro de
2005.

4.2 Histopatologia

As amostras de pele obtidas durante o procedimento cirurgico foram fixadas em
formol a 10% e, posteriormente, submetidas ao processamento histoloégico de rotina. O
material emblocado em parafina foi entdo submetido a microtomia, obtendo-se cortes com
espessura de trés micras. Estendidos em laminas de vidro, os cortes foram corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina (H / E) e submetidos a estudo morfologico em microscopia

de luz para diagnostico anatomo patologico.



4.3 Imuno-histoquimica

A expressdo dos marcadores p53, PCNA, Ki-67, Bcl-2 foi investigada nos cortes
histolégicos de amostras de peles, fixadas em formol 10% e emblocadas em parafina,
utilizando o método streptoavidina-biotina peroxidase que inclui as seguintes etapas
(VASSALQO, 2001): Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo em xilol por 10 minutos e
rehidratacdo em alcool a 100%, 90%, 80% e 70%. Em seguida foi feito o bloqueio da
peroxidase endogena em H;O; a 3% (20 min) e a recuperagdo antigénica em tampao citrato
pH 6.0, em alta temperatura, utilizando forno micro-ondas em poténcia maxima de 700 W, em
2 ciclos de 9 minutos. O material apos passagem pelo forno de micro-ondas, foi deixado em
temperatura ambiente até atingir o equilibrio térmico com o meio ambiente. Posteriormente,
foi feita a incubagdo com os anticorpos primarios monoclonal (Biocare Medical), anti-Bcl-2,
anti-p53, anti-Ki-67 e PCNA, sendo os trés primeiros nas diluigdes de 1:100 e o ultimo 1:200,
a 4° C (18 horas). (Quadro 1) Depois de realizada essa etapa foi feita a incubagdo com o
anticorpo secundario biotinilado (Sistema de Detec¢do Universal HRP — Polymer Kit - Mach
4 TM) em temperatura ambiente por 30 minutos e logo depois uma nova incubag¢do com
reagente estrepto-avidina também por 30 minutos. A revelagdo foi feita utilizando substrato
cromogeno 3,3-diaminobenzidine-DAB (Biocare Medical), por 5 minutos. Foi feita
contracoloragdo com hematoxilina de Harris por 1 minuto e lavagem em agua destilada, Apos
isso, foi feita uma desidratacdo em série crescente de alcool e montagem da lamina com
Entellan (Merck) e laminula.

Foram utilizados como controles positivos para os marcadores Bcl-2, PCNA e Ki-67
laminas contendo cortes de tonsilas palatinas, e para o p-53 laminas contendo cortes de
carcinoma de mama.

Antes da realizacdo das reagdes com os cortes histologicos do presente trabalho, foram
efetuados testes com todos os marcadores em laminas dos tumores semelhantes as estudadas
para defini¢do da melhor recuperagdo antigénica sobre o uso de panela de pressdo ou forno de
micro-ondas, a necessidade do uso de inibidor de ligagdes inespecificas, e a diluigdo do

anticorpo primario, preconizado pelo laboratério fabricante, tempo de revelagdo para o DAB.
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Quadro 1. Anticorpos primdrios utilizados na Reac¢do de Imuno-histoquimica

Anticorpo Clone Diluicao Tempo Incubacio
Bcl-2* 100 / DS 1:100 18 horas
pS3* DO-7 1:100 18 horas
Ki-67* DVB-2 1:100 18 horas
PCNA* PC-10 1:200 18 horas
*BIOCARE MEDICAL

4.4 Tratamento estatistico

Em virtude das variaveis consideradas neste trabalho serem de nivel ordinal, foram
empregados testes ndo-paramétricos para analise das diferengas. Para testar a diferenca dos
valores médios da mesma proteina, entre os dois diagnosticos, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney.

Para diferenciacdo entre os valores médios dentre todas as proteinas para um mesmo
diagnostico, foi aplicado o teste de Friedman e em seguida, para cada par de proteinas foi

usado o teste de Wilcoxon.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliagdo do perfil histopatolégico
As amostras de CA (FIG 1 a, b,c) e CEC (FIG 2 a, b, ¢) coradas pelo método de rotina

Hematoxilina Eosina (HE) foram analisadas a Microscopia Optica, utilizando microscopio

Olympus, modelo BX40. E os achados descritos, conforme os aspectos histopatologicos

encontrados nos dois tipos de tumor.

Figura 1 - Pele do dorso (caso oito), Ceratose Actinica, mostrando espessa camada ortoceratética, acantose
irregular, com brotamentos multiplos. Na porgdo inferior do epitélio nota-se ceratindcitos
volumosos, hipercromdticos. A membrana basal estd integra.

HE (a, b e ¢) Aumentos em 100X, 200X ¢ 400X respectivamente

DORNELAS, M. T., 2009

Figura2 -  Pele de regido supra-clavicular esquerda (caso20), mostrando CEC bem diferenciado, caracterizado
por hiperceratose, acantose irregular formada por ceratindcitos atipicos que rompem a basal ¢
invadem o derma. No derma ha discreto infiltrado linfocitario em torno dos macigos neoplasicos.
HE (a, b e ¢) Aumentos em 100X, 200X ¢ 400X respectivamente

DORNELAS, M. T., 2009



O grupo controle negativo, aquele que ¢ composto por individuos com pele de
palpebras resultante de blefaroplastia e livre de CEC e CA, apresenta alteragdes decorrentes
do envelhecimento e exposi¢do solar, ou seja, atrofia e elastose solar, sem atipias epiteliais,

uma vez que esses pacientes, em sua grande maioria, eram idosos (FIG 3 a b, ¢).

1y (2

A

SRy TNK

Figura 3 -Pele da palpebra, mostrando discreta atrofia, elastose solar e auséncia de atipia epitelial
HE (a, b e ¢) Aumentos em 100X, 200X ¢ 400X respectivamente

DORNELAS, M. T., 2009

5.2 Avaliac¢do dos marcadores por imuno-histoquimica

Foram testados, em todos os pacientes, os marcadores de apoptose (p53, Bcl-2) e de
proliferacdo celular (Ki-67 e PCNA).

Em face da baixa positividade de alguns marcadores, optou-se pela analise descritiva
da expressdo de todos os marcadores, usando o critério de cruzes (SANNINO ez al., 1994).

O perfil imuno-histoquimico das lesdes foi considerado como positivo quando as células
apresentavam coloracdo acastanhada estritamente nuclear para os marcadores pS3, PCNA e
Ki-67. Para o Bcl-2, foi considerada positiva a marcagdo citoplasmatica.

O critério de cruzes proposto por Sannino e Shousha (1994), leva em conta a intensidade
da coloragdo e o namero de células coradas. A intensidade de coloragdo foi classificada em
leve, moderada e forte. Quanto ao nimero de células coradas, consideraram-se negativo 0s
casos em que ndo se observaram células coradas; positivo, marcando uma cruz (+) quando da
presenca de ocasionais células positivas, duas cruzes (++) nos casos com até 1/3 coradas de
moderada intensidade, trés cruzes (+++) nos com até 2/3 coradas de moderada e forte

intensidade ou ainda moderada intensidade em mais que 2/3 e quatro cruzes (++++) nos que
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apresentaram colorac¢do de forte intensidade em mais de 2/3 das células. A quantificacdo da
expressdo dos marcadores foi realizada pela observagdo de trés campos microscopicos com
aumento de 100x.

A distribuicdo dos casos estudados quanto ao género, idade, localizagdo, dimensdo,

diagnostico, em relagdo aos marcadores imuno-histoquimicos, encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos casos quanto ao género, idade, localiza¢do, dimenséo,

diagndstico em relagdo aos marcadores Imuno-histoquimicos.

Dimensio
Caso Género Idade Localizacio (*) (cm) DIAG PCNA' Ki67 p53° Bel2?

1 M 44  Nariz 1,8X0,7 CA 4+ 1+ 4+ 1+
2 M 77  Dorso Miao E 0,6 X0.3 CA 4+ 3+ 4+ 1+
3 F 71  Dorso Nasal 0,5X0.3 CA 4+ 1+ 4+ 1+
4 F 92  Temporo-frontal 2,3x0,9 CA 4+ 1+ 2+ 0
5 F 60  Dorso Nasal E 0,8x0,5 CA 3+ 2+ 3+ 0
6 M 62 BragoD 0,6 X0,4 CA 3+ 0 4+ 1+
7 F 78  Regido de Glabela D 0,4X0.3 CA 3+ 2+ 4+ 2+
8 F 81 Dorso 1,2x0,7 CA 4+ 3+ 3+ 0
9 F 75  PalpebraD 0,5x0,2 CA 4+ 0 3+ 2+
10 M 59  Antebrago D 0,4 dediam. CA 4+ 3+ 3+ 0
11 M 59  Clavicular E 0,1x0,1 CEC 4+ 1+ 4+ 0
12 F 44  Mandibula E 0,6 X 0,3 CEC 4+ 0 2+ 0
13 M 75 Hemiface D 0,6x0,3 CEC 4+ 2+ 1+ 0
14 M 87  Temporal 1,2dediam. CEC 4+ 2+ 2+ 0
15 M 88  Couro Cabeludo 0,9x0,5 CEC 4+ 2+ 2+ 0
16 F 44  Labio Superior D 0,8x04 CEC 3+ 2+ 2+ 0
17 M 88 ToracicaD 30x1,5 CEC 2+ 0 1+ 0
18 F 81 Cervical D 1,3x0,7 CEC 4+ 3+ 4+ 0
19 F 8 MioD 3,5x 1,0 CEC 4+ 1+ 4+ 0
20 M 60  Supraclavicular E 3.6x25 CEC 4+ 4+ 4+ 0

Fonte: DORNELAS, M. T., 2009
Nota: D - direito; E — Esquerdo; CA Ceratose Actinica; CEC Carcinoma Espinocelular
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A expressdo do p53 foi evidenciada em todos os casos de CA. Apresentaram forte
intensidade verificando (4+) cinco casos, e (3+) foi averiguado em quatro. Apenas um dos
casos apresentou (2+).

Quanto ao CEC, em quatro casos verificou-se intensidade expressa em (4+) e outros
quatro com (2+), sendo constatados apenas dois casos com (1+).

As amostras dos portadores de CEC ndo expressaram o marcador Bcl-2 e, em seis
amostras de CA tal expressdo foi fraca, variando de (1 a 2+) e, nas demais foi negativa.

Das amostras, em 19, o marcador de proliferacdo celular, PCNA, foi expresso com
grande intensidade (3 a 4+). Apenas um caso apresentou marcagdo fraca (2+).

Em relagdo ao marcador Ki-67 (proliferagdo celular) ha grande variabilidade na
intensidade de marcagdo. Duas amostras de CA (casos 6 ¢ 9) e duas de CEC (casos 12 e 17)
ndo expressaram o Ki67.

A figura 4 mostra o valor médio observado para cada marcador em fungdo do
diagnostico. Os valores mais elevados foram observados para o PCNA (3,7), para ambos
diagnosticos. Em seguida, aparece o marcador p53, com valores médios de 3,4 e 2,6 para os
diagnosticos CA e CEC respectivamente. Os marcadores com pontuagdes mais baixas foram:

Ki-67 (1,6 para CA e 1,7 para CEC) e Bcl-2 (0,8 para CA e 0,0 para CEC).
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Figura 4: Intensidade da expressdo dos Marcadores Moleculares PCNA, Ki67, p53 e Bcl2 em tecidos de
pacientes dos grupos CA ¢ CEC.
e *P<0,05, quando comparado com o grupo CEC;
e ¥*P<0,05, quando comparado com o grupo CA com marcagio Ki67,

e ¥¥¥ P05, quando comparado com o grupo CEC com a marcagio Bel2.
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A Figura 5(a, b, ¢, d) ilustra a imunoexpressdo dos marcadores de proliferacdo celular

e apoptose em amostras de tecido do caso oito, representando o grupo de Ceratose Actinica.

g 4 1
| ¥

Figura 5a: Ceratose Actinica. Marcador PCNA, positivo (4+) - 100X

Figura 5b: Ceratose Actinica. Marcador Ki-67, positivo (3+) - 100X
DORNELAS, M. T., 2009

/

o

Figura 5c: Ceratose Actinica. Marcado

Figura 5d: Ceratose Actinica. Marcador Bcl-2, negativo - 100X
DORNELAS, M. T., 2009

A figura 6 (a, b, ¢, d) representa a imunoexpressdo dos marcadores de proliferagdo
celular e apoptose no caso 20 de Carcinoma Espinocelular, com aumento de 100x. Sdo
destacadas com o aumento de 400x, a expressio de PCNA e Ki-67 em células

caracteristicamente malignas (FIG 6a e 6b, respectivamente).
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Figura 6a: Carcinoma Espinocelular. Marcador PCNA, positivo (4+) - 100X. Detalhe em 400X.
Figura 6b: Carcinoma Espinocelular. Marcador Ki-67, positivo (4+) - 100X. Detalhe em 400X.
DORNELAS, M. T., 2009
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Figura 6¢: Carcinoma Espinocelular. Marcador p53, positivo (3+) - 100X
Figura 6d: Carcinoma Espinocelular. Marcador Bcl-2, negativo - 100X
DORNELAS, M. T., 2009
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O grupo controle negativo, livre de CA e CEC, com pele de palpebra resultante de
blefaroplastia apresentou atrofia e elastose devido ao envelhecimento e a exposi¢do solar, sem
atipias epiteliais. No estudo imuno-histoquimico, evidenciou-se expressdo intensa do PCNA,
difuso (basal e parabasal). O marcador Ki-67 ndo foi expresso nas amostras. O p53 e Bcl-2,
marcadores de apoptose mostraram expressdo fraca (1+), de localizagdo basal em ocasionais

células.

5.3 Resultado estatistico

5.3.1 Analise dos dados

Como dito anteriormente, em virtude das variaveis consideradas serem do nivel
ordinal - por método de cruzes, foram empregados testes ndo-paramétricos para analise das
diferengas. Para testar a diferenca dos valores médios da mesma proteina, entre os dois
diagnosticos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Para diferenciagdo dos valores médios
entre todas as proteinas, para um mesmo diagnoéstico, foi aplicado o teste de Friedman e em
seguida, para cada par de proteinas foi usado o teste de Wilcoxon.

O valor médio dos pontos observados para cada proteina em fungdo do diagnostico
foram assim distribuidos. Os valores mais elevados foram observados para PCNA: 3,7 em
ambos diagndsticos. Com valores imediatamente inferiores, aparece pS3, com valores médios
de 3,4 e 2,6 respectivamente para os diagnosticos CA e CEC. As duas proteinas com
pontuagdes mais baixas foram Ki-67 e Bcl2 (com valores médios para CA e CEC,
respectivamente de 1,6 e 1,7 para a primeira ¢ 0,8 e 0,0 para a segunda).

O teste de Mann-Whitney, para diferenciar os valores médios das pontuacdes entre os
diagnosticos, apenas foi estatisticamente significante para a proteina que apresentou as
pontuacdes mais baixas, Bcl-2 com indice de 0,005. Apresentando 0,907 para o Ki-67 e

0,726 para o PCNA enquanto que para o p53 foi 0,148,
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Por conseguinte, verificamos a existéncia de significancia das diferencas dos valores
médios entre as proteinas para cada diagnostico. O teste de Friedman mostra que as diferengas
entre as médias sdo altamente significativas para os dois diagnosticos (valores de p menores
do que 0,1%). Este resultado indica que pelo menos uma proteina apresenta valor médio
diferente.

Para saber entre quais proteinas as médias seriam diferentes foi aplicado o teste de
Wilcoxon, para cada par, para o diagnostico de CA e de CEC (Tabela 2).

Para o diagnostico de Ceratose Actinica, os dados da tabela mostram que a proteina
PCNA ¢ diferente de Ki-67 e Bcl2 (valores de p respectivamente iguais a 0,004 e 0,005), e
que pS3 ¢ estatisticamente diferente da Bcl2 e da Ki-67 (valores de p iguais a 0,004 e 0,011
resp.).

Para o diagnostico de Carcinoma Espinocelular, a Unica diferencga cujo valor de p foi
ligeiramente superior a 5% foi entre as proteinas pS3 e a Ki-67 (valor de p igual a 0,071).

Os demais pares apresentaram diferengas estatisticamente significativas.

Tabela 2: Valor de p do Teste de Wilcoxon para diferenga entre os pares de marcadores

Marcadores Ceratose Actinica Carcinoma Espinocelular
PCNA - Ki-67 0,004 0,007

Bcl-2 — Ki-67 0,146 0,011

pS3 - Ki-67 0,011 0,071
Bcl-2 - PCNA 0,005 0,003

p53 — PCNA 0,317 0,026

p53 — Bcl-2 0,004 0,004

DORNELAS, M. T., 2009

Quanto ao género, observa-se uma tendéncia de maior ocorréncia de Ceratose
Actinica entre as mulheres e do Carcinoma Espinocelular entre os homens, no entanto, a
diferenga ndo ¢€ significativa (valor de p dado pelo teste exato de Fisher = 0,378).

O teste de Mann-Whitney para diferenciacdo dos valores médios das pontuac¢des entre
os diagnoésticos foi relevante para o marcador Bcl-2 que apresentou as pontua¢des mais

baixas.
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Outra analise com os pares de proteinas Bcl-2 — Ki-67 e p53 — Ki-67 (apoptose x
proliferacdo), mostrou que no grupo do CEC a relag@o proliferacdo (Ki-67) x apoptose (Bcl-2)
foi significativa, com p< 0,05. Enquanto no grupo CA, a relagdo p53 x Ki-67 demonstrou

marcador de apoptose maior que de proliferagdo, com p< 0,05.

54



6 DISCUSSAO

Os tumores de pele constituem o grupo de neoplasias mais comuns nos humanos e,
entre estes, os induzidos ou relacionados a excessiva exposi¢do a radiag@o ultravioleta da luz
solar. Tem apresentado incidéncia crescente nos grupos populacionais de pele clara que
habitam areas temperadas e tropicais do planeta, mesmo com a grande adesdo ao uso de
bloqueadores solares.

O Carcinoma Espinocelular, CEC, ¢ constituido pela proliferacdo atipica de
ceratindcitos que tem inicio na camada basal da epiderme. Os ceratinocitos sdo maiores que
os da camada basal normal e perdem sua polaridade. O nucleo ¢ vesicular ou hipercromatico
e a relagdo nucleo-citoplasmatica se encontra alterada quando comparada aos ceratinocitos
normais. Ha ruptura na sequéncia natural de maturacdo a medida que a lesdo torna-se
avangada, com atipia de ceratinocitos estendendo-se acima da camada basal (SANINO et al.
1994; SCHWARTZ et al., 2003).

O CEC ¢ constituido pela proliferacdo atipica de ceratindcitos que tem inicio na
camada basal da epiderme. Os ceratinocitos sdo maiores que os da camada basal normal e
perdem sua polaridade. O nuacleo € vesicular ou hipercromatico e a relagdo nucleo:
citoplasmatica esta alterada se comparada aos ceratindcitos normais. Ha ruptura na seqiiéncia
natural de maturacdo a medida que a lesdo torna-se avangada, com atipia de ceratinocitos
estendendo-se acima da camada basal (SANNINO et al.; 1994).

Quando a atipia de ceratindcitos envolve toda a epiderme a lesdo € denominada
carcinoma espinocelular “in situ” enquanto que, quando a atipia € menos extensa, mais notada
em basal e regido parabasal ¢ aplicada a denominagdo ceratose actinica.( SANNINO ez al.,
1994 | SMOLLER, 2006).

O diagnéstico em bases histologicas € realizado a partir da analise de fragmentos
bidpsia de lesdes de pele. Embora o CEC da pele tenha um relativo bom prognostico,
informagdes tais como dimensdo da lesdo, grau de diferenciagdo, profundidade de invasdo,
invasdo de bainha neural e vascular e distancia das margens de ressec¢do sdo imprescindiveis
(SMOLLER, 2006).

Em muitos casos, somente a analise histologica ndo revela o verdadeiro
comportamento dessas lesdes, podendo ser subestimadas clinicamente quanto ao seu
tratamento e acompanhamento (ACKERMAN et al., 2006). E importante que o patologista
contribua com informagdes adicionais de valor prognostico para o clinico. Outrossim,

identificar o exato momento em que a neoplasia contida na epiderme adquire a capacidade de



invadir membrana basal, entra na derme e torna-se potencialmente capaz de dar metastases
ndo € possivel, apenas em base histologica.

A amplia¢do do conhecimento sobre genética molecular e o advento dos marcadores
moleculares com uso em cortes em parafina tem tornado possiveis numerosos estudos no
sentido de identificar possiveis oncogenes, genes supressores e produtos desses com
significado progndstico no cancer de pele (NAGANO et al., 1993; BATINAC et al., 2004;
ACKERMAN ef al., 2006 ; MARTINEZ et al., 2006).

Neste estudo comparamos a expressdo de imunomarcadores envolvidos no processo de
carcinogénese, pS3 e Bcl-2 (apoptose) e Ki-67 e PCNA (proliferagdo celular) em individuos
portadores de CA e CEC com controles negativos representados por pele livre de tumor, de
palpebra superior, em pacientes submetidos a blefaroplastia.

O gene P53, supressor de tumor, € essencial para a regulagdo da proliferacdo celular,
tem papel critico na manutengdo da integridade do genoma humano e sua inativagdo ¢
considerada o evento chave na carcinogenese (BATINAC ef al., 2004).

A expressdo da proteina p53 em CA e CEC tem variado nas diversas publicagdes. No
estudo em questdo, p53 foi expressa em todos os casos avaliados com tendéncia a exibir
maior intensidade nos CA. Nagano ef al. (1993), utilizando p53 policlonal, encontraram 48%
de positividade em 23 casos de CA e 54% de positividade em 14 casos de CEC; Kim et al.
(2006), utilizando p53 monoclonal encontraram 50% de positividade em dez casos de CA e
90% de positividade nos dez casos de CEC enquanto que Park ef al. (2004) encontraram 50%
de positividade em dez casos de CA e 100% de positividade nos dez casos de CEC. A
expressdo da p53 em lesdes précancerosas como a CA sugere que ela pode ser usada como
marcador precoce de malignidade, no entender de Kim ef al. (2006). Vale salientar que ela foi
positiva fraca em ocasionais células nos individuos sadios do presente estudo e em 39% das
peles normais estudadas por Batinac ef al. (2004).

A super-expressdo da proteina Bcl-2 numa célula geneticamente alterada contribui
para a expansdo clonal desta por interromper a apoptose, levando a célula a imortalizagao .

Diferentemente da expressdo de pS53, Bcl-2 foi expressa em baixa intensidade em seis
casos de CA e negativa nos casos de CEC. Balassiano (2004), em seu estudo, identificou a
expressdo de Bcl-2 em 90% dos 20 casos de Carcinoma Espinocelular do labio e 75% dos
quatro casos de queilite actinica com displasia. Tomkova ef al. (1998) demonstraram também
que ndo houve expressdo de Bcl-2 em pacientes com CEC.

Diversos marcadores para proliferagdo celular vém sendo estudados com o objetivo de

prever o comportamento e a evolug@o das lesdes pré-neoplasicas e o cancer.
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O PCNA, um dos marcadores de proliferacdo celular estudado, foi expresso
uniformemente na camada basal de todas as amostras.

O anticorpo monoclonal DVB-2, marcador de proliferagdo celular estudado,
reconhece, em tecidos fixados em formol e incluidos em blocos de parafina, o epitopo do
antigeno Ki-67 (BACCHI ez al., 1993). Sua expressdo ocorre em quase todas as fases do ciclo
celular, exceto na fase GO em que as células estdo em repouso. Neste estudo apenas dois casos
de CA e dois de CEC ndo expressaram o Ki-67, embora tenha sido observada variagdo na
intensidade de marcac3o.

A expressdo do Ki-67 revelou-se importante evidencia de proliferacdo celular mais
acentuada nos CEC. Batinac et al.( 2004), descreve um padrdo similar na expressdo do Ki-67
e do p53, sugerindo uma associagdo entre a proliferagdo celular e a expressdo de p53.

A expressdo do Ki-67 e a ndo expressdo de Bcl-2 no grupo CEC parece indicar que
esse tipo de tumor correlaciona-se com uma intensificagdo da atividade proliferativa. Ja com
relacdo a CA a maior expressdo do pS53 com relagdo a Ki-67 indicando que nesse tipo de
lesdo ocorre hiper-expressdo do p53, diminuem apoptose perpetuando células com dano no
DNA n3o reparado.

Nao ha na literatura uma defini¢do quanto ao numero ideal da amostra. Diversas vezes
deten-se ao que seria estatisticamente significativo. Na pratica, esse numero pode se
apresentar restrito devido aos inimeros fatores. A conservagdo do material emblocado pode
algumas vezes ndo ser adequada, a quantidade do material ndo ser suficiente para varios
niveis de corte, O tempo que demanda para realizar as reagdes imunohistoquica, com
limita¢do do numero de marcadores no estudo , devido aos custos.

Com o efeito cumulativo da radiagdo solar, os danos causados raramente sdo
evidenciados em pacientes jovens, com media de idade dos pacientes variando entre a sexta
e sétima década de vida, concordando com a literatura (BALASSIANO, 2004).

Quanto ao genero, sabe-se que as mudangas de padrdes sociais ocorridas nos ultimos
anos, influenciaram no aumento da incidéncia de tumores cutaneos, devido ao fato das
mulheres terem atividades laborativas expostas as radiagdes ultravioletas. Embora a
incidéncia no sexo masculino seja maior. As mulheres, por apresentarem maiores
preocupacgdes estéticas, procuram orientacdo profissional mais rdpido quando percebem
alguma patologia cutanea (BALASSIANO, 2004).

O desenvolvimento do CEC e um processo de multiplas etapas, podendo ser
caracterizado em suas fases iniciais, pelo desenvolvimento de lesdes pré malignas que podem

preceder a neoplasia francamente estabelecida, como e o caso da CA (AGUIAR, 1996).
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Deve-se considerar ainda que, se por um lado a recuperacdo antigénica se mostra
benéfica no estudo do p53 e de outros marcadores nucleares, para o PCNA, este mesmo
procedimento deve ser mais bem estudado, pela possibilidade de levar a uma super-expressao
da proteina, com resultados falso positivos ( KUBBUTAT er al.,1994; AGUIAR,
1996).Existem aqueles que defendem o uso de microondas, como Unica possibilidade de se
obter reag@o positiva para 0 PCNA em imuno-histoquimica (AGUIAR ,1996).

Também experimentamos o processo de panela de pressdo na recuperagdo antigénica,
ndo sendo percebido diferengas significativas. Devido ao grande numero de recuperagdes
antigénicas necessarias para o desenvolvimento dessa pesquisa optamos pelo forno de
microondas, pela praticidade e menor tempo no processo como um todo.

De qualquer forma, o uso de marcadores imunohistoquimicos dirigidos a proteinas
presentes nos varios estagios do ciclo celular, assegura uma detec¢do mais apurada das células
em proliferacdo, ja que tanto as figuras mitoticas, como os marcadores que sdo incorporados
na fase S, representam apenas uma pequena fragdo do ciclo celular, fornecendo uma
subestimativa das células potencialmente proliferativas (AGUIAR, 1996).

LI et al,(1995), ressalta as dificuldades para quantificagio dos resultados
imunohistoquimicos obtidos para os anticorpos de proliferagido celular. Os métodos sejam eles
semi-quantitativos ou com a determinag¢do de indices de marcacdo pela porcentagem de
células positivas em um numero total definido de células, consomem muito tempo e permitem
avaliar apenas pequenas amostras que ndo representa necessariamente todo espécime. Assim
optamos pelo método de cruzes, j4 que uma microscopia cuidadosa fornece resultados
reproduziveis. Utilizamos o sistema proposto por Sannino e Shousha, (1994), que leva em
conta a intensidade e extensdo da coloragdo. O ideal seria a associa¢do da contagem manual,
ou sistema de cruzes associados a sistemas automatizados que permitissem o al
estabelecimento das contagens das células marcadas com mais precisdo, conforme utilizou 1/
et al., (1995).

Com maior conhecimento sobre os mecanismos de controle do ciclo celular, estudos
tem sido realizados procurando estabelecer a relacdo dos diversos marcadores entre si, 0 que
também procuramos realizar nesse trabalho (LOREZ ef al. , 1994).

Realizamos o teste de Wilcoxon para os diferentes pares de proteinas,como PCNA e Ki67,
Bcl-2 e K167, p53 e K167, Bel-2 e PCNA, p53 e Bel-2. Os resultados encontram-se na tabela
abaixo.

O estudo em tumores tem mostrado que, a despeito deste efeito promotor na atividade

proliferativa, a maneira pela qual o p53 se relaciona com cada um dos marcadores de
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proliferacdo celular (Ki-67 e PCNA) parece ser independente e variavel. Estudos mostram
uma correlagdo entre a expressdo da p53 e KI-67 em carcinomas epidermoide de boca, mas
ndo encontram rela¢do entre p53 e PCNA, sugerindo entdo que a estabilizagdo/inativagdo da
p53 ndo altera os produtos génicos relacionados ao PCNA, ndo conferindo, através dessa via,
uma vantagem proliferativa aos tumores.Por outro lado, os resultados obtidos para o KI-67
levaram o autor a concluir que embora a causa da rapida proliferagdo possa estar na
ativagdo/inativagdo do outros genes, o aumento da taxa de crescimento nas neoplasias pode
ser reflexo da proteina p53 (AGUIAR, 1996).

A identificacdo da expressdo da proteina pS3 mostrou-se positiva em todos os casos
estudados, com uma distribuigdo difusa, porem quantitativamente com padrdes diferentes,
sendo que no grupo de CA essa expressdo tende a ser maior que no grupo dos CEC.

Escolhemos o p53, por ser dentre os marcadores imunohistoquimicos, o que mais
frequentemente e relatado em associag@o as fases iniciais de carcinogenese (AGUIAR, 1996).

Varios autores tem relacionado a expressdo da proteina p53 nas fases iniciais da
carcinogenes e em lesdes pré malignas. ( AGUIAR , 1996).

Considerando que a CA e uma displasia cutanea, ou mesmo uma lesdo precursora do
CEC deveriamos esperar uma marcagdo intensa nos casos de CA para o p-53.

Quanto aos efeitos da fixacdo na reagdo do p53, varios autores observaram que
fixadores aquosos, principalmente aqueles com mais de 30% de 4gua podem levar ao
aparecimento de colorag@o citoplasmatica, pelo menos em células em cultura.Esses autores
estudando a pS53 através de uma gama de anticorpos dirigidos a diferentes epitopos da
proteina, tem relatado também, para alguns deles,a ocorréncia de reagdo citoplasmatica
(CAMPBELL et al., 1993, AGUIAR, 1996).

Acredita-se que reacdo citoplasmatica esteja na verdade relacionada a sensibilidade do
sistema de detec¢do empregado e ao uso ou ndo do microondas para a recuperacio
antigénica.mesmo que todas as amostras tenham sido fixadas em solu¢do de formol a 10%
o uso do sistema Streptavidina-Biotina associado ao microondas levou a localizagdo
exclusivamente nuclear da reagdo (AGUIAR, 1996).

Estudos tém demonstrado a superioridade do KI-67 como marcador de proliferacio
celular, isto se deve ao fato de que este ndo sofre tantas influencias de fatores internos e
externos como o PCNA. A expressdo do KI -67 parece ndo ser tdo fortemente abalada por
fatores técnicos como fixagdo e diluicdo do anticorpo.Outro fator que deve ser levado em
consideragdo contrastando com o PCNA e o fato de KI-67 ter bem definido o periodo de

expressdo nuclear (RABENHORST er al., 1993; AGUIAR, 1996).
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A imuno-histoquimica do Ki -67 e um método fécil para avaliagcdo do crescimento das
neoplasias e tem se mostrado um bom indicador da atividade proliferativa, apresentando
relagdo com outros marcadores como a timidina tritiada (AGUIAR, 1996).

A pesquisa dos protooncogenes, genes supressores tumorais € dos mecanismos de
controle do ciclo celular representam tentativas de identificagdo de biomarcadores que
deverdo ser utilizados em lesdes pré malignas para detectar o nivel de risco para
desenvolvimento tumoral ou o efeito da intervengdo preventiva nos tecidos de
risco(AGUIAR, 1996, SHIN et al, 1993) Estes biomarcadores talvez reflitam o efeito dos
eventos genéticos importantes para o desenvolvimento tumoral, ou talvez representem a
prépria detecgdo do evento genético (LEVINE ez al., 1994).

Um principio basico da patologia e gerar um diagnostico apurado, que seja
significativo para o cirurgido e Util na determinagdo do manejo apropriado do paciente.

No momento, parece que ndo existe ainda um marcador que seja totalmente confidvel
e conclusivo. Os diversos marcadores disponiveis, inclusive aqueles estudados neste trabalho
podem auxiliar o patologista sobre a gravidade das altera¢des, entretanto, o cirurgido deve ter
em mente que o diagnostico do CEC e CA representam em alguns casos como o fator
direcionador ao melhor tratamento que devera ser dado a esse paciente.

A utilidade e confiabilidade desses marcadores estdo diretamente ligados a sua melhor

caracterizagdo , com um maior numero de estudos que correlacione a deteccdo destes

marcadores aos dados clinicos e a outros métodos de avaliagdo da proliferacdo celular, ja
padronizados, como a analise através da morfometria.

A técnica de imuno-histoquimica apresentou-se com sensibilidade e especificidade
adequada para a proposta do presente trabalho. Apesar de requerer bastante atengdo e
cuidados em todas as etapas, inclusive na sua interpretagdo, a imuno-histoquimica apresenta-
se como uma técnica facil que vem evoluindo e superando dificuldades encontradas.

A expressdo do KI-67 nos fornece somente a informagdo de a célula estar ou ndo no
ciclo celular, mas nada da duragdo do seu ciclo celular. Como este marcador reflete apenas o
momento da vida da célula, e possivel que determinada neoplasia apresente alta taxa de
proliferag@o e um baixo percentual de células positivas (ARISAWA et al., 1999).

Trabalhos mostram que o KI -67 ndo sofre tantas influencias de fatores internos e
externos, como o PCNA, sendo por isso superior como marcador de proliferacdo celular
(ARISAWA ef al., 1999).

O alto indice de positividade do PCNA encontrado nos tumores aqui

estudados,também foi descrito por outros autores ( RODRIGUES-VILLANUEVA et al.,
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1995; ARISAWA et al., 1999), e foi considerado causa de baixa sensibilidade para pesquisar
indice de proliferagdo, quando comparado com outros marcadores.

Sem conhecer o exato momento do ciclo celular, ndo e possivel determinar se o
elevado numero de células PCNA positivas em uma neoplasia e fruto do alto turnover ou se
indica uma grande propor¢do de células dividindo-se em prolongado ciclo celular.

Existe uma variag@o na intensidade de coloragdo das células PCNA positiva que pode
ser atribuida a sua longa meia —vida. Devido a impossibilidade de se saber se a célula com
coloragdo menos intensa esta ciclando ou ndo, e sugerido que considere todas as células
marcadas, independente da intensidade da coloragdo (AGUIAR, 1996; ARISAWA et al,
1999), exatamente como foi o nosso procedimento para avaliar e quantificar as células
marcadas pelo PCNA.

Devido a longa vida do PCNA, de cerca de 20h, implica que algumas células estejam
ainda imunoreativas apos terem deixado o ciclo. De acordo com isso, grande variagcdo e
observada quanto ao numero de células marcadas e na intensidade da imunoreacao nuclear do
PCNA. Sob certas condi¢des experimentais, cerca de 100% das células sio PCNA positivas
(AGUIAR, 1996).

O desequilibrio entre a proliferagdo e morte celular esta diretamente relacionado com
a evolugdo e comportamento das lesdes pré maligna ou potencialmente malignas.Muitas
vezes a falta de alteracdes morfologicas faz com que essas lesdes sejam subestimadas
mostrando cada vez mais a necessidade da identificagdo de fatores prognosticos que possam
fornecer informag¢des importantes da progressdo tumoral dessas lesdes (BALLASSIANO ,
2004).

Ruksha ef al., (2007) estudando o receptor periférico benzodiazepinico (PBR), PCNA
e caspase-3, envolvidos na sintese de hormonios esterdides, regulacdo da proliferagdo celular
e apoptose, consideram que células de Carcinoma Espinocelular e melanoma constituem
modelos para estudo da fungdo de PBR durante o desenvolvimento de tumores de pele
induzidos pela luz UV.

A modulagdo da proliferagdo celular e apoptose induzida pela radiagdo da luz
ultravioleta pode ser um potencial alvo terapéutico em tumores malignos de pele.

Novos estudos deverdo ser desenvolvidos buscando identificar outros componentes
moleculares envolvidos no desenvolvimento do cancer de pele induzido pela luz UV e

possiveis agentes terapéuticos.
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Assim esse estudo contribui no conhecimento dessas alteragdes moleculares para
empregar, futuramente imunomarcadores na rotina anatomopatologica como fatores

progndsticos para o0 CEC e CA.
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7 CONCLUSAO

A intensidade da expressio de PCNA, Ki-67, p53 e Bcl-2, associada a outros
indicadores, tais como a analise histopatologica e a apresentag@o clinica, fornece informagdes
sobre a provavel progressdo da neoplasia, permitindo um diagndstico mais seguro.

Desta forma, a adog¢do de uma terapia direcionada possibilita um progndstico
favoravel em relacdo aos resultados estético-funcionais e a sobrevida do paciente portador da
neoplasia.

A despeito do efeito promotor na atividade proliferativa, a maneira pela qual a p53 se
relaciona com os marcadores de proliferagdo celular (Ki-67 e PCNA) parece ser independente
e variavel.

Desta forma, as lesdes pré invasoras (CA) hiperexpressam p53 com consequente
bloqueio da apoptose, decorrente da exposi¢do continua a irradiagdo UV.

Esses achados sugerem que as taxas de Ki-67 e a expressdo p53 e Bcl-2 refletem o
grau de malignidade nas lesdes cutaneas alvo do estudo.

Perspectivas de novos estudos se prendem na identifica¢do de proteinas envolvidas no
processo de perda de diferenciagdo celular, bloqueio de mecanismos protetores e facilitadores

da invasibilidade do estroma e angiogénese.
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