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Resumo: FUNDAMENTOS: O cancer de pele é o mais frequente tipo de cancer humano e mostra aumento de
sua incidéncia. Em muitos casos, antes do surgimento do carcinoma, instala-se uma lesio precursora, cerato-
se actinica, podendo evoluir para carcinoma espinocelular. Estudos buscam determinar os parimetros com
significado progndstico na predi¢aio daqueles tumores que terio comportamento mais agressivo.

OBJETIVO: Avaliar a expressao dos marcadores de proliferacio celular (PCNA, Ki-67) e apoptose (p53, Bcl-2),
em portadores de carcinoma espinocelular e ceratose actinica.

METopo: Foram estudadas amostras de 30 pacientes: sendo dez portadores do carcinoma espinocelular; dez
de ceratose actinica e dez individuos livres de lesoes submetidos a blefaroplastia.

RESULTADOS: A proteina p53 foi expressa em todos os casos estudados, embora apresentassem padroes quan-
titativos diferentes. O Bcl-2 foi expresso em baixa intensidade. Em seis casos de ceratose actinica, nas peles
de blefaroplastia, e negativo nos casos de carcinoma espinocelular. O PCNA exibiu expressiao intensa, em
todas as amostras. O Ki-67 apresentou expressao variavel, nos casos de carcinoma e de ceratose, e negativo
na pele de palpebra.

CoNcLusiAo: A expressio do Ki-67 e a nao-expressao de Bcl-2, no grupo CEC, indica intensificacio da ativida-
de proliferativa. Ao passo que, a maior expressao de p53 e Bcl-2, no grupo CA, sugere imortalizacio celular.
Palavras-chave: Apoptose; Carcinoma de células escamosas; Ceratose; Imuno-histoquimica; Proliferacio de
células

Abstract: BACKGROUND: Skin cancer is the most frequent type of human cancer and has shown an increase in its
incidence. In many cases, before the onset of the carcinoma, there might be a precursor lesion - actinic kerato-
sis, which can develop into squamous cell carcinoma. Studies have been carried out in order to determine the
parameters that have prognostic significance in predicting those tumors which have more aggressive behavior.

OBJECTIVE: 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.

MEeTHOD: We studied samples from 30 patients, ten patients of squamous cell carcinoma, ten with actinic kerato-
sis and ten lesion-free samples from blepharoplasty.

ResuLrs: p53 protein was expressed in all cases with different quantitative patterns. Bcl-2 was expressed at low
intensity in six cases of actinic keratosis in the skin from blepharoplasty and negative in cases of squamous
cell carcinoma. PCNA showed intense expression in all samples. Ki-67 showed variable expression in cases of
keratosis and carcinoma and negative in the skin from the eyelid.

Concrusion: The high expression of Ki-67 associated with low expression of Bcl-2 indicates proliferation in
the carcinoma group. Thus, expression of p53 and Bcl-2 in patients with actinic keratosis indicates cell
immortalization.
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INTRODUCAO

O cancer de pele é o mais frequente tipo de
cancer humano e mostra aumento de sua incidéncia,
nos ultimos anos, o que o torna um crescente proble-
ma para a saude publica mundial.' O nimero de casos
novos de cancer de pele, estimado para o Brasil, em
2008, foi de 55.890 em homens e 59.120 em mulhe-
res, com risco estimado de 62 casos novos, para cada
100 mil homens e 60, para cada 100 mil mulheres. *

O Carcinoma espinocelular (CEC) representa
20% das neoplasias malignas cutineas. Origina-se, a
partir da proliferacio de células escamosas atipicas,
tem carater invasor e pode produzir metastases. Os
CECs primarios da pele, em geral, originam-se, em
regioes expostas ao sol, e podem surgir, a partir de
lesbes nao-invasivas, como: ceratoses actinicas (CA),
queilites actinicas, leucoplasias orais e radiodermites
cronicas.

Dados epidemiolégicos e moleculares sugerem
a existéncia de uma estreita associacio entre a exces-
siva exposi¢ao a radiacio ultravioleta (UV), da luz
solar e o desenvolvimento do cancer de pele nao-
melanoma. A radiagao UV determina dano especifico
ao DNA, com mutagoes no gene supressor p53 nos
portadores de Carcinoma espinocelular (CEC), que se
desenvolveu em 4reas expostas a0 sol.* O decréscimo
da funcao no p53 (controle do ciclo celular e apopto-
se) pode levar a incontrolada proliferacao celular, ao
acimulo de DNA mutado e, finalmente, ao cincer. >°

A expressio das proteinas p53, marcador de
apoptose e Ki-67, marcador de proliferacao celular, foi
estudada em doencas neoplasicas e nao-neoplasicas
de pele, e os resultados sugerem que a taxa de expres-
sao de p53 e Ki-67 reflete o grau de malignidade, nas
neoplasias cutineas examinadas.”® Da mesma forma, o
estudo de Balassiano foi realizado, com o objetivo de
validar a expressio dos marcadores Bcl-2, p53, p53
mutada, caspase-3 e Ki-67, como fatores prognosticos
em hiperplasia fibrosa inflamatoria, queilites actinicas
e carcinomas espinocelulares de libio inferior. A auto-
ra encontrou expressao de p53 e p53 mutada maior,
nos CEC, elevada expressio de Ki-67, em todas as
lesbes e expressio de Bcl-2 crescente, em relagio a
gravidade das lesoes.’

Considerando o aumento de novos casos € reci-
divas frequentes, estudos tém sido intensificados, no
sentido de determinar os parimetros com significado
prognostico na predi¢ao daqueles tumores, nos quais
terao comportamento mais agressivo, podendo recor-
rer e evoluir para metéstases.’

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi ava-
liar a expressio dos marcadores de apoptose (p53,
Bcl-2) e proliferacao celular (PCNA, Ki-67), em porta-
dores de CEC e CA, através da técnica de imuno-histo-
quimica, e comparar os resultados obtidos entre estes
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grupos e aqueles representados por individuos
sadios, submetidos a cirurgia plastica de palpebras
(blefaroplastia). Além disso, pretendeu-se verificar se
ha correlacao entre os marcadores de apoptose e pro-
liferagao celular - nos casos de CA, CEC e nos indivi-

duos livres de doenca.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas amostras de 30 pacientes,
submetidos a cirurgia reparadora, no periodo de
Agosto de 2000 a julho de 2008. Destes dez, com diag-
noéstico histopatolégico de ceratose actinica, dez, com
carcinoma espinocelular e dez amostras de pele de
palpebra provenientes de blefaroplastia.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFJF.

Avaliou-se a expressio dos marcadores p53,
PCNA, Ki-67 e Bcl-2, em cortes histologicos das lesoes
de pele, posto que utilizava a imuno-histoquimica,
com o método estreptoavidina-biotina peroxidase.
Utilizaram-se, para os marcadores PCNA, Ki-67 e Bcl-2,
cortes de tonsila palatina, como controles positivos, e
para o p53, cortes de carcinoma de mama positivos.

O perfil imuno-histoquimico das lesoes foi con-
siderado como positivo quando as células apresenta-
vam coloragiao acastanhada, estritamente nuclear para
os marcadores p53, PCNA e Ki-67. Para o Bcl-2, foi
considerada positiva a marcacao citoplasmatica.

Optou-se pela analise descritiva da expressao
de todos os marcadores, usando o critério de cruzes
proposto por Sannino e Shousha, *° no qual levam em
conta a intensidade da coloragao e o nimero de célu-
las coradas. Os autores classificaram a intensidade de
coloracao em: leve, moderada e forte. Quanto ao
numero de células coradas, consideraram-se negativos
0s casos em que nao se observaram células coradas;
nos positivos, sinalizou-se uma cruz (+) quando da
presenga de ocasionais células positivas; foram sinali-
zadas duas cruzes (++), nos casos com até 1/3 cora-
das de moderada intensidade, trés cruzes (+++),
nos com até 2/3 coradas de moderada e de forte inten-
sidade, ou ainda, de moderada intensidade, em mais
de 2/3; e quatro cruzes (++++), nos que apresenta-
ram coloracao de forte intensidade, em mais de 2/3
das células. A quantificacao da expressio dos marca-
dores foi realizada pela observacio de trés campos
microscopicos, com aumento de 100x.

Testes nao-paramétricos foram empregados
para anilise das variaveis quantificadas, pelo sistema
de cruzes. Para testar a diferenca dos valores médios
de um mesmo marcador entre os diagnosticos, foi
aplicado o teste de Mann-Whitney. Para diferenga dos
valores médios entre todos os marcadores para um
mesmo diagnodstico, foi aplicado o teste de Friedman
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e em seguida, para cada par de marcadores foi usado
o teste de Wilcoxon.

RESULTADOS

A distribuicao dos casos estudados, quanto ao
sexo, idade, localizagdo, dimensao, diagndstico histo-
patologico e expressio de marcadores imuno-histo-
quimicos das les6es, encontra-se na tabela 1.

Com relagao ao sexo, observa-se uma tendéncia
de maior ocorréncia de ceratose entre as mulheres e
carcinoma espinocelular entre os homens, no entan-
to, a diferenca nao ¢ significativa (valor de p dado
pelo teste exato de Fisher = 0,378).

Evidenciou-se a expressio do p53, em todos os
casos de CA, com forte intensidade (4+) em cinco
casos € 3+ em quatro casos. Apenas um caso apresen-
tou 2+. Quanto ao CEC: quatro casos com 4+ e qua-
tro casos com 2+, apenas dois casos com 1+.

As amostras dos portadores de CEC nao expres-
saram o marcador Bcl-2 e, em seis amostras de CA, a
expressao foi fraca, variando de 1 a 2 + e, nas demais
foi negativa.

Em 19 amostras, o marcador de proliferacio
celular, PCNA, expressou-se com grande intensidade
(3 a4+). Em apenas um caso, apresentou marcacio
fraca (2+).

Com relacio ao marcador Ki-67 (proliferagao
celular), hd grande variabilidade na intensidade de
marcac¢ao. Duas amostras de CA (casos 6 e 9) e duas
de CEC (casos 12 e 17) nao expressaram o Ki67.

O grifico 1 mostra o valor médio observado
para cada marcador, em fun¢io do diagndstico.
Observaram-se os valores mais elevados para o PCNA
(3,7), em ambos diagndsticos. Em seguida, aparece o
marcador p53, com valores médios de 3,4 e 2,6 para
os diagnosticos CA e CEC, respectivamente. Os marca-
dores com pontuacoes mais baixas surgem na ordem:
Ki-67 (1,6 para CA e 1,7 para CEC) e Bcl-2 (0,8 para CA
e 0,0 para CEC).

A figura 1 ilustra a imunoexpressao dos marca-
dores de proliferacao celular e apoptose, em amostras
de tecido do caso oito, representando o grupo de
Ceratose actinica.

A figura 2 representa a imunoexpressio dos
marcadores de proliferacio celular e apoptose, no
caso 20 de Carcinoma espinocelular, com aumento de
100x. Destacam-se, com o aumento de 400x, a expres-
sao de PCNA e Ki-67, em células caracteristicamente
malignas (Figura 2B e 2D, respectivamente).

O teste de Mann-Whitney, para diferenca dos
valores médios das pontuacgoes, entre os diagnosticos,
foi estatisticamente significante para o marcador, no

TABELA 1: Distribuicao dos casos quanto ao sexo, idade, localizagio, dimensao, diagnéstico em relacao
aos marcadores imuno-histoquimicos

Caso  Sexo Idade Localizacao (*) Dimensao (cm) DIAG PCNA1 Ki672 p533 Bcl24
1 M 44 Nariz 1,8 X 0,7 CA 4 + 1+ 4+ 1+
2 M 77 Dorso Mao E. 0,6X0,3 CA 4+ 3+ 4+ 1+
3 F 71 Dorso Nasal 0,5X0,3 CA 4+ 1+ 4+ 1+
4 F 92 Temporo-frontal 23x0,9 CA 4+ 1+ 2+ 0

5 F 60 Dorso Nasal E 0,8x0,5 CA 3+ 2+ 3+ 0
6 M 62 Braco Direito 0,6 X 0,4 CA 3+ 0 4+ 1+
7 F 78 Regido de GlabelaD 0,4 X 0,3 CA 3+ 2+ 4+ 2+
8 F 81 Dorso 1,2x0,7 CA 4+ 3+ 3+ 0
9 F 75 Pilpebra D 0,5x0,2 CA 4+ 0 3+ 2+
10 M 59 Antebraco D 0,4 de diam. CA 4+ 3+ 3+ 0
11 M 59 Clavicular E 0,1x 0,1 CEC 4+ 1+ 4+ 0
12 F 44 Mandibula E 0,6X0,3 CEC 4+ 0 2+ 0
13 M 75 Hemiface D 0,6x0,3 CEC 4+ 2+ 1+ 0
14 M 87 Temporal 1,2 de diam. CEC 4+ 2+ 2+ 0
15 M 88 Couro Cabeludo 0,9x0,5 CEC 4+ 2+ 2+ 0
16 F 44 Labio Superior D 0,8x 0,4 CEC 3+ 2+ 2+ 0
17 M 88 Toracica D 30x1,5 CEC 2+ 0 1+ 0
18 F 81 Cervical D 1,3x0,7 CEC 4+ 34 4+ 0
19 F 86 Mao D 3,5x 1,0 CEC 4+ 1+ 4+ 0
20 M 60 Supraclavicular E 36x2,5 CEC 4+ 4+ 4+ 0

(*) D - direito; E — Esquerdo;

CA Ceratose Actinica; CEC Carcinoma Espinocelular
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Intensidade de marcagao

Bcl2
Marcadores Moleculares

GRAFICO 1: Intensidade da expressio dos Marcadores Moleculares
PCNA, Ki67, p53 e Bcl2 em tecidos de pacientes dos
grupos CA e CEC

* P< 0,05, quando comparado com o grupo CEC;
** P<0,05, quando comparado com o grupo CA com marcacdo KiG7;
#*% P< 0,05, quando comparado com o grupo CEC com a marcagdo Bcl2.

qual apresentou as pontuacoes mais baixas (Bcl-2).

Outra anilise, com os pares de proteinas Bcl-2
- Ki-67 e p53 - Ki-67 (apoptose x proliferacio), mos-
trou a relagdo significativa, na proliferagio (Ki-67) x
Bcl-2 (apoptose), no grupo do CEC, com p< 0,05,
enquanto no grupo CA, a relacao p53 x Ki-67 demons-
trou marcador de apoptose maior que de prolifera-
cao, com p< 0,05.

O grupo controle negativo livre de CA e CEC,
pele de palpebra, resultante de blefaroplastia, apre-
sentou atrofia e elastose, em face do o envelhecimen-
to e da exposigao solar, sem atipias epiteliais. No estu-
do imuno-histoquimico, evidenciou-se a expressio
intensa do PCNA, difuso (basal e parabasal). O marca-
dor Ki-67 nao foi expresso, nas amostras. O p53 e Bcl-
2, marcadores de apoptose, mostraram expressio
fraca (1+), de localizagao basal em ocasionais células.

DISCUSSAO

Os tumores de pele constituem o grupo de neo-
plasias mais comuns, nos humanos e, entre estes, 0s
induzidos ou relacionados a excessiva exposicao a
radiacao ultravioleta da luz solar tém apresentado
incidéncia crescente, nos grupos populacionais de
pele clara, habitantes de areas temperadas e tropicais
do planeta, ainda que haja grande adesao ao uso de
bloqueadores solares.

O CEC ¢ constituido pela proliferacao atipica de
ceratindcitos, cujo inicio é na camada basal da epider-
me. Os ceratindcitos sio maiores que os da camada
basal normal e perdem sua polaridade. O nucleo é
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FIGURA 1: A. Ceratose actinica. Marcador PCNA, positivo 4+ 100x;
B. Ceratose Actinica. Marcador Ki-67, positivo 3+ 100x;
C. Ceratose Actinica. Marcador p53, positivo 3+ 100x;
D. Ceratose Actinica. Marcador Bcl-2, negativo 100x. Na profundi-
dade tecido linféide com forte expressao do marcador.
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FIGURA 2: A. Carcinoma Espinocelular. Marcador PCNA, positivo 4+
100x; Detalhe da figura 2A em aumento de 400x; B. Carcinoma
Espinocelular. Marcador Ki-67, positivo 4+ 100x; (Detalhe da fig.
2B em aumento de 400x); C. Carcinoma Espinocelular. Marcador
p53, positivo 3+ 100x; D Carcinoma Espinocelular. Marcador
Bcl-2, negativo 100x.

vesicular ou hipercromitico, e a relagao nucleo: cito-
plasmatica esta alterada, se comparada aos ceratinéci-
tos normais. Ha ruptura, na sequéncia natural de
maturagiao, a medida que a lesao avanca, com atipia de
ceratindcitos, estende-se até acima da camada basal."

Ao envolver toda a epiderme, a atipia de ceratino-
citos ¢ denominada carcinoma espinocelular “in situ”, e
denomina-se ceratose actinica, '"'"” a atipia menos exten-
sa, mais notada em basal e regiao parabasal. O diagnos-
tico, em bases histologicas, é realizado, a partir da anali-
se de fragmentos, bi6psia de lesoes de pele.

Embora o CEC da pele tenha um relativo bom
prognostico, sio imprescindiveis informacoes tais
como: dimensao da lesao; grau de diferenciagio; pro-
fundidade de invasao; invasao de bainha neural e vas-
cular e distincia das margens de resseccao.” Em mui-
tos casos, somente a analise histoldgica nao revela o
verdadeiro comportamento dessas lesoes, podendo
ser subestimadas clinicamente, quanto ao seu trata-
mento e acompanhamento.” E importante que o
patologista contribua com informagoes adicionais, de
valor prognostico para o clinico. 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, nao sendo possivel, apenas em base
histologica.

A ampliacio do conhecimento sobre genética
molecular e o advento dos marcadores moleculares,
com uso em cortes em parafina, tém tornado possivel
numerosos estudos, no sentido de identificar possi-
veis oncogenes, genes supressores e produtos desses,
com significado prognéstico no cincer de pele. >* 7"

Neste estudo, comparamos a expressio de imu-
nomarcadores envolvidos no processo de carcinogé-
nese: p53 e Bcl-2 (apoptose) e Ki-67 e PCNA (prolife-
racao celular), em individuos portadores de CA e CEC,
com controles negativos representados por pele livre
de tumor de palpebra superior, nos individuos sub-
metidos a blefaroplastia.

O gene P53, supressor de tumor, é essencial
para a regulacao da proliferacio celular e desempe-
nha papel critico, na manuteng¢ao da integridade do
genoma humano e sua inativagao, por isso, é conside-
rado o evento chave na carcinogénese.’

A expressao da proteina p53, em CA e CEC, varia
nas diversas publicacoes. No estudo em questiao, p53
foi expressa, em todos os casos avaliados, com tendén-
cia a exibir maior intensidade nos CA. Nagano et al.,"
assim que utilizaram p53 policlonal, encontraram 48%
de positividade, em 23 casos de CA, e 54% de positivi-
dade, em 14 casos de CEC. Kim et al.,’ ao utilizarem
p53 monoclonal, encontrou 50% de positividade, em
dez casos de CA, e 90% de positividade, nos dez casos
de CEC. Enquanto isso, Park et al. " encontraram 50%

An Bras Dermatol. 2009;84(5):469-75.



474 Dornelas MT, Rodrigues ME Machado DC, Gollner AM, Ferreira AP

de positividade, em dez casos de CA, e 100% de posi-
tividade, nos dez casos de CEC. A expressao da p53,
em les6es pré-cancerosas, como a CA, sugere que ela
pode ser usada como marcador precoce de malignida-
de, no entender de Kim et al.’ Vale salientar que ela foi
positiva fraca, em ocasionais células, nos individuos
sadios do presente estudo, e em 39%, das peles nor-
mais estudadas por Batinac et al.”

A superexpressao da proteina Bcl-2, numa célu-
la geneticamente alterada, contribui para a expansao
clonal desta, por interromper a apoptose, visto que
leva a célula 4 imortalizagio.’

Diferentemente da expressao de p53, a protei-
na Bcl-2 expressou-se, em baixa intensidade, em seis
casos de CA, e negativa, nos casos de CEC.
Balassiano8, em seu estudo, identificou a expressao
de Bcl-2 em 90% dos 20 casos de carcinoma epider-
moide do labio e 75% dos quatro casos de queilite
actinica com displasia. J4 em Tomkova et al.,”
demonstrou-se também que nao houve expressio de
Bcl-2 em pacientes com CEC.

Diversos marcadores para proliferacio celular
vém sendo estudados, a fim de prever o comportamen-
to e a evolucdo das lesoes pré-neoplasicas e o cancer.

O PCNA, um dos marcadores de proliferacao
celular estudado, foi expresso uniformemente, na
camada basal de todas as amostras.

O anticorpo monoclonal DVB-2, marcador de
proliferacao celular estudado, reconhece, em tecidos
fixados em formol e incluidos em blocos de parafina:
o epitopo do antigeno Ki-67." Sua expressao ocorre,
em quase todas as fases do ciclo celular, exceto na fase
GO0, na qual as células repousam. Neste estudo, ape-
nas dois casos de CA e dois de CEC niao expressaram
o Ki-67, embora tenha sido observada variacao, na
intensidade de marcacao.

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

A expressao do Ki-67 revelou-se importante evi-
déncia de proliferagao celular, mais acentuada nos CEC.
Batinac ef al.” descrevem um padrio similar na expres-
sao do Ki-67 e do p53, tanto que sugerem uma associa-
¢ao entre a proliferacao celular e a expressio de p53.

A expressao do Ki-67 e a nao-expressio de Bcl-
2, no grupo CEC, parece indicar que, no CEC, ha uma
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intensificacao da atividade proliferativa. No entanto,
no que se refere a CA, a maior expressio do p53, em
relagdo a de Ki-67, possibilita indicar a reducio da
apoptose, nesse tipo de lesao, facilitando a perpetua-
¢ao de células com dano no DNA nao-reparado.

Desta forma, as lesoes pré-invasoras (CA) hipe-
rexpressam p53, com consequente bloqueio da apop-
tose, decorrente da exposicao continua a irradiacao
UV. Esses achados sugerem que as taxas de Ki-67 e a
expressao p53 e Bcl-2 refletem o grau de malignidade,
nas lesoes cutaneas alvo do estudo.

Ruksha et al, " estudando o receptor periférico
benzodiazepinico (PBR), PCNA e caspase-3, envolvi-
dos na sintese de hormdnios esteroides, regulacio da
proliferacao celular e apoptose, considera que células
de carcinoma espinocelular e melanoma constituem
modelos para estudo da funcio de PBR, durante o
desenvolvimento de tumores de pele, induzidos pela
luz UV,

A modulacao da proliferacao celular e apopto-
se, induzida pela radiagao da luz ultravioleta pode ser
um potencial alvo terapéutico em tumores malignos
de pele.

Novos estudos deverido ser desenvolvidos, para
que busquem a identificagio de outros componentes
moleculares envolvidos no desenvolvimento do can-
cer de pele, induzido pela luz UV e por possiveis
agentes terapéuticos.

CONCLUSAO

A expressao do Ki-67 e a nao-expressio de Bcl-
2, no grupo CEC, indica intensificacio da atividade
proliferativa. Ao passo que, a maior expressio de p53
e Bcl-2, no grupo CA, sugere alteracoes apoptoticas,
e, consequente, a imortalizacio celular. O marcador
PCNA nao se mostrou eficaz, na diferenciacao das
lesbes, porque apresentava coloragio uniforme, em
todas as amostras.

A intensidade da expressio de PCNA, de Ki-67,
de p53 e Bcl-2 fornece informagoes sobre a provavel
progressao da neoplasia, associada a outros indicado-
res, tais como: a analise histopatolégica e a apresenta-
cao clinica, por conseguinte permite um diagndstico
mais seguro. Desta forma, a adog¢ao de uma terapia
direcionada e possibilita um prognéstico favoravel,
com relagio aos resultados estético-funcionais e a
sobrevida do paciente, portador da neoplasia. a
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