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RESUMO

Dentre os canceres de pele ndo-melanomas, podemos encontrar o carcinoma basocelular e o
carcinoma de células escamosas de pele, sendo que este se origina de lesdes ndo invasivas, tais
como a ceratose actinica. Os canceres sao resultantes de alteracBes genéticas, fatores ambientais e
do estilo de vida do individuo. A alta taxa de proliferacdo celular desses tumores esta ligada com o
crescimento e desenvolvimento das células neoplésicas, o que pode fornecer informagdes sobre o
prognostico e a agressividade dos canceres. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
expressdo da proteina Ki67 nas leses de ceratoseactinica, carcinoma basocelular e carcinoma de
células escamosas de pele. Em suma, ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica entre 0s
grupos de lesBes analisadas nesse estudo. No entanto, foi observada diferenca estatistica da
expressdo do Ki67 nos controles quando comparada com as demais lesfes estudadas (p< 0,001),
que pode ser explicada pela heterogeneidade quanto ao perfil de expressdo da proteina Ki67 nas
células normais ou neoplasicas. O baixo numero de casos nesse estudopode explicar a falta de uma
associacao estatistica significativa entre os grupos de lesdo e a expressdo da proteina Ki67.
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ABSTRACT

Amongthe non-melanoma skin cancers, we can find the basal cell carcinoma and the squamous skin
cells carcioma, which comes from non-invasive lesions such as actinic keratosis. The Cancers are
caused by genetic, environmental factors and person's lifestyle. The high rate of cell proliferation of
these tumors is linked to the growth and development of cancer cells, which may provide
information about prognosis and the aggressiveness of cancers. Thus, the aim of this study was to
evaluate the expression of Ki67 protein in lesions of actinic keratosis, basal cell carcinoma and
squamous skin cells carcinoma. In short, it wasn’t found any statistical difference between the
groups of lesions analyzed in this study. However, a statistical difference of Ki67 expression in
controls was observed when compared with other studied lesions (p <0,001), which can be
explained by heterogeneity regarding the expression profile of Ki67 protein in normal and
neoplastic cells. The low number of cases in this study may explain the lack of a statistically
significant association between injury groups and the expression of Ki67 protein.
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INTRODUCAO

O céncer é uma doenca de etiologia multifatorial, resultante, principalmente, de alteracdes
geneticas, fatores ambientais e do estilo de vida(MADANet al., 2010). Dentre os diferentes tipos de
cancer destaca-se 0 cancer de pele, que se apresenta como cancer da pele melanoma (CPM) e
cancer da pele ndo melanoma (CPNM), que inclui o carcinomabasocelular e o carcinoma de células
escamosas de pele(KIM; ARMSTRONG, 2012). Dados epidemiol6gicos nacionais mostram que o
CPNM ¢ a neoplasia maligna de maior incidéncia no Brasil, apesar da subnotificacdo reconhecida
pelo préprio Ministério da Saude, constituindo um grave problema de saude pablica, uma vez que,
apesar da baixa letalidade, em alguns casos pode levar a deformidades fisicas e ulcera¢Bes graves,
consequentemente, onerando os servicos de saude(MUTTI et al., 2004).

No Brasil, Observa-se um aumento no numero de cancer de pele ndo melanoma,
especialmente no estado de Sdo Paulo e na regido Sul, em decorréncia de multiplos fatores
epidemioldgicos: franca exposi¢do solar, predominancia da raga branca e grande quantidade de
imigrantes caucasianos(KIM;ARMSTRONG, 2012).

Os carcinomas basocelulares (CBC) constituem aproximadamente 80% das neoplasias
malignas de pele, excluindo-se os melanomas, sendo sua origem fortemente associada a exposicao
excessiva a radiacdo ultravioleta. Apesar de raramente metastaticos, sdo localmente agressivos em
decorréncia de seu fendtipo notadamente invasivo. J& os carcinomas de células escamosas de pele
(CCEP) representam 20% das neoplasias malignas cutaneas, originam-se, a partir da proliferacdo de
células escamosas atipicas, e apresentam carater invasor que podem resultar em metéstases.Em
geral, o CCE’s de pele originam-se, em regides expostas ao sol, e podem surgir, a partir de lesdes
ndo-invasivas, como por exemplo,ceratosesactinicas (CA),queilitesactinicas e leucoplasias
orais(MARTINEZ et al., 2006).

A identificacdo da expressdo da proteinaKi67 pode ser usada como forma de estimar a taxa
de proliferacdo das neoplasias malignas humanas, uma vez que participa de todas as fases ativas do
ciclo celular(KOOHDANI et al., 2009;PEREIRA et al., 2012).0 aumento da proliferacdocelular
pode resultar em elevada taxa de recidiva, diminuicdoda sobrevida e aumento da
mortalidade(BERESFORD et al., 2006;HAFEEZ et al., 2013).0 conhecimento sobre a expressao
de proteinas envolvidas com a proliferacdo celularé fundamental para a identificacdo deindividuos
geneticamente predispostos, além de auxiliar na detecgdo precoce da neoplasia possibilitando um
melhor prognostico.Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo da proteina Ki67
nas lesbes de ceratoseactinia, carcinoma basocelular, carcinoma de células escamosas de pele e pele

normal (controles).
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METODOLOGIA

PACIENTES E AMOSTRAS

O trabalho envolveu a coleta de dados clinico-epidemiologicos e de materiais de bidpsia de
59 pacientes atendidos na cidade de Montes Claros — Minas Gerais, no periodo de 2000 a 2008,
tanto na rede publica quanto na rede privada que prestam o servi¢o de oncologia. As informacdes
clinicas foram obtidas a partir dos arquivos médicos dos pacientes. O estudo compreendeu 13 casos
de carcinomas de celulas escamosas de pele, 19 casos de carcinoma basocelular, 10 casos de
ceratoseactinica e 17 casos de pele normal (controle) provenientes de tecidos excedentes de cirurgia
plastica de mama. As lesdes foram fixadas em formalina e coradas com hematoxilina e eosina para
analises morfologicas. As andlises foram realizadas por um patologista para confirmacdo do
diagnostico sob microscopio de luz.

As amostras de carcinoma basocelular foram gradadas de acordo com os critérios da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) que permite a identificacdo de grupos de baixo e alto risco
para esse tipo lesdo. O grupo de baixo risco representa as lesdes do tipo superficial e nodular, ja o
grupo de alto risco compreende as lesdes mais infiltrativas de acordo com o comportamento
agressivo da lesdo (LEBOIT, 2006). As amostras de carcinomas de células escamosas de pele foram
gradadas de acordo com os critérios seguidos por Broder’'s(1921) e Bryne(1998). Nas lesbes de
ceratoseactinica utilizou-se como critério de avaliacdo histopatoldgica 0s queratindcitos da
neoplasia intra-epitelia(RAMOS-CEBALLOS et al., 2008).Todos os preceitos éticos foram
estabelecidos para a realizagdo da pesquisa que possui aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa
da Universidade Estadual de montes Claros sob parecer: 1367/2009.

IMUNOHISTOQUIMICA

Cortes histolégicos de 5 um de espessura das amostras em estudo foram desparafinizados
em xilol e reidratados com solucdes de alcool. A recuperacdo antigénica foi realizada em autoclave
a 121°C por 5 minutos em tampéao Trillogy. A peroxidase enddgeno foi bloqueada com dois banhos
de perdxido de hidrogénio durante 15 min. Houve incubacdo com anticorpo primario Ki67(1:100,
clone MIB1), por 18 horas. Posteriormente as secdes foram cuidadosamente lavadas e recém-
incubadas com o anticorpo secundario biotinilado polivalente (Kit LSAB) e streptavidina-
peroxidase (kit LSAB), ambos durante 30 min a temperatura ambiente. Ap6s lavagem, as amostras
foram reveladas com diaminobenzidinetetrahydrochloride (DAB). Em seguida, realizou-se a

contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, e posteriormente foram montadas com meioEVER-
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mout. Os controles negativos foram obtidos através da substituicdo do anticorpo primério pela
incubacdo das laminas com tampédo PBS (1X). Apenas as células neoplésicas que apresentaram

coloragdo nuclear amarronzada foram consideradas positivas.

CONTAGEM E DETERMINACAO DO INDICE DE PROLIFERACAO CELULAR

Os procedimentos de contagem foram realizados por um Gnico investigador. Foram tiradas
fotografias no aumento de 400X e a contagem foi realizada através do programa ImageJ®, versio
1.44, para Windows®. A contagem de células ocorreu em 10 campos de cada lamina onde a
imunoexpressdo de Ki67foi mais acentuada. Nas amostras de pele normal e ceratoseactinica, as
contagens aconteceram no tecido epitelial. J& no carcinoma basocelular e carcinoma de células
escamosas de pele as contagens ocorreram no fronte invasivo da lesdo. O indice de proliferacao
celular foi determinadopela média de proporcdo de células marcadas sobre o total de células

neoplésicas ou epiteliais (em casos de pele normal) presentes no campo de imagem fotografada.

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram digitalizados no software de estatistica StatisticalPackage for the Social
Sciences (SPSS®), versdo 22.0, para Windows®. As médias dos indices de proliferacéo celular dos
grupos investigados foram avaliadas pela analise de varidncia (Anova) para identificacdo de
alteracdes entre 0s grupos, com posterior correcdo de Bonferroni para comparar as médias entre 0s
grupos de lesdes. As diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando p< 0,05
ao teste Anova e p< 0,005, apos as corre¢des de Bonferroni.

RESULTADOS

N&o houve diferencas estatisticas quanto a expressao do Ki67 (Figural) entre as lesdes de
ceratoseactinica, carcinoma de células escamosas de pele e carcinoma basocelular, ou seja, ndo
ocorreram diferencas em relacdo a proliferacdo celular entre as diferentes lesbes (p>0.05).No
entanto, observou-se diferenca estatistica na expressao do Ki67 (Figura2) entre os controles de pele
normal quando comparada com as demais lesdes do estudo (p<0, 001).
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Figural - Coloracdo de Hematoxilina e eosina (H & E) em A, B, C e D. Imunolocaliza¢do do Ki67(E, F, G, H) no
epitélio normal (controle), epitélio da ceratoseactinica (CA) e no parenquima da lesdo no carcinoma de células
escamosas de pele (CCEP) e carcinoma basocelular (CBC). Coloracdo: DAB. Contra-coloracdo: hematoxilina de

Mayers. Aumento de 400x.
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Fonte:Proprios autores (2015)

Figura 2 - Gréfico representando as médias do indice de proliferacdo celular dos grupos de amostras investigados.
Teste estatistico: andlise de variancia com correcdes de Bonferroni. Valores estatisticamente significativos: p< 0,001.
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DISCUSSAO

Neste estudo, comparou-se a expressdao do marcador Ki67 em individuos portadores de
CBC, CCEP e CA, com controles representados por amostras de pele normal. Ndo foi encontrada
nenhuma diferenca estatistica entre os grupos de lesGes analisadas nesse estudo. Em outras
pesquisas foram encontrados resultados semelhantes, onde ndo observaram nenhuma diferenca
estatistica na expressao de Ki67 em tumores de pele(LI et al., 2002).

No entanto, alguns estudos apontaram uma diferenca de expressdo de Ki67 em lesdes de
carcinomas de células escamosas de pele quando comparadas com CA’s. A expressdo de Ki67
também esteve associada a um comportamento mais agressivo de lesées(BATINAC et al., 2004).Ja
emoutra pesquisafoi observado que apresenca doKi67 foi associada a um comportamento mais
agressivo em relacdo ao CBC quando comparado com CA e CCEP(ZDUNIAKEet al., 2014).

Por fim, outros estudos,constataram que a expressao do Ki67 em cancer de pele tem
associacdo com a metastase e com o fator de prognostico(GIMOTTY et al., 2005;
ROYCHOWDHURY et al.,, 1996;STOLL et al., 2000).Sendo assim, a baixa quantidade de
amostras obtidaspode ter sido conivente para que ndo houvesse diferencas estatisticas entre as
lesdes.

Anélises do ciclo celular revelaram que a proteina Ki67 € um antigeno associado a
proliferacdo, que é expresso em todas as partes ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas é
ausente no descanso celular(MATSUOet al., 2004). O crescimento e desenvolvimento dos canceres
estdoligados com taxas elevadas de proliferacdo celular, sendo assim, determinar esse indice de
proliferacdo € de suma importancia por fornecer informacGes essenciais sobre o prognostico e a
agressividade dos tumores. Além disso, a avaliagdo do indice de proliferagdo celular em
determinadas neoplasias pode ser Gtil para direcionar alguns protocolos de tratamentos cujas drogas
atuam em pontos especificos nas vias de divisdo celular(BERESFORDet al., 2006).

Uma importante via de sinalizacdo intracelular, a hedgehog esta relacionada a patogénese do
CBC, desempenhando fung¢des na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo das células estaminais
dos queratindcitos. Em sua fungdo de gene supressor de tumor o patch 1 (PTCH1)inibe a atividade
doprotooncogene de smoothened (SMO).A sinalizagdo de SMO resulta na ativ¢ao da transcri¢do de
genes alvo do hedgehog, que por sua vez responde aumentando a proliferacdo de células estaminais
de queratinocitos.A ocorréncia de mutacdo do gene PTCHL1, que faz com que ele perca sua fungéo,
liberando a atividade regulada de SMO e propiciando a expansdo clonal de células desreguladas
dentro dos queratinocitos.O que resulta na disseminagdo de células precursoras do cancro do nicho
em busca de novas células na pele, originando assim um CBC. A capacidade proliferativa dos
queratinocitos tem sido relacionada a desregulacéo da via de sinalizacdo hedgehogpor néo realizar
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paragem do ciclo celular em resposta ao inibidor de ciclo celular p21(FELLER et al., 2016;
TANGet al., 2012).

Outro gene supressor de tumor o p53 também desempenha fungbes importantes no
carcinoma basocelular, porém esta relacionado a eventos finais na tumorigénese relacionado a sua
progressdao. A mutacao de p53 esta frequentemente relacionada a assinatura tipica de UV, este tipo
de mutacdo no DNA é um fator causador de melanoma e outros tipos de cancros de
pele(D'ORAZICet al., 2013).Tem sido relatado (KOSEOGLUet al., 2009) que, casos positivos de
p53tém apresentado uma média significativamente alta no indice de Ki67(KOSEOGLUet al., 2009).

CONCLUSAO

Em nosso estudo a expressdo de Ki67 ndo diferiu entre os diferentes tipos de lesdes
investigadas nesse estudo. No entanto, alguns estudos tém apontado a ocorréncia de diferenca de
expressao entre marcadores de proliferacdo celular entre lesdes de pele. Muitos tumores apresentam
grande quantidade de alteracGes em proteinas importantes do controle do ciclo celular, o que pode
explicar essas diferencas quanto a expressao da proteina Ki67. A pequena quantidade de lesdes em
cada grupo investigado pode ter colaborado para que ndo achassemos diferencas quanto a expressao
de Ki67, o que sugere que novos estudos devem ser explorados para esclarecer mais a respeito do

comportamento clinico dessas les@es.
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