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Resumo

Fundamentos: Campo de cancerizacdo cutaneo (CCC) é uma area cutanea com alteracdes subclini-
cas decorrentes da exposicao solar cronica, com maior predisposicdo a desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas e neoplasicas. Até o momento, nao ha parametros objetivos bem definidos que
possam indicar seu grau de atividade.

Objetivos: Descrever e comparar aspectos morfométricos e expressao de fatores ligados a apoptose
e a proliferacdo celular em queratoses actinicas (QA), epiderme fotoexposta e fotoprotegida.
Métodos: Estudo transversal, com pacientes portadores de queratose actinica nos membros supe-
riores, biopsiados em dois pontos: queratose actinica e regido axilar. As bidpsias de Q queratose
actinica A, area perilesional e axila foram avaliadas por meio de KIN (keratinocyte intraepithelial
neoplasia), imuno-histoquimica de p53, survivina e Ki67. Foi feita morfometria nuclear das células
da camada basal por meio de analise de imagem digital: entropia, area, perimetro, Ra, dimensao
fractal, circularidade, intensidade de cor e maior diametro.
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Resultados: Foram incluidos 13 pacientes e amostradas 38 queratoses actinicas. Na morfometria,
foram analisados 1.039 nlcleos, dos quais 228 representavam pele integra axilar, 396 das queratose
actinica e 415 da area perilesional a queratose actinica. Houve diferenca significativa (p < 0,05) em
todas as variaveis testadas para as topografias avaliadas. Identificaram-se correlagao significativa
entre os elementos morfométricos nucelares, KIN, marcadores de proliferacao e apoptose. Padroes
conjuntos de p53, Ki67 e KIN discriminaram as topografias amostradas.

Limitagdes do estudo: Estudo transversal, com pequeno nimero de pacientes.

Conclusées: Ha padroes de proliferagao, resisténcia a apoptose e morfométricos celulares diferen-
tes entre pele fotoprotegida e pele fotoexposta. A expressao conjunta de p53, Ki67 e o KIN pode
caracterizar a atividade do campo de cancerizagao cutaneo.

© 2019 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

0 conceito de campo de cancerizagao foi proposto por Slaughter
em 1953 e compreende uma area de tegumento aparente-
mente normal, porém com alteracoes subclinicas e multifocais,
composta por células geneticamente alteradas em decorrén-
cia da exposicdo solar crénica.”? O conceito de campo de
cancerizacao cutaneo (CCC) sugere que a pele clinicamente
normal adjacente as queratoses actinicas (QAs) seja foco de
expansao clonal de células geneticamente alteradas, o que
explicaria a ocorréncia de novas QAs ou outras neoplasias cuta-
neas em uma mesma area tegumentar, além da recorréncia local
de tumores considerados completamente excisados pela analise
histopatoldgica.?

Recentemente, o CCC tem sido intensamente estudado
devido a sua importancia clinica, pois sua estabilizacdo pode
prevenir o surgimento de neoplasias, sua recorréncia ou a
evolucao de lesdes ja existentes.

Atualmente, as QAs, lesdes epiteliais pré-neoplasicas sao
consideradas marcadores de atividade do CCC.* Entretanto, até
o momento, ndo ha parametros objetivos bem definidos que
possam indicar seu grau de atividade.

Determinar a extensao e a intensidade da atividade de um
CCC torna-se importante para criar estratégias de tratamento
e prevencao diversas e adequadas para cada tipo de paci-
ente, bem como para avaliar a resposta e o prognostico apos
a instituicdo de terapéuticas adequadas.® Survivina, p53 e Ki67
sdo marcadores nucleares presentes em células proliferativas e
expressas em lesoes neoplasicas e pré-neoplasicas, que podem
auxiliar na caracterizacado de um CCC em atividade.®

A sintese de p53 induz o reparo ao DNA e apoptose. Mutacoes
na p53 sao as alteracdes genéticas mais encontradas em neo-
plasias do ser humano.’” Recentemente, a analise de éxons
no gene p53 em tumores do trato aerodigestivo tem demons-
trado provavel método molecular para deteccao de campo de
cancerizacdo.® Além disso, mutacdes na p53 podem ser encon-
tradas em QAs e carcinomas espinocelulares (CEC) na maioria
dos casos e em concentracées maiores nos CEC, enquanto paci-
entes sem lesoes suspeitas de cancer nao expressam mutacoes
na p53, o que sugere que mutacdes na p53 podem estar envol-
vidas na conversao de QAs a CECs e, consequentemente, podem
indicar atividade do CCC.°

O antigeno Ki67 é um marcador de proliferacao
celular’®'" que estd correlacionado com crescimento
tumoral e potencial metastatico.'>'> A expressdo nuclear
de Ki67 foi estudada previamente em neoplasias cutaneas e é
evidenciada em QA, doenca de Bowen, carcinoma basocelular
e CEC."*"> Até o momento, ndo ha estudos que descrevam a
expressao de Ki67 na atividade de CCC.

A survivina € uma proteina expressa por queratinocitos pro-
liferativos e pode ser encontrada no citoplasma ou no nicleo, '
atua tanto na regulacdo do ciclo celular quanto no controle
da apoptose. Sua funcao varia de acordo com a localizacao
intracelular:'” enquanto a expressdo nuclear esta mais associ-
ada a divisao celular e é essencial para a mitose, a presenca de
survivina no citoplasma ¢ considerada citoprotetora.’® Um alto
nivel de survivina nuclear é preditivo de maior malignidade ou
pior progndstico quando analisado em tumores epiteliais.'*~%?
Além disso, a localizacdo da survivina nuclear nas camadas da
epiderme também influencia e indica progndstico: enquanto a
presenca de survivina na camada basal pode ser encontrada em
um epitélio sem alteracdes, a expressao de survivina nuclear
nas camadas suprabasais indica ruptura da homeostase das célu-
las epidérmicas e, consequentemente, atividade mitética, pode
auxiliar na caracterizacdo do CCC.”?

A analise morfoldgica nuclear pode fornecer indicios sobre
a fisiologia celular e contribuir para a avaliacdo diagnostica
e prognostica de lesdes neoplasicas. Além disso, alteracoes
na arquitetura da cromatina nuclear podem indicar atividade
mitotica intensa e se correlacionar com graus de proliferacao
neoplasicos. Desse modo, a morfometria e as caracteristicas de
texturas nucleares tém sido estudadas como fatores progndsti-
cos em muitas neoplasias.?~?” Investigac6es sobre morfometria
nuclear e heterogeneidade da cromatina foram feitas em CBCs,
porém nao ha estudos que caracterizem tais parametros no CCC
e os correlacionem com atividade de campo.?®

0 uso de técnicas morfométricas e imuno-histoquimicas, jun-
tamente com dados clinicos e histopatologicos, pode fornecer
informacoes sobre o comportamento biologico e contribuir para
a avaliacao da efetividade de tratamentos.

Métodos

Estudo transversal feito com pacientes adultos de ambos os
géneros, com QAs nos membros superiores, biopsiados em dois
pontos: pele que engloba uma QA dos membros superiores e
outro de pele axilar. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da instituicdo (CEP) e todos os pacientes
incluidos assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

As bidpsias de QAs, area perilesional e area fotoprotegida
foram analisadas a histopatologia (HE) por meio do método
KIN (keratinocyte intraepithelial neoplasia). A classificacao KIN
é um modo de classificar a intensidade da atipia dos quera-
tinocitos por meio de sua presenca nos niveis epidérmicos,
de maneira que KIN | apresenta atipia focal no terco inferior
dos queratindcitos; KIN Il apresenta despolarizacdo nas cama-
das espinhosa-granulosa; e KIN Il apresenta despolarizacao em
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Figura 1

todos os estratos epidérmicos.?’ Para fins de analise estatistica,
a pele normal axilar foi considerada como KIN 0.

A imuno-histoquimica foi analisada de acordo com a porcen-
tagem de células coradas por survivina, p53 e Ki67 nos hotspots
de QA, areas perilesionais e axilares.

As laminas foram fotografadas em alta resolucao (400x) com
microscopio Coolscope Il (Nikon Instruments Inc., Tokio, Japao,
2009), com registro de cerca de 30 nicleos/campo. Os nicleos
da camada basal da epiderme foram recortados manualmente
e suas imagens transformadas para 8 bits e normalizadas. Foi
usado o software ImageJ (fig. 1). As imagens resultantes foram
submetidas a extracao dos indices de entropia, intensidade da
cor, dimensao fractal, Ra, circularidade, perimetro e area.

Quanto a analise estatistica, os dados foram compara-
dos entre as topografias pelo teste de Jonckheere-Terpstra.
A normalidade foi estimada pelo teste de Shapiro-Wilk.>* As
correlacdes entre os indicadores foram estimadas pelo coefi-
ciente de Spearman e apresentadas como mapa térmico.’' Os
comportamentos das variaveis foram comparados por analise de
correspondéncia multipla e dispostos pelo mapa perceptual.??
Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

Resultados

Foram incluidos 13 pacientes: quatro mulheres e nove homens,
de 37 a 88 anos, em que foram amostradas 38 QA.

Na morfometria, foram analisados 1.039 nlcleos, dos quais
228 representavam pele integra axilar, 396 das QA e 415da area

Esquema representativo do preparo das imagens e selecao dos nucleos.

perilesional a QA. Os valores médios de das morfometrias estao
dispostos na tabela 1.

Houve diferenca significativa (p < 0,05) nos valores da pele
fotoprotegida e fotoexposta em todas as variaveis testadas
(p53, Ki67), como observado na tabela 2. Além disso, KIN
mostrou-se diretamente relacionada com a fotoexposicao, ten-
deu a zero na pele fotoprotegida (fig. 2).

Identificou-se correlacdo entre os indicadores morfométri-
cos e de proliferacao e apoptose (fig. 3). Os elementos que mais
se correlacionaram com o KIN foram o p53 e Ki67. Houve intensa
correlacao dos elementos morfométricos entre si.

Nenhuma das variaveis testadas destacou-se como marca-
dor individual de atividade do CCC; entretanto, KIN, p53 e
Ki67, em conjunto, puderam caracterizar o comportamento das
topografias (fig. 4). Houve grande proximidade espacial da QA
com KIN Ill e os maiores valores de Ki67 e p53; a pele fotoex-
posta teve grande proximidade ao KIN | e valores intermediarios
dos outros marcadores, enquanto a epiderme axilar apresentou
maior proximidade ao KIN 0.

Discussao

0 CCC, nesse grupo de amostras, caracterizou-se por maior
proliferacado epitelial, aumento na expressao de fatores ligados
a apoptose e alteracées na morfologia nuclear, em concordancia
com a literatura.”'" Houve progressiva expressao dessas varia-
veis na pele fotoprotegida em relacdo a pele fotoexposta e
QAs, mostrou que a exposicado cronica a radiacao ultravioleta
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Tabela 1 Valores das variaveis conforme a localizacdo da amostra de pele. Todas as variaveis resultaram em p < 0,05
Parametros nucleares Axila Perilesional QA
Area 1278,30 (1128,0-1266,62) 1481,57 (1312,56-2070,25) 1823,58 (1420,54-2295,45)

Perimetro
Circularidade
Maior diametro

140,98 (135,64-145,06)
0,81 (0,75-0,84)

51,69 (48,96-52,45)
Mediana da cor 33,94 (30,22-35,78)
Entropia 5,30 (5,17-5,32)

Ra 1346,55 (988,80-2026,91)
Dimensao fractal 2,45 (2,44-2,45)

157,52 (148,81-209,99)
0,74 (0,71-0,77)

56,62 (54,15-69,30)

39,19 (31,59-43,38)

5,26 (5,18-5,35)

2181,88 (1601,59-7777,78)
2,46 (2,45-2,48)

178,52 (152,27-213,58)
0,73 (0,69-0,78)

52,11 (54,17-74,93)

43,64 (36,12-50,24)

5,34 (5,26-5,54)

3579,69 (1744,43-8115,73)
2,47 (2,45-2,50)

a8 Mediana (p25-75).

Tabela 2 Porcentagem de células que expressam survivina, p53 e Kié7 nas QA, pele fotoexposta e pele fotoprotegida. Todas

as variaveis resultaram em p < 0,05

Marcadores Axila Perilesional QA

Ki67 18,68 (14,29-26,62) 23,98 (17,59-29,46) 42,07 (35,03-51,61)
Survivina suprabasal 11,58 (6,71-15,50) 18,57 (10,06-28,43) 38,16 (23,22-46,41)
p53 13,81 (5,38-20,12) 23,88 (16,83-37,78) 65,35 (54,64-79,61)

2 Mediana (p25-75).
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Figura 2  Distribuicdo da avaliacao KIN de acordo com a topo-
grafia.

promove alteracdes teciduais no CCC, com correlacao entre a
expressao desses fatores e o grau de displasia histologica do
epitélio.

As associacdes dos epitélios com a expressdo de KIN, p53
e Ki67 modificaram-se proporcionalmente de acordo com a
fotoexposicdao, o que os sugere como fortes candidatos a
caracterizacao do CCC e indicam que podem ser usados na
analise de sua atividade em ensaios clinicos terapéuticos e no
desenvolvimento de medidas que visem a prevencao do desen-
volvimento de canceres de pele.

Houve, também, aumento de expressdo de survivina supra-
basal com relacao diretamente proporcional ao aumento da

exposicao solar e presenca de QA, como esperado pela
literatura;?® entretanto, sua correlacdo com Ki67 e p53, mar-
cadores bem estabelecidos,’''* foi menos intensa (fig. 3).
Além disso, ainda sdo necessarios mais estudos de correlacao
entre a expressao de survivina suprabasal e atividade do
CCC para que haja maior nivel de evidéncia desses acha-
dos.

Alteracdes da morfometria nuclear e da textura da croma-
tina sdo usadas em patologia como critérios de diferenciacao
entre tecidos saudaveis e de neoplasias.?**' Além disso, teci-
dos sob estresse, como a radiacao ultravioleta, também podem
apresentar alteracdes nucleares, geralmente relacionadas a
intensidade da atividade metabélica.?2® Neste estudo, feno-
tipicamente, o dano genémico do CCC manifestou-se como
variacoes do formato do nucleo e heterogeneidade da cro-
matina, correlacionadas entre si e com alteracdes de carater
progressivo de acordo com a fotoexposicao e presenca de QAs,
subsidiaram as evidéncias de instabilidade gendmica e suge-
riram que essas alteracdes ocorram de maneira simultanea
intranuclear.

As principais limitacdes do estudo referem-se a pequena
quantidade de participantes, apesar de possibilitarem um
nimero suficiente de lesdes para analise. Como o estudo
é transversal, embora QAs e CCC sejam entidades insta-
veis, um desenho longitudinal poderia fornecer elementos
mais consistentes de sua atividade ligadas ao progndstico
oncolégico.?334

A caracterizacao histologica do CCC deve oferecer subsi-
dios adicionais a contagem de QAs e as escalas de qualidade
de vida e aos escores clinicos de gravidade®3>3¢ na compre-
ensao dos fendmenos subjacente ao CCC. Esses achados estao
sendo testados em ensaios clinicos com tratamentos de campo
de cancerizacdo, como terapia fotodindmica,>’ mebutato de
ingenol e 5-fluorouracil, assim como de acordo com uma escala
de gravidade de QAs, em desenvolvimento por nosso grupo de
estudo em CCC.
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Conclusao

Variaveis morfométricas e relativas a textura da cromatina
apresentaram diferenca na comparacao da pele fotoexposta e
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Mapa térmico das correlacdes (Spearman) entre os indicadores morfométricos e relacionados a apoptose e proliferagao.

fotoprotegida. KIN, p53 e Ki67 - conjuntamente - tornaram
possivel a caracterizacdo do CCC.
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