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RESUMO



O Ceratoacantoma (CA) é um tumor cutédneo de grande interesse devido as suas
caracteristicas peculiares e relacdo controversa com o carcinoma espinocelular
(CEC). Em razado das similaridades histolégicas e da auséncia de critérios
definitivos, o diagndstico diferencial entre estas entidades de comportamento
bioldgico distinto € frequentemente problematico. Na tentativa de compreender
melhor a patogénese destas neoplasias e com o objetivo de investigar se a
avaliacdo da angiogénese poderia ser util na distincdo entre CA e CEC,
nds estudamos, com o auxilio de programa de morfometria digital, a densidade
microvascular (DMV) e a expressao da proteina p53 e do antigeno de proliferacao
celular Ki67 em biopsias incisionais de 40 lesbes ceratoacantoma-similes das
quais o curso clinico foi monitorado. N&o foram encontradas diferengas
estatisticas entre CAs e CECs quanto a expressdao de p53 e DMV. O indice
proliferativo foi significativamente maior nos CECs, porém com sobreposicao entre
os grupos dificultando a aplicagdo deste critério na rotina diagnostica. Em ambos
os tumores, foi demonstrada correlacdo indireta entre a densidade de vasos
neoformados (DMV-CD105) e a densidade de vasos pré-existentes. Para os CAs,
foi observada correlagdo positiva entre DMV-CD105 e indice de Ki67 enquanto os
CECs revelaram correlagbes positivas entre tamanho da lesédo e idade e tamanho
e p53. A DMV nao se mostrou ferramenta util no diagnéstico diferencial entre CAs
e CECs. No entanto, apesar destas neoplasias apresentarem muitas similaridades,
as diferentes formas de interacdo entre as variaveis estudadas indicam que,

provavelmente, mecanismos distintos estdo envolvidos em sua patogénese.
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ABSTRACT



Keratoacanthoma (KA) is a cutaneous tumor of great interest because of its unique
characteristics and controversial relationship to squamous cell carcinoma (SCC).
We hypothesized that differences in microvessel density (MVD), p53 expression
and proliferation index could be related to the distinct behavior between KAs and
SCCs and that their assessment could help distinguish between these entities.
Immunohistochemical staining was performed with markers for vessels (CD34 and
CD105), p53 oncoprotein and cell proliferation (Ki67). Microvessel densities and
p53 and Ki67 quantifications were calculated using computer-assisted image
analysis. There were no significant differences between KAs and SCCs regarding
neither p53 expression nor microvessel density. The Ki67 proliferation index was
significantly higher in SCCs, but there was considerable overlap between the
groups. We found an indirect correlation between CD105-MVD and the density of
pre-existing vessels in both tumors. For KAs we also observed a positive
correlation between CD105-MVD and Ki67 index whereas SCCs demonstrated
significant positive correlations between tumor size and age and tumor size and
p53. MVD was not a useful tool in the distinction between KAs and SCCs.
However, despite the fact that these neoplasms have more similarities than
differences, there are probably distinct mechanisms involved in their pathogenesis.

Abstract
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1- INTRODUCAO



1.1- Ceratoacantoma
1.1.1- Consideracgdes gerais

O ceratoacantoma (CA) é uma lesdo escamosa proliferativa
autolimitada que evolui numa sequéncia definida de crescimento rapido,
maturidade plena e regressao espontanea. Trata-se de tumor cuténeo crateriforme
que afeta principalmente adultos na sexta e sétima décadas de vida, com maior
incidéncia no sexo masculino numa razéo de 3:1 (Murphy e Elder, 1991).

A fase de crescimento do ceratoacantoma tem duracdo de
6 a 8 semanas e sua regressao espontanea geralmente se completa apds
3 a 6 meses.

O ceratoacantoma afeta preferencialmente éareas fotoexpostas de
pessoas de pele clara (fototipo 1 ou 2 de Fitzpatrick), mas lesées em areas nao

fotoexpostas podem ocorrer.

O ceratoacantoma foi descrito por Sir Jonathan Hutchinson em 1889,
que o caracterizou como “Ulcera crateriforme da face”, porém sem mencao a
involucao espontanea. Em 1936, uma publicacdo de MacCormac e Scarff
redirecionou a atencdo para este tumor. Os autores observaram que o
ceratoacantoma cresce rapidamente em 4 a 6 semanas e depois permanece
estacionario. Estes autores o denominaram “molusco sebaceo”. No entanto,
o nome foi considerado muito semelhante ao molusco contagioso.
Freudenthal cunhou 0 nome ceratoacantoma em relagdo a uma das alteracdes

histologicas mais expressivas do tumor, a acantose.

A origem do CA em foliculos pilosos parece bem definida. O estudo
experimental de Yamagiwa e Ichikawa (1918) demonstrou a evolucao histoldgica
destes tumores, iniciando-se da hiperplasia do epitélio da periferia de foliculos
pilosos. Em 1958, Ghadially confirmou estes achados, demonstrando a origem do
CAs da bainha externa dos foliculos pilosos. Os CAs originados em mucosas

provavelmente representam uma extensdo de lesdo da pele adjacente ou tumor

Introducéo
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originando-se de estruturas sebaceas eventualmente presentes nas mucosas
(Kopf, 1976; Svirsky et al, 1977).

A etiologia dos ceratoacantomas € incerta e a exposicao solar (radiacao
UV) é o fator mais implicado no surgimento do CA solitario. A carcinogénese
induzida pelos raios ultravioleta aparentemente envolve a inativacdo do gene
supressor tumoral p53 e depende da exposi¢céao prolongada a este tipo de radiagao.
Este mecanismo etiolégico € comum a outras lesdes cutaneas, como o carcinoma
epidermoide (CEC). Varios estudos indicaram que a incidéncia do CA corresponde
aproximadamente a um terco da incidéncia do CEC (Schwartz 1979;
Rook e Champion 1963), mas ha variagdes de acordo com a populagdo estudada.
Em um estudo sul africano, a incidéncia relatada foi 1,8 vez superior a do CEC
(Whiting, 1978).

Outros fatores etiolégicos sugeridos incluem exposicdo a agentes
quimicos, trauma, infeccao pelo HPV e imunossupressao. Ghadially et al (1963)
relataram uma incidéncia aumentada de CAs em trabalhadores em contato com

piche e alcatrao em relacao aos controles pareados.

O trauma provavelmente tem um papel na origem do CA. Observou-se
um padrdo de recorréncia dos CAs préximo ou em regides de enxertos
(Rook e Champion, 1963; Schwartz, 1979).

O aparecimento de CAs apéds transplante de medula éssea ou durante
tratamento com ciclosporina sugere a possibilidade de que a imunossupressao
seja um fator contribuinte na etiologia deste tumor (Furukawa e Hamada 1992;
Guillot e Fesneau 1990). Em pacientes imunossuprimidos, os CAs parecem exibir
uma predisposicdo a crecimento agressivo, recorréncia precoce até mesmo

transformacao para CEC (Walder et al, 1971).

Sequéncias de DNA do HPV foram detectadas em cerca de 20% dos
CA, tanto genitais quanto cutaneos de pacientes imunodeprimidos (Payne et al,
1995; Stockfleth et al, 1999). No entanto, embora a etiologia viral tenha sido
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sugerida, existem apenas exemplos isolados de sua demonstracdo em CAs de
individuos imunocompetentes (Hsi et al, 1997).

1.1.2- Apresentagao clinica e aspectos histolégicos

Ha trés estagios na histéria natural dos CAs: a fase proliferativa,

a fase de maturidade e a fase involutiva.

Na fase proliferativa, ocorre o crescimento rapido da leséo, levando a
formacao de uma papula hemisférica e firme geralmente atingindo 2 cm ou mais.
A borda tem coloragdo normal ou discretamente eritematosa. Podem ser
observadas teleangiectasias. Histologicamente observa-se invaginagdo da
epiderme originando-se de foliculos pilosos contiguos e preenchida por [aminas de
queratina. Pode haver numerosas figuras de mitose e infiltrado inflamatério
dérmico. Nesta fase, o diagndstico diferencial histologico entre CA e CEC pode ser
muito dificil.

Fonte: Tan & Lee, Histopathology 2009, 55, 338-345.

Figura 1- Fase proliferativa do CA.
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Na fase de maturidade, a lesdo se caracteriza por nddulo concavo
(dome-shaped ou berry shaped) com area central umbilicada e preenchida por
queratina. A lesdo geralmente é firme, porém sem induracdo nas bordas.
Se a queratina central é removida, o aspecto resultante € de uma cratera.
A epiderme estende-se as margens da cratera. Pode ser observado algum grau de
atipia nuclear, mas em geral inferior ao encontrado na fase proliferativa.
Nesta fase, a queratinizagdo das células escamosas é intensa resultando em

aspecto eosinofilico palido (glassy).

A fase involutiva ocorre apds alguns meses e se caracteriza pela
reabsorcdo do tumor e expulsdo do plug central de queratina, resultando em
cicatriz discretamente deprimida e geralmente hipopigmentada. A derme adjacente
ao epitélio exibe aspecto de tecido de granulacao seguido de fibrose.

Fonte: Tan & Lee, Histopathology 2009, 55, 338-345.

Figura 2- Fase involutiva do CA.
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1.1.3- Tipos especiais

O CA é geralmente solitario, mas multiplas lesdes podem ocorrer.
Existem diversos tipos especiais morfolégicos ou sindrémicos, dentre eles:
CA dyskeratoticum et segregans, CA centrifugo, CA gigante, CA subungueal,
CA itraoral e de membranas mucosas, CA eruptivo generalizado, CA multiplo, etc.
Os subtipos morfolégicos especiais nao foram incluidos no presente estudo.

1.1.4- Regressao

Estudos recentes sugerem que a regressdo tumoral depende
principalmente da resposta imune mediada por linfocitos T CD8+ citotdxicos com o
auxilio de linfécitos T CD4+. Os linfécitos citotoxicos podem mediar a regressao
tumoral através de dois mecanismos distintos: (a) exocitose direta de granulos
contendo granzima B e perforina; e (b) através da ligagcao do receptor de CD95
nas células-alvo. Batinac et al (2006) demonstraram um aumento significativo de
células T expressando granzima B em ceratoacantomas em regressao
comparativamente com carcinomas espinocelulares, sugerindo um possivel papel

da granzima B na regressao do ceratoacantoma.

A apoptose € outro fator que tem sido implicado na regressdao do
ceratoacantoma, embora o gatilho exato para esse mecanismo permanega pouco
compreendido. Varias proteinas da familia do gene bcl-2 estdo relacionadas a
regulacao da morte celular programada e a proliferacao celular. Proteinas como
bcl-2/bcl-x bloqueiam a apoptose enquanto proteinas bax-simile, como bax e bak,
induzem a apoptose. Batinac et al (2006) demonstraram maior expressao de bak e
menor expressdo de bcl-2 em ceratoacantomas em relacdo a pele normal.
Neste estudo, demonstrou-se expressao de bak significativamente diminuida nos
carcinomas espinocelulares. Estes achados sugerem que a apoptose influenciaria
o0 comportamento biolégico distinto destas duas neoplasias, tendo papel na
regressao do ceratoacantoma. Vale ressaltar que os CAs tém origem do epitélio
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de foliculos pilosos, cujo ciclo normal envolve uma fase involutiva (catadgena) de

morte celular programada.

Outro fator contribuinte é a maturagéo e queratinizagdo progressiva das

células, que por fim sédo eliminadas como um plug de queratina.

1.1.5- Transformagédo maligna

O unico critério conclusivo para transformacdo maligna do CA é a
presenca de evidéncias inequivocas de comportamento biolégico maligno,
seja por infiltracdo/ agressividade local ou metastatizacdo. Nao ha, portanto,

critérios histopatolégicos seguros para este diagnéstico.

Apesar de alguns autores acreditarem que o CA é um tumor precursor
do CEC, a progressao do CA para o CEC ou o CEC CA-simile sdo muito raros.
No entanto, deve-se considerar que como frequentemente a modalidade
terapéutica eleita para o CA é a mesma do CEC, a verdadeira incidéncia deste

fendbmeno é dificil de ser estimada.

Sanchez et al (2000) propuseram que a presenca de atipia citolégica
tem impacto no prognostico dos CAs e que esta seria um indicador de CAs com
potencial de transformacédo maligna. Strieth et al (2002) estudaram a densidade
vascular em CAs com atipia citolégica e encontraram maior densidade
microvascular nestes tumores em relacdo a CAs sem atipias, sugerindo que a
avaliagdo da angiogénese poderia servir como ferramenta na tentativa de

identificar CAs com potencial de progressao maligna.

1.1.6- Tratamento

Diversas modalidades terapéuticas tem sido utilizadas para o
tratamento do CA, geralmente as mesmas utilizadas para CECs e carcinomas
basocelulares (CBCs). Apesar da involugcado espontanea, a intervencao terapéutica
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e frequente no sentido de prevenir o envolvimento de estruturas vizinhas ou

simplesmente com o intuito de obter melhor resultado estético.

1.1.7- Diagnéstico diferencial: CA versus CEC

Desde que foi descrito, o CA desperta polémica quanto a sua natureza
e relagdo com o carcinoma epidermdide ou espinocelular (CEC) (Smoller et al,
1986). Clinicamente, o rapido crescimento tumoral do CA pode simular o CEC,
tumor biologicamente maligno caracterizado pelo potencial de progressao,
destruigao tecidual e metastatizacgéo.

A caracteristica mais importante que distingue estas duas entidades é a
tendéncia do ceratoacantoma a regredir espontaneamente, porém as causas e
mecanismos detalhados desta regressdo ainda ndo sado totalmente
compreendidos. Alguns autores consideram o CA um tumor benigno, outros um
precursor do CEC (Strieth et al, 2002), outros uma variante bem-diferenciada do
CEC (Manstein, 1998) ou pelo menos uma forma abortiva de malignidade que
somente excepcionalmente progride para CEC (Schwartz, 1979). Devido as
marcantes similaridades histolégicas e a auséncia de critérios definitivos,

o diagnéstico diferencial entre CEC e CA é frequentemente problematico.

Relatos na literatura mostrando que lesdes inicialmente classificadas
como ceratoacantomas evoluiram com metastases demonstram a importancia e
dificuldade deste diagndstico diferencial (Hodak et al, 1993). Portanto, é de grande
interesse o estabelecimento de marcadores que permitam a distincdo entre

ceratoacantomas e carcinomas espinocelulares.

Numerosos trabalhos foram publicados descrevendo os critérios Uteis
no diagnéstico diferencial entre o CA e o CEC (Cribier et al, 1999; Phillips e
Helm, 1993; Korenberg et al, 1998; Smoller et al, 1986; Mikhail, 1974; Kern e
MacCray, 1980; King e Barr, 1980; Ho et al, 1991; Stephenson et al, 1992).
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Quanto ao padrdao macroscopico, os CAs tendem a ser tanto exofiticos
quanto endofiticos com a cratera central preenchida por queratina, enquanto os
CECs sao predominantemente endofiticos com frequente ulceracdo. Em termos
citolégicos, ha muitas similaridades entre CAs e CECs e a arquitetura tumoral é
uma ferramenta de maior utilidade na sua distingdo. Portanto, € fundamental que a
biépsia contenha o tecido adiposo subcutaneo para que se possa avaliar tanto a
arquitetura da lesdo quanto a presenca ou auséncia infiltracdo no tecido
subjacente. Além dos aspectos arquiteturais, outras caracteristicas que favorecem
o diagndstico de CA incluem: auséncia de anaplasia, limites bem definidos entre o
tumor e o estroma, auséncia de desmoplasia, presenca de fibras elasticas
intraepiteliais e abundante glicogénio intracitoplasmatico.

No entanto, particularmente na fase proliferativa mais precoce,
o ceratoacantoma compartilha diversas caracteristicas morfolégicas com o
carcinoma espinocelular, como crescimento infiltrativo e atipia citologica,
nao existindo critérios morfoldgicos suficientemente especificos para distinguir

estas duas neoplasias.

Alguns métodos imunoistoquimicos tém demonstrado algum sucesso
na distincdo destas duas entidades. A pesquisa de marcadores para
desmogleinas mostrou que estas proteinas desmossOmicas estdo reduzidas ou
ausentes no CEC, mas preservadas uniformemente no CA (Krunic et al, 1996).
Os desmossomos provavelmente desempenham papel na supressao da invasao e
metastatizacao (Hiraki et al, 1996).

Estudos imunoistoquimicos demonstraram expressdo homogénea de
involucrina nas células dos CAs, exceto na camada basal, enquanto sua marcacao
nos CECs mostrou-se heterogénea de célula para células (Smoller et al, 1986;
Suo et al, 1993).

A expressao de sialyl-Tn, carboidrato expresso na superficie de células
tumorais, foi encontrada em maior intensidade em CAs do que nos CECs
(Jensen et al, 1999).
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Quanto aos aspectos moleculares, Clausen et al (2006) demonstraram
através de hibridizacdo gendmica comparativa um numero significativamente
maior de aberragdes gendmicas nos carcinomas espinocelulares em relacao aos

ceratoacantomas, indicando um maior grau de instabilidade genética nos CECs.

Além disso, os autores encontraram diferentes padrdes de aberracoes,
apontando para mecanismos genéticos distintos envolvidos no desenvolvimento
destas duas neoplasias. No entanto, a presenca de alteracées genéticas comuns
as duas neoplasias também foi demonstrada e pode estar associada ao dano do
DNA pela irradiagé@o ultravioleta, fator relacionado ao desenvolvimento de ambas
as lesoes.

1.2- Proteina p53

A ativacdo de proto-oncogenes e a inativacdo de genes supressores de
tumor s&o eventos moleculares criticos no processo de carcinogénese.
O gene supressor de tumor p53 é um exemplo classico, encontrado mutado em
mais de 50% dos tumores malignos humanos (Hollstein et al, 1991). Muta¢des do
p53 foram descritas no CBC, no CEC e em ceratoses actinicas. Dessa forma,
a perda da fungcédo do p53 parece ser evento comum na carcinogénese cutanea
(Brash et al, 1991).

O gene p53 codifica uma fosfoproteina de 53 KDa, a qual tém sido
designada como guardiad do genoma (Lane, 1992). Trata-se de uma proteina que
funciona como reguladora da resposta celular a injuria genotéxica, incluindo a
exposicao a radiacao ultravioleta (Levine et al, 1001). Esta proteina impede a
progressao do ciclo celular além da fase G1, permitindo que o genoma lesado seja
reparado antes do término da divisdo celular. Quando o dano ao genoma é
extenso e o reparo do DNA nao é possivel, ocorre a indugao da apoptose.

A inativacdo do gene p53 resulta em acumulo de danos genéticos a
célula. A proteina p53 tem papel critico na manutencao da integridade do genoma.

Introducéo
26



Em contraste com a proteina p53 do tipo selvagem, cuja meia-vida &
muito curta, ndo sendo facilmente detectavel a imunoistoquimica, o gene mutante
codifica uma proteina disfuncional mais estavel e, portanto, com meia-vida mais
longa, levando ao acumulo intracelular desta proteina e a relativa superexpressao
a imunoistoquimica (Lane e Benchimol, 1990).

A analise imunoistoquimica, foi demonstrada a expressdo da proteina
p53 nas células mais periféricas da maioria dos CAs, assim como dos CECs,
apoiando a hipétese de que as mutacbes deste gene contribuam para o
desenvolvimento do CA e que este possa ser um subtipo do CEC (Borkowski et al,
1995; Kerschmann et al, 1994; Perez et al, 1997; Stephenson et al, 1992;
Yoke-Sun e Teh, 1994).

Stephenson et al (1992) compararam a expressao da proteina p53 em
CAs e CECs e nao demonstraram distingdo clara entre estes dois tumores.
Kerschmann et al (1994) analisaram a expressao de p53 e o indice de proliferacéo

celular em CAs e CECs.

Estes autores encontraram expressdao de p53 equivalente nas duas
lesdes, sugerindo que estas neoplasias deveriam ser consideradas como um
espectro de uma mesma entidade. Os autores nao encontraram diferenca
estatisticamente significativa no indice proliferativo de tumores que expressavam

ou nao p53, tanto para CAs quanto para CECs.

Apesar de Perez et al terem demonstrado correlagdo entre a expressao
forte de p53 e a deteccédo da mutagédo do gene, a expressado imunoistoquimica de
p53 nos CAs (14 a 94%) contrasta com as poucas muta¢des encontradas.

Kubo et al ndo encontraram mutacdes em 5 casos de CAs. Perez et al
encontraram 2 mutacdées em 16 CAs estudados. Mais recentemente, Suk et al

estudaram 49 CAs, dos quais 3 apresentaram mutagdes de p53.

Esse contraste indica que provavelmente ha discrepancias entre a
mutacdo génica do p53 e a expressao protéica nos CAs. De fato, defeitos
regulatérios no gene p53 podem resultar em superexpressao ou estabilidade do

tipo selvagem.
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1.3- Antigeno de proliferacao celular KIi67

Em 1983, foi descrita a preparacdo de um anticorpo monoclonal de
camundongo dirigido a um antigeno presente em células em proliferagdo, que foi
designado como Ki67 (Gerdes et al, 1983). O antigeno Ki67 é uma proteina
nuclear definida pela sua reatividade com o anticorpo monoclonal Ki67.
Este antigeno esta presente durante todas as fases ativas do ciclo celular
(fases G1, S, G2 e M), mas ausentes nas células em repouso (fase GO).
O antigeno é rapidamente degradado quando a célula deixa o ciclo celular.

A avaliacdo do indice de proliferacdo celular através do anticorpo
anti-Ki67 (MIB-1) tem sido utilizada em varios estudos com objetivos diagnésticos
e prognosticos e tem se mostrado bastante util.

Kerschmann et al (1994) encontraram uma fracado média de proliferacéo,
ao Ki67, maior no CA que no CEC, mas este resultado nao teve significancia
estatistica. Bordbar et al (2007) estudaram a expressao do ki67 e seu padrao de
distribuicdo no epitélio, tendo encontrado mais freqientemente nos carcinomas
espinocelulares padroes de positividade difusa ou “cadtica” com perda total da

polaridade, em compara¢cao com os ceratoacantomas.

1.4- Estudo do microambiente - Angiogénese

Estudos demostraram que o microambiente neoplasico influencia
diversos eventos na histéria natural das neoplasias (Kaur, 2006; Rybka, 2008;
Takahara, 2009; Fidler, 1995; Liotta, 2001). Recentemente, Takahara et al (2009)
estudaram o microambiente de tumores epiteliais e sugeriram que a expressao
estromal de CD10, aumento de macréfagos e reducéo de células de Langerhans
estdo associados a proliferacdo e invasao dos tumores epiteliais malignos.
Estes autores encontraram um numero significativamente maior de macréfagos
dérmicos, supostamente associados a angiogénese, em CECs em comparagéao

com CAs e outros tumores epidérmicos.
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A angiogénese corresponde a formagdo de vasos sanguineos,
representando a forca propulsora para o crescimento das neoplasias em geral,
provendo nutrientes e oxigénio para o metabolismo das células e remocao das
excretas. A angiogénese é um fendmeno complexo resultante de uma sequéncia
de eventos que incluem a dissolucdo da membrana basal, a migracao e
proliferacdo de células endoteliais, formacao luminal e anastomoses com outros
vasos (Shima et al, 1995). Tanto a densidade dos vasos neoformados e seu
padrao de distribuicdo, como a expressao de fatores angiogénicos, sdo aspectos

que tém mostrado correlacdo com a evolugcao das neoplasias.

A angiogénese parece ser fator progndstico independente para a
sobrevida global, assim como para a sobrevida livre de doenca em diversas
neoplasias (Vermeulen et al, 2002). Foi estabelecida correlagdo entre os padroes
de desenvolvimento dos novos vasos e prognéstico nos CECs de cabeca e
pescoco (Sharma et al, 2005). Nos melanomas cutaneos, a contagem meédia de
novos vasos mostrou correlagdo com a regressao histoldgica (Barnhill e Levy,
1993).

Em 1971, Folkman propbds que a terapia anti-angiogénica poderia ser
coadjuvante no tratamento do cancer, impulsionando varios estudos na tentativa
de identificar marcadores vasculares. Sabe-se que a expressdo dos marcadores
de células endoteliais nas neoplasias e nos tecidos normais € heterogénea.
Marcadores pan-endoteliais, como o CD31 e o CD34, podem nao ser
demonstrados nos vasos neoplasicos ha mesma intensidade do tecido normal,
sendo detectados principalmente nos vasos mais calibrosos (Sharma et al, 2005).
Recentemente, observou-se que o CD105 (endoglina), uma glicoproteina de
180 kD associada a proliferagao vascular cuja producéao é estimulada pela hipdxia,
expressa-se preferencialmente nas células endoteliais ativadas envolvidas nos
processos de angiogénese, especialmente em tumores. Esta proteina nao é
detectada ou é apenas minimamente demonstrada nos vasos da maioria dos
tecidos normais. O CD105 e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
séo considerados os melhores marcadores de angiogénese (Kumar et al, 1996).
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Os receptores de VEGF também se expressam nos vasos neoformados
do estroma neoplasico. Os vasos neoformados regridem na auséncia do VEGF
(Yokoyama et al, 2000). Este evento poderia deflagrar a regressdo neoplasica
observada nos CAs. Por fim, a analise do estado de diferenciacdo dos vasos

poderia acrescentar informagéo quanto ao mecanismo de regressao.

A avaliagdo da angiogénese € realizada principalmente através da
microdensidade vascular (DMV), da area total vascular (ATV) ou da estimativa da
area vascular através do método de Chakley. A DMV corresponde ao valor médio
da contagem do numero de vasos em uma determinada area, enquanto a ATV é o
valor médio da area total ocupada pelos vasos em uma determinada area.
O método de Chalkley é baseado na contagem vascular com o auxilio de uma
graticula em 3 campos previamente selecionados e a média do valor obtido é
utilizada para caracterizar o tumor. Em todos estes métodos a selegao da area a
ser analisada € frequentemente feita escolhendo-se as areas de maior
vascularizacao (“hot spots”).

Escassos trabalhos na literatura estudaram a angiogénese no
ceratoacantoma. Strieth et al (2002) sugeriram que 0 aumento da densidade
microvascular seria um parametro diagndstico indicador de ceratoacantomas com
potencial de progressdo maligna. Weninger et al (1997), entretanto,
ndao encontraram diferengca significativa na densidade microvascular entre
ceratoacantomas e carcinomas espinocelulares, sugerindo que a angiogénese nao
seria um bom marcador para risco metastatico e crescimento agressivo em

tumores epiteliais da pele.

1.5- Justificativa

O papel da angiogénese como marcador de agressividade biologica e
risco metastatico em tumores cutdneos permanece controverso, em especial no

que se diz respeito ao ceratoacantoma e ao carcinoma espinocelular.
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Além disso, os resultados obtidos nos estudos prévios foram baseados
na comparacgao de CAs e CECs cujo diagnéstico foi puramente morfolégico. Como
o diagnéstico diferencial histopatolégico entre estas neoplasias é
insuficientemente especifico e pouco reprodutivel, este critério isolado ndo pode
ser considerado padrédo-ouro para esta distingdo. O presente estudo analisou a
expressdao de marcador de proliferacdo celular (Ki67), da proteina p53 e a
densidade microvascular em lesées com a configuracdo arquitetural de
ceratoacantomas, porém em que o curso clinico foi monitorado e utilizado como
critério diagnédstico na tentativa de eliminar um potencial viés presente nos estudos
prévios. Além disso, foram comparados CAs apenas aos CECs ceratoacantoma-
similes, crateriformes e de crescimento rapido, que representam o maior desafio

no diagndstico diferencial.
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Objetivo geral

Comparar a expressao da proteina p53, do antigeno de proliferacao
celular Ki67 e a angiogénese em ceratoacantomas e carcinomas espinocelulares
dos quais o curso clinico foi monitorado na tentativa de compreender melhor seu
comportamento bioldgico distinto e a fim de testar a utilidade destes marcadores
no seu diagndstico diferencial.

Objetivos especificos

1- Comparar a expressao do marcador de proliferagdo celular (Ki67) em

ceratoacantomas e carcinomas espinocelulares;

2- Comparar a expressao da proteina p53 em ceratoacantomas e carcinomas

espinocelulares;

3- Comparar a densidade microvascular em ceratoacantomas e carcinomas
espinocelulares, com a utilizacdo de marcador pan-endotelial (CD34) e
marcador de vasos neoformados (CD105);

4- Verificar se diferencas na densidade microvascular poderiam explicar o

comportamento bioldgico distinto de CAS e CECs;

5- Testar se a densidade microvascular pode ser utilizada como ferramenta no

diagnéstico diferencial entre ceratoacantoma e carcinoma espinocelular;

6- Verificar se a correlacao entre as variaveis analisadas ajuda na compreensao

da patogénese de ceratoacantomas e carcinomas espinocelulares.
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3.1- Pacientes

Espécimes fixados em formalina e embebidos em parafina de biépsias
incisionais de 43 lesdes ceratoacantoma-similes foram selecionados dos arquivos
do Departamento de Anatomia Patolégica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Estes casos correspondem a lesbées de 41 pacientes da coorte de um
estudo prévio (Magalhdes et al, 2008) que analisou as caracteristicas
histopatoldégicas associadas a regressao clinica de lesbes CA-similes.
Neste estudo prospectivo, o0s pacientes apresentando lesdées cutaneas
compativeis clinicamente com CA (inicio subito e crescimento rapido) e atendidos
no ambulatério da Disciplina de Dermatologia de Janeiro de 1995 a Dezembro de
1999, apds consentimento esclarecido, eram submetidos ao seguinte
procedimento padronizado:

1- Apds a anamnese e exame dermatoldgico, as lesdes cutaneas ceratoacantoma-
similes (lesdo papulo-nodular hemisférica, ceratotica, de crescimento rapido)
foram descritas e fotografadas. Em seguida, foi realizada biopsia incisional em
fuso das lesdes, incluindo toda a espessura do tumor, a fim de permitir a
avaliacdo da arquitetura tumoral e a presenca ou auséncia de infiltracao nos
tecidos subjacentes;

2- O retorno dos pacientes foi agendado com intervalo de 1 més para resultado do
exame anatomo-patolégico e definicdo da modalidade terapéutica.

3- No retorno, os pacientes foram novamente examinados e as lesées mais uma

vez medidas, descritas e fotografadas.

4- L esOes exibindo sinais de crescimento ou apenas aparente (minima) regressao
foram excisadas com margens, a exemplo da conduta realizada para os casos
de CEC;

5- Lesbes exibindo sinais claros de regressdo foram acompanhadas
periodicamente, mesmo com laudo anatomo-patolégico de CEC,

e posteriormente realizada bidspia excisional.
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Do total de 54 pacientes inicialmente selecionados, lesées de 13 deles
foram excluidas do estudo porque: 1- o diagnéstico histopatoldgico era outro que
nao lesdo escamosa CA-simile (verruga viral, ceratose actinica e ceratose folicular
invertida); 2- faltavam dados de acompanhamento clinico posterior; 3- a indole
biologica da neoplasia ndo pbéde ser determinada; 4- o material de biopsia era
pequeno ou inadequado para diagndstico histolégico ou o0s blocos

correspondentes nao foram localizados.

Ap6s a aplicagdo dos critérios de exclusdo, 41 pacientes foram
selecionados. Os dados clinicos e de acompanhamento foram obtidos das
observagbes arquivadas nos prontudrios médicos. Dois dos 41 pacientes
apresentaram duas lesdes crateriformes, perfazendo, assim, o total de 43 lesdes.
Dezoito lesdes ndao apresentaram regressao sensivel e foram encaminhadas para

exérese peri-lesional.

As laminas histologicas coradas em Hematoxilina-Eosina foram
examinadas de forma cega e aleatéria por um Uunico dermatopatologista.
O conjunto dos achados clinicos e histopatologicos permitiu classificar 32 lesbes
como CA e 11 como CEC. Doze CAs foram parcialmente excisados (biopsia
incisional) num periodo intermediario entre a fase proliferativa e a maturidade;

os demais 20, num periodo intermediario entre a maturidade e a fase de regressao.

Nao foram incluidos no estudo lesdes francamente regressivas a

apresentacao, nem subtipos especiais de CAs.

No presente estudo, 3 das 43 lesbes foram excluidas devido a falta de

material suficiente para a realizacado das reac6es imunoistoquimicas.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na
Universidade Estadual de Campinas.
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3.2- Imunoistoquimica

O material incluido em parafina com o fragmento de cada uma das
40 lesbes foi recortado pelo mesmo técnico, obedecendo a um procedimento
padronizado. Foram realizados cortes de 5 micrdmetros de espessura.
Os cortes foram desparafinados em xilol e reidratados.

Os anticorpos primarios utilizados foram p53 (DO7; Dako) na diluicao
de 1:100, Ki67 (mib1; Dako) na diluicdo de 1:150, CD34 (NCL-END; Novocastra)
na diluicdo de 1:100 e CD105 (SN6h; Dako) na diluicdo de 1:10 (Tabela 1).
Exceto para o CD105, a recuperacao antigénica foi realizada pelo método do calor
umido utilizando-se tampao Citrato [Synth] ph6,0 para o0 CD34 e Tris-Edta [Synth]
ph 8,9 para o p53 e Ki67 por 30 minutos a 95°C. Para o anticorpo CD105,
a recuperacao antigénica foi realizada utilizando-se pepsina a 0,4% na
temperatura de 37°C por 30 minutos. Para o CD34, p53 e Ki67, o blogueio da
peroxidase enddgena foi realizado com incubagcdo em perdxido de hidrogénio
10 volumes a temperatura ambiente. Para o CD105, o bloqueio foi realizado com
bloqueador de proteina Dako (protein block serum-free Dako). O polimero
EnVision Plus (Dako) foi utilizado para amplificar a reagdo. A revelacéo foi feita
com 3,3-tetraidrocloreto de diaminobenzidina [Sigma, St. Luis, MO, USA] e
contracorada com hematoxilina de Mayer. Foram utilizados controles positivos e
negativos apropriados. Os casos negativos para Ki67 e p53 sem controle interno
foram repetidos.
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Tabela 1- Anticorpos

Anticorpo Clone Marca Diluicdo  Recuperacao antigénica
P53 DO-7 Dako 1:100 Tris-Edta
Ki67 MIB-1 Dako 1:150 Tris-Edta
CD34 NCL-END  Novocastra 1:100 Citrato
CD105 SN6h Dako 1:10 Pepsina

3.3- Captura de imagens

Para cada um dos marcadores imunoistoquimicos, as secgdes foram
avaliadas de forma cega e aleatéria (desconhecendo-se os dados clinicos,
de evolucdo ou o diagnédstico histopatoldégico) por um Unico patologista (ICW).
Em pequeno aumento (x100), foi identificada a drea de maior positividade para o
marcador, denominada “hot spot”’(Weidner et al, 1991). Partindo da area estimada
como “hot spot”, foram obtidas dez imagens digitalizadas de campos de grande
aumento (x400) consecutivos usando microscépio Nikon E200 equipado com
camera Canon A630. Quando o tamanho da bidpsia ndo permitia a obtengéo

dez imagens de campos diferentes, todos os campos distintos foram capturados.

3.4- Calibracao métrica

Como o programa de morfometria digital Imagelab realiza mensuragdes
em pixel, é necessario realizar a calibracdo métrica para calculo de areas.
Com a utilizacdo de lamina padrao com dois pontos na vertical e dois pontos na
horizontal cujas distancias eram conhecidas, foi elaborada escala com unidade em
milimetros. A captura da imagem da lamina padréo foi realizada utilizando-se o
mesmo microscopio, camera e objetiva usados na obtencdo das imagens dos

casos (Figuras 3-7).
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Figura 7- Configuragdo da escala

3.5- Calculo da DMV

Para os marcadores vasculares, areas da transicdo tumor-estroma
foram preferencialmente selecionadas enquanto areas proximas a foliculos pilosos
foram evitadas. A contagem das estruturas vasculares foi realizada utilizando-se o
contador manual do software Imagelab. (Figura 8). Qualquer célula ou grupamento
de células endoteliais positivas que nao estava em continuidade com outras areas
positivas foi considerado uma Unica estrutura vascular contavel.

Lumens vasculares ndo corados nao foram considerados na contagem vascular.
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Figura 8- Contagem vascular utilizando o Imagelab (CD34)

Para cada uma das imagens analisadas, o total da area correspondente
ao estroma foi calculado utilizando-se o programa de morfometria digital Imagelab,
o qual permite segmentacdo manual de areas especificas (Figuras 9-12).
A selecdo manual da regido ou regides correspondentes ao estroma foi realizada
em cada uma das imagens capturadas e, através da escala previamente
configurada, o valor em mm? foi obtido para posterior célculo da densidade

microvascular.
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Figura 12- Planilha indicando a escala utilizada e as mensuragdes realizadas.

No canto esquerdo, o valor da area selecionada em mm?.

As areas estromais mediram até 0,04mm? em cada imagem digital.

A microdensidade vascular (DMV) foi definida como o numero de
estruturas vasculares manualmente contadas por unidade de area (v/mm?).
A DMV da area mais vascularizada (“hot spot”) em cada seccdo e a DMV
correspondente a soma de todas as areas analisadas por sec¢ao foram calculadas.
Na tentativa de estimar a densidade dos vasos pré-existentes (DMVpré) foi
calculada a diferenca entre a DMV obtida utilizando-se o marcador pan-endotelial
CD34 (DMV-CD34) e a DMV obtida pela expressdo do marcador de vasos
neoformados CD105 (DMV-CD105).
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3.6- Expressao de p53 e Ki67

Em cada imagem, todos os nucleos positivos e negativos de células
epiteliais tumorais foram contados com o auxilio do contador manual do programa
Imagelab (Figura 13) A expressao tumoral destes marcadores foi calculada como
a porcentagem de células positivas na imagem correspondente ao “hot spot” e no

total de células examinadas em cada caso.

I Imagelab 2000
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Figura 13- Exemplo de andlise de expressado de Ki67. Os nucleos positivos séo
marcados com pontos brancos e os negativos, em preto. Na parte
inferior da imagem, o programa fornece o total de elementos positivos

e negativos contados
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3.7- Analise estatistica

Os dados obtidos das bidpsias incisionais de 40 lesdes CA-similes
foram analisados. A DMV obtida pela expressao de CD34 ou de CD105 e a
porcentagem de expressdao de Ki67 e p53 foram calculadas utilizando-se o
software Winstat 3.1. A distribuicdo normal das variaveis foi testada de acordo
com o teste de Kolmogorov - Smirnov. O teste t de Student t foi utilizado para
avaliar a diferenca entre os grupos. As correlacdes entre as variaveis foram
avaliadas por meio da andlise de coeficiente de correlagdo de Pearson.
Para determinar quais correlacbes eram independentes, foram realizadas
regressdes lineares multiplas. Além disso, foram calculados os coeficientes de
determinacdo RZ? Os niveis de significancia considerados para rejeicdo da
hipétese nula foram de 5% (p<0,05).
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4- RESULTADOS



O presente estudo consiste na analise imunoistoquimica de
29 ceratoacantomas e 11 carcinomas espinocelulares, cujo diagnostico foi
realizado com base na a evolucéao clinica. Os dados descritivos foram obtidos em
estudo prévio (Magalhdes et al, 2008) que analisou as caracteristicas
histopatoldgicas associadas a regressao clinica de lesbes CA-similes e estédo
resumidos na Tabela 2.

Tabela 2- Dados descritivos

Idade Tamanho . Diagnéstico
Lesao Sexo Localizacao

(anos) (mm) Final
1 M 64 5 regiao nasal CA
2 F 64 30 perna CA
3 F 84 15 perna CA
4 M 74 20 regiao nasal CEC
5 M 64 20 retroauricular CEC
6 F 83 10 perna CA
7 F 73 15 regidao nasal CA
8 F 77 30 submandibular CEC
9 F 74 15 perna CA
10 F 74 8 perna CA
11 F 62 15 face CA
12 F 64 10 torax CA
13 M 82 10 face CA
14 F 66 15 torax CEC
15 M 86 10 antebraco CA
16 F 75 25 antebraco CA
17 M 63 5 face CA
18 F 64 15 antebraco CEC
19 F 71 regidao nasal CA
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Idade Tamanho Diagnéstico

Lesao Sexo Localizacao

(anos) (mm) Final
20 M 70 5 térax CEC
21 F 76 15 perna CA
22 F 61 40 térax CA
23 M 82 17 mao CA
24 M 69 20 antebraco CA
25 M 60 13 antebraco CA
26 M 69 25 braco CA
27 F 68 20 mao CA
28 F 92 15 pé CA
29 F 60 10 braco CA
30 M 78 20 dorso CA
31 M 60 20 mao CA
32 M 73 20 antebraco CEC
33 F 70 20 regido cervical CA
34 M 27 20 face CA
35 M 55 20 braco CA
36 M 84 20 face CEC
37 F 86 30 antebraco CA
38 F 90 30 torax CEC
39 M 93 35 regiao cervical CEC
40 F 68 30 torax CEC

Resultados
53



As reagdes imunoistoquimicas para os marcadores vasculares CD34
(Figura 14) e CD105 (Figura 15) resultaram em marcacdo uniforme em
intensidade moderada (CD105) a forte (CD34) de membrana citoplasmatica de
células endoteliais com pouco ou nenhuma reagéao inespecifica de fundo.

Figura 14- Marcacao imunoistoquimica para CD34, padrdo membrana, em

estruturas vasculares no estroma de CA (A) e CEC (B).
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Figura 15- Reacgdo imunoistoquimica para CD105 exibindo marcag¢do endotelial
em CA (A) e CEC (B)

A deteccgao imunoistoquimica de p53 (Figura 16) e Ki67 (Figura 17) foi
caracterizada por marcacao de padrdao nuclear com intensidade variavel,

porém comparavel com controles positivos.

(Objetiva x 40).

Figura 16- Reacao imunoistoquimica para p53 em CA (A) e CEC (B) mostrando
positividade nuclear difusa em ambas lesdes
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(Objetiva x 40)

Figura 17- Positividade nuclear para Ki67 em CA (A) e CEC (B)

Todas as variaveis examinadas mostraram no teste de Kolmogorov
uma boa aproximacdo da distribuicdo normal, apoiando o uso de testes

paramétricos.

Os dados quantitativos de cada caso estdo resumidos na Tabela 3.
Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre CAs e
CECs quanto a densidade microvascular encontrada utilizando-se tanto o
anticorpo CD34 (p>0,2) quanto o CD105 (p>0,2). Também nao houve diferenca
estatistica na densidade de nucleos positivos para p53 (p>0,2). A positividade
para o antigeno de proliferagéo celular Ki67 foi significativamente maior nos CECs
(p =0,0058). (Figura 18 e Tabela 4). Houve, no entanto, sobreposi¢cao consideravel

de valores em ambos 0s grupos.

Resultados
56



Tabela 3- Dados quantitativos

o g
S s g s B 8% g ©03 85 93
o} X ¥ o o = el RS = <
A S
1 CA 20867 26437 9917 16788 35391 1000 27826 666.67
2 CA 7259 13924 O 0 42442 640 29389 631.58
3 CA 20638 30435 1318 6818 36025 760  230.09 409.09
4 CEC 31542 54737 63.041 72464 35484 1400 500 875
5 CEC 20637 31.148 79552 89.474 557.38 869.57 1039 400
6 CA 2021 33333 55 68868 459.12 800  329.63 533.33
7 CA 32923 47794 48439 74419 28814 46154 19922 368.42
8 CEC 33257 4058 64954 75362 370.13 606.06 40299 1000
9 CA 13383 31429 46459 67.949 38259 625 30514 550
10 CA 24617 40 13904 26214 385 6129 42453 760
11 CA 6519 11765 58999 71.111 173.18 33333 239.13 666.67
12 CA 9895 23077 6356 74444 23547 35714 19912 500
13 CA 35488 48214 69793 77.228 54222 133333 60241 941.18
14 CEC 24693 35897 34783 56.044 32476 72222 279.85 727.27
15 CA 18795 26866 53.394 7069 53517 826.09 4375  809.52
16 CA 13763 24138 2521 14 34139 77778 17472 636.36
17 CA 872 20167 13936 27517 417.45 666.67  -- 0
18 CEC 13355 27273 0 0 45763 636.36 2428  473.68
19 CA 19975 27972 59324 73.913 34444 92857 349.75 1000
20 CEC 133 34409 0 0 30488 923.08 41346 857.14
21 CA 14667 34783 50815 75  398.77 1333.33 449.06 944.44
22 CA 25745 35333 47.364 58559 41801 7931 248 800
23 CA 20229 41509 25824 33333 260.87 350 32828 5625
24 CA 21582 34444 79555 89.535 614.86 1346.15 26557 54545
25 CA 12511 2314 11978 27.273 66851 128571 33071 500
26 CA 34358 55405 2237 57576 2963 529.41 36275 750
27 CA 17192 58537 - - 39831 183333 333.33 857.14
28 CA 1947 50 32353 55385 378.84 600  376.62 642.86
20 CA 21146 40 32217 47.059 498.36 104545 42969 1200
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30 CA 21.898 44444 48837 64.286 255.26 384.62 252.34 333.33
31 CA 15.6 30.556 71.788 82.353 696.55 850 336.42 551.72
32 CEC 37.54 57.252 79.943 91.379 379.71 68421 274.07 407.41
33 CA 32.899 46.575 47915 61.151 44223 633.33 337.5 1000
34 CA 14.508 23.636 30.094 48.198 322.03 500 216.29  523.81
35 CA 10.193 18.072 53.037 63.758 266.85 484.85 234.64 1000
36 CEC 44.786 67.606 31.304 46.154 436.97 888.89 201.26 391.3
37 CA 19.694 31.25 33.811 44.928 3125 394.74 148.24 307.69
38 CEC 20.924 33.913 67.718 80.407 484.08 1038.46 21.08 52.63
39 CEC 24527 42.735 46.36 59.333 412,59 666.67 590.28 1153.85
40 CEC 48.426 56.383 55.394 72.632 433.9 823,583 137.25 285.71
= Queratoacantoma = Carcinoma epiderméide (CEC)
900,00
p=0,581 841,73
800,00 775,39
700,00
600,00
500,00
400,00 p=0,789
300,00 30044287 90
200,00
p=0,0058* p=0,0265* p=0,310 p= 0,555
100,00 5580 58,48
1813 2845 3387 43,81 38,73 47,55 ,
0,00 -

Ki67 area mais
positiva

P53

P53 area mais CD34 CD34 area mais CD105

positiva positiva

Figura 18- Valor médio dos marcadores imunoistoquimicos

CD105 area

mais positiva
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Tabela 4- Média e desvio-padrdo da expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos em CAs e CECs
Ki67 p53 CD34 CD105
CA
Média 19,13 38,73 395,55 300,44
Desvio Padrao 7,83 22,79 126,08 113,28
CEC
Média 28,45 47,55 410,62 287,90
Desvio Padrao 11,77 28,35 73,92 174,06

Nao foram encontradas diferencas na expressédo de Ki67, p53 ou na

densidade microvascular nas diferentes fases evolutivas dos CAs (Tabela 5).

Tabela 5- Média, desvio-padrdao e valores de p da expressdo dos marcadores

imunoistoquimicos nas diferentes fases evolutivas dos CAs

Ki67 p53 CD34 CD105
CA (fase 1%)

Média 21,74 37,79 361,36 317,88
Desvio Padrao 9,76 21,14 108,03 117,10
CA (fase 2**)

Média 17,28 39,34 419,69 288,13
Desvio Padrao 5,75 24 .42 135,27 112,42

p 0,13 0,86 0,23 0,50

*fase 1: intermediaria entre estagio proliferativo e maturidade;

**fase 2: intermediaria entre maturidade e regressao.
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Quanto aos resultados analiticos, foi encontrada correlacdo positiva
moderada entre densidade vascular pelo CD105 e indice proliferativo (Ki67) nos
CAs (r=0,43; p=0,019; Figura 19), o que nao foi observado nos CECs, o qual nao
demonstrou correlacées entre densidade de vasos CD105 positivos e idade,
tamanho da lesdo, expressdo de ou expressdao de Ki67 (Figura 20) para

(p>0,2 para todas).

700

600 7S
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*
¢ 'S * R=0,4313
400 p=0,019
¢ *
CD 105 S
DS * * * *
300 * *
*
L J
*
* * * *
*
200 * *
L 4
*
100
0 © ;
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Ki67

Figura 19- Disperséao e coeficiente de correlagédo entre o CD 105 e o Ki 67 para os

ceratoacantomas
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Figura 20- Disperséo e coeficiente de correlagédo entre o CD 105 e o Ki 67 para os
CECs.

Nos CECs observou-se correlacdo indireta forte entre CD105 e a
densidade de vasos pré-existentes (r=-0,969; p<0,001; Figura 21). Nos CAs
também foi observada correlagcdo negativa moderada entre Cd105 e a densidade
de vasos pré-existentes (r=-0,486; p=0,008; Figura 22), a qual foi
significativamente mais fraca do que a encontrada para os CECs.
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Figura 21- Correlagéo negativa forte entre CD105 e MVDpré nos CECs
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Figura 22- Correlagdo negativa moderada entre CD105 e MVDpré nos CAs
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Na regressao linear multipla para a DMV-CD105 nos CAs, o indice de
Ki67 e o log da DMVpré permaneceram como variaveis independentes (p=0,004;
R?=0,31), enquanto que na correlagdo linear mdltipla para a DMV-CD105 nos

CECs, apenas a DMV pré mostrou-se variavel independente (p<0,001; R? =0,83).

Para os CECs houve correlagdes positivas entre tamanho da lesdo e
idade (r=0,617; p=0,043; Figura 23) e tamanho da lesdo e expressdo de p53
(r=0,59 p=0,05; Figura 24), as quais se mostraram independentes na regressao
linear multipla. Para os CAs, ndo foram encontradas correlagdes significantes

entre tamanho do tumor e idade, Ki67 ou p53 (p>0,2 para todas; Figura 25).

40
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p =0,043
) e # /
25
Tamanho o * o ¢ *
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Tumor
15 L S
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5 *
0 T T T T T T T T T
50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Idade

Figura 23- Dispersédo e coeficiente de correlagdo entre o tamanho do tumor e

idade nos carcinomas espinocelulares
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Figura 24- Dispersdo e coeficiente de correlagdo entre o tamanho do tumor e

P53 nos carcinomas espinocelulares
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Figura 25- Dispersédo e coeficiente de correlagdo entre o tamanho do tumor e
P53 nos ceratoacantomas
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5- DISCUSSAO



O ceratoacantoma € uma lesdo cutanea escamosa que desperta
grande interesse no estudo da carcinogénese devido as suas caracteristicas
Unicas e relacdo controversa com o carcinoma espinocelular. Enquanto o CEC
caracteriza-se pelo comportamento biologicamente maligno com potencial de
progressao, destruicdo tecidual e metastatizacdo, o CA é definido pela sua
involugcao espontanea. A razdo para o comportamento biolégico diametralmente

oposto entre estas neoplasias ainda ndo é compreendida.

Diante da dificuldade de se distinguir estas duas entidades do ponto de
vista histopatolégico, muitas hipéteses foram formuladas, particularmente quanto
ao CA ser, de fato, uma entidade biologica distinta do CEC ou se seu
comportamento singular € mais uma fungdo de fatores determinados

primariamente pelo hospedeiro no qual ele ocorre.

A angiogénese parece desempenhar papel importante na progressao
tumoral, pois o crescimento neoplasico depende do suprimento adequado de
nutrientes e oxigénio (Folkman, 1990). O recrutamento de pequenos novos vasos,
do hospedeiro para o tumor, € decorrente, a0 menos em parte, das mesmas
alteracdoes genéticas (oncogenes ativados, inativacdo ou perda dos genes de
supressdao tumoral) envolvidas em outras frentes da transformacado maligna,
como mitogénese aberrante e resisténcia a apoptose. Potentes oncogenes podem
modificar a expressao tanto dos fatores de crescimento como dos inibidores da
angiogénese nas células neoplasicas. A forma e a magnitude de acéao
pro-angiogénica podem ser modificadas pelo tipo celular (origem epitelial ou
mesenquimatosa), fatores  epigenéticos (hipdxia, densidade celular)
e/ou a presenca de danos genéticos adicionais (disfuncdo prévia dos genes
p53 supressores de tumor) (Rak et al, 2000). Além disso, o aumento da densidade
vascular eleva a probabilidade das células tumorais atingirem a circulagdo
(Liotta, 1974; Liotta 1991). Ao contrario do CEC, o CA geralmente ndo metastatiza.

A hip6tese de que diferencas na angiogénese poderiam explicar,
pelo menos em parte, o comportamento biolégico distinto de CAs e CECs motivou
estudos prévios, assim como o presente estudo.
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Weninger e cols (1997) investigaram a microdensidade vascular em
carcinomas basocelulares (CBCs), CECs e CAs e encontraram densidade
vascular significativamente mais baixa nos CBCs em comparagdo com CAs e
CECs, porém nao houve diferenca estatisticamente significante na DMV entre
estas duas ultimas neoplasias. Neste estudo, decidimos reavaliar a densidade
microvascular, comparando os resultados de CAs e CECs cujo diagnéstico foi
baseado na evolugéo clinica, na tentativa de eliminar um potencial viés decorrente

do diagndstico diferencial puramente morfoldgico.

Nossos resultados estdo de acordo com os achados de Weninger e
cols (1997), pois a avaliacao da DMV utilizando tanto um marcando pan-endotelial
(CD34) quanto uma marcador de neovascularizacdo (CD105) ndo revelou
diferengas significativas entre os tumores. Portanto, n6s compartiihamos com
estes autores a opinido de que a microdensidade vascular tumoral provavelmente
ndo € um bom indicador para progressao ou potencial metastatico nestas

neoplasias.

Por outro lado, Strieth e cols (2002) encontraram correlacao forte entre
presenca de atipia citolégica e aumento da densidade vascular em CAs e
propuseram que a densidade vascular poderia ser um fator indicador da
probabilidade de transformacdo maligna do CA para o CEC. No nosso estudo,
a atipia citolégica nao foi avaliada devido a reprodutibilidade baixa desse critério
(Farmer, 1996), especialmente como ferramenta para discriminar CA e CEC ou,
ainda, para subdividir os CAs em tumores com maior ou menor risco de

comportamento desfavoravel.

Os dados quantitativos do nosso estudo ndo demonstraram poder de
discriminagao entre CAs e CECs , exceto pelo indice de proliferagao celular (Ki67),
o qual foi maior nos CECs. No entanto, a grande sobreposicdo entre os
dois grupos torna dificil a aplicacdo deste critério na rotina do patologista geral,
pois exigiria a utilizacdo de métodos quantitativos pouco praticos e que requerem

grande consumo de tempo.
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Apesar dos marcadores imunoistoquimicos avaliados no presente
estudo ndo terem se mostrado Uteis na distincdo das duas entidades, foram
encontradas algumas diferengas que podem apontar para mecanismos distintos
da patogénese tumoral. Enquanto a neoformacgao vascular (CD105) nos CAs esta
correlacionada com o indice proliferativo do tumor, nos CECs tal associagdo néao
foi demonstrada. Este achado pode indicar a existéncia de formas diferentes de
interacdo tumor-microambiente entre as duas neoplasias. As correlacdes entre
idade e tamanho da lesdo e p53 e tamanho da lesdo encontradas somente nos
CECs também podem apontar para mecanismos de progressao tumoral diferentes
para cada tumor. No entanto, o real significado destes achados depende de novos

estudos, com maior nimero de casos.

Destaca-se, 0 achado em ambas as neoplasias de que a neoformacéao
vascular (CD105-DMV) é menor quanto maior o niumero de vasos pré-existentes
estimados (DMVpré). Talvez, isto poderia indicar que cada tumor atinge um limite
intrinseco de densidade vascular ideal para seu suprimento utilizando tanto os
vasos ja existentes no tecido quanto estimulando a neoformacdo vascular.
Particularmente para os CECs, esta hipotese pode ser verdadeira, pois a
correlacdo indireta € bastante forte, confirmada pelo alto coeficiente de
determinacdo. Para os CAs, o coeficiente de determinacdo é mais fraco.
No entanto, estes achados sdo apenas resultados isolados que necessitam de

confirmagéao posterior.

Vale ressaltar também que a variancia do indice proliferativo (Ki67)
juntamente com a variancia da DMVpré explica somente 30,7% da variancia da
DMV-CD105. Esta observacéao indica que ha outros fatores importantes além da
capacidade proliferativa tumoral e da quantidade de vasos pré-existentes que

influenciam a angiogénese e que ainda permanecem pouco compreendidos.

Este trabalho, até onde sabemos, é o primeiro estudo sistematico da
angiogénese de lesdes CA-similes no qual com o objetivo de melhorar os critérios
histopatolégicos do diagndstico diferencial, a evolugdo clinica foi utilizada na
determinacao do diagndstico final. Além disso, foram comparados apenas CECs
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de crescimento rapido e com a configuracdo arquitetural do CA. Outros pontos
fortes deste estudo foram a incluséo de lesdes relativamente uniformes em
tamanho e de pacientes relativamente uniformes em idade, em cada grupo.
Por outro lado, o pequeno niumero de CECs CA-similes pode ter reduzido o poder
estatistico para esta entidade, sendo um fator limitante deste estudo.

Em resumo, a partir dos nossos dados, podemos concluir que a
densidade microvascular ndo é uma ferramenta util na distincdo entre CAs e CECs.
Além disso, ndo foram encontradas diferencas na MVD que expliquem o
comportamento biolégico oposto destas neoplasias. No entanto, apesar destas
duas entidades apresentarem muitas similaridades clinicas e histoldgicas,
€ evidente que importantes diferengas existem na patogénese destas lesoes,
determinando caracteristicas evolutivas completamente antagénicas. Mais estudos
sao0 necessarios na tentativa de entender melhor o ceratoacantoma e sua relagao
com o carcinoma epidermdide, o que certamente implicard& em uma maior

compreensao dos mecanismos de carcinogénese em geral.
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6- CONCLUSAO



1- A densidade microvascular avaliada tanto através de marcador pan-endotelial
(CD34) quanto através de marcador de vasos neoformados e a expressao de
p53 ndo se mostraram ferramentas Uteis no diagndstico diferencial entre CAs e
CECs;

2- Nao foram encontradas diferencas na MVD que auxiliem na compreensédo do
comportamento biolégico oposto de CAs e CECs;

3- O indice de proliferacdo celular calculado pela expressdo de Ki67 foi
significativamente maior nos CECs, porém com sobreposi¢cdo entre 0s grupos,

limitando sua utilizacao na rotina diagnéstica;

4- A correlagdo negativa entre angiogénese e densidade de vasos pré-existentes
em ambas as neoplasias pode indicar que para cada um desses tumores exista

um limite intrinseco de densidade vascular;

5- As diferentes formas de interacao entre as variaveis estudadas podem apontar
para mecanismos distintos envolvidos na patogénese de CAs e CECs,

porém que necessitam de novos estudos com maior numero de casos.
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