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RESUMO

A hiperplasia  pseudoepiteliomatosa (HPE) possui caracteristicas
histopatologicas que podem ser confundidas com o carcinoma de células
escamosas (CCE). Nem sempre as diferencas morfologicas entre essas lesdes sao
claras nos exames de rotina anatomopatoldgicos. O objetivo desse estudo foi a
analise da expressdo da laminina-5 (L5), proteina 16 (pl16) e E-caderina (E-cad) na
distincdo entre a HPE e o CCE de pele. A amostra foi selecionada a partir de blocos
de parafina arquivados no Centro de Anatomia Patolégica do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB), com diagnésticos de HPE (em casos de leishmaniose tegumentar
e cromoblastomicose), ceratose actinica (CA)/Carcinoma in situ (Cis) e CCE de pele.
Todos os casos apresentaram areas representativas da lesdo e da pele adjacente.
Os dados clinicos foram obtidos de dados do prontuario do arquivo médico do HUB.
O estudo imuno-histoquimico de L5, p16 e E-cad foi realizado em todos os casos. O
teste de Fisher foi aplicado na andlise estatistica (p < 0,05). Foram analisadas 62
amostras, representadas por 18 casos de HPE; 16 casos de CA/Cis; e 28 casos de
CCE (8 eram CCE microinvasores). A L5 foi positiva em 84,21% das amostras de
HPE e teve sua expressao concentrada na periferia dos cones interpapilares
alongados, em ninhos de células escamosas isolados na derme, em areas de
ulceracdo e em células isoladas migratorias na derme. Nas amostras de CA/Cis,
37,5% dos casos foram positivos para L5. Todos os casos de CCE foram positivos
para a L5. Nas amostras de CCE francamente invasores, a L5 teve expressao
fortemente positiva nas células da periferia dos blocos invasivos de tumor, em areas
bem diferenciadas, e positividade difusa, em areas menos diferenciadas. Nos CCE
microinvasores, a L5 apresentou forte concentracdo nas células da fronte de
invasdo. Nao houve diferenca estatistica entre a expressao de L5 nas amostras de
CEC invasivo e HPE (p=0,1478). Nas amostras de HPE, CA/Cis e CCE, houve
positividade para pl6 em 11,11%, 75% e 57,14% dos casos, respectivamente. A
expressdo de p16 foi mais frequente nas amostras de CEC invasivo do que nas de
HPE (p=0,021), mas mostrou-se pouco sensivel. Nas amostras de HPE, CA/Cis e
CCE, houve perda parcial da expressdo da E-cad em 77,77%, 93,75% e 100% dos
casos, respectivamente. A perda parcial da expressédo de E-cad foi mais frequente
nas amostras de CEC invasivo do que nas de HPE (p=0,0188), mas mostrou-se
pouco especifica. Concluindo, os achados do presente estudo demonstraram que a
frequéncia e o padrdo de marcacdo da L5 sdo semelhantes na HPE, CCE
microinvasor e CCE bem diferenciado, sugerindo que esta proteina ndo seria util na
distincdo destas lesbes. Com relagdo a expressdo de pl6é e a perda parcial da
expressédo de E-cad, apesar de terem sido significativamente mais frequentes nas
amostras de CCE, os resultados sugerem, respectivamente, sensibilidade e
especificidade baixas para a deteccéo das lesdes malignas. Logo, estes marcadores
nao deveriam ser considerados marcadores ideais na diferenciacdo entre a HPE e o
CCE de pele, na rotina diagndstica.

Palavras-chave: hiperplasia pseudoepiteliomatosa; carcinoma de células
escamosas; pele; laminina-5; E-caderina; p16.



ABSTRACT

Pseudoepitheliomatous hyperplasia (PEH) is an epidermal hyperplasia of
which the histopathological features may simulate squamous cell carcinoma (SCC).
The morphological differences between them are not always clearly on routine
pathological examination. The purpose of this study was the analysis of the laminin-5
(L5), protein 16 (p16) and E- cadherin expression in distinction between PEH and
cutaneous SCC. The sample was select from paraffin-embedded skin biopsy from
the files of the Pathologic anatomy center of the University Hospital of Brasilia (UHB),
with the diagnosis of PEH (in samples of tegumentar leishmaniasis and
chromoblastomycosis), actinic keratosis (AK)/carcinoma in situ (Cis) and cutaneous
SCC. All cases showed representative areas of the lesions and of the contiguous
skin. Clinical data were obtained from medical files of UHB. The L5, p16 and E-cad
immunohistochemical study was done in all cases. The Fisher's test was used in
statistical analysis (p < 0.05). A total of 62 samples were analysed, represented by
18 cases of PEH; 16 cases of AK/Cis; and 28 cases of SCC (8 were microinvasive
carcinoma). L5 was positive in 84.21% of PEH samples and its expression was
concentrated in peripheral cells of elongated rete pegs, in isolated nests of cells in
dermis, in adjacent areas to ulceration and in migrating isolated cells in dermis. In
KA/Cis samples, 37.5% of the cases were positives for L5. In SCC samples, all cases
were positives for L5. In frankly invasive SCC samples, L5 was positive in peripheral
cells tumor nests, in well-differentiated areas, and it was diffusely positive in less
differentiated areas. In microinvasive SCC samples, L5 was concentrated in the
invasion front of the neoplasia. There wasn’t statistical difference between the L5
expression in invasive SCC and PEH samples (p=0.1478). In PEH, AK/Cis and SCC
samples, pl16 was positive in 11.11%, 75% and 57.14% of the cases, respectively.
The pl6 expression was more frequently in invasive SCC samples than in PEH
samples (p=0.021), but it was poorly sensitive. In PEH, AK/Cis and SCC samples,
there was partial loss of E-cad in 77.77%, 93.75% and 100% of the cases,
respectively. The partial loss of the E-cad expression was more frequently in invasive
SCC samples than in PEH samples (p=0.0188), but it was poorly specific. In
conclusion, the findings of that present study showed that the frequency and the L5
expression pattern are similar in PEH, microinvasive SCC and well-differentiated
SCC of the skin, suggesting that L5 wouldn’t be a useful marker in the distinction of
these two lesions. In relation to p16 expression and to E-cad partial lost, despite they
were significantly more frequently in SCC samples, the results suggest, respectively,
low sensitivity and low specificity in the detection of malignant lesions. Thus, these
markers shouldn’t be considered ideal in distinction between PEH and cutaneous
SCC, at diagnostic routine.

Key words: pseudoepitheliomatous hyperplasia; squamous cell carcinoma; skin;
laminin-5; E-cadherin; p16.
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1 INTRODUCAO

A hiperplasia pseudoepiteliomatosa (HPE), também conhecida como
hiperplasia pseudocarcinomatosa (1,2), hiperplasia escamosa pseudoepiteliomatosa
(3) e hiperplasia epidérmica invasiva (4) é uma lesdo de padréo reativo, que pode
acometer superficies cutdneas e mucosas (5), e pode ser definida como “uma
proliferacdo completamente benigna do epitélio que deve ser histologicamente
diferenciada do carcinoma escamoso verdadeiro” (6).

Os relatos mais antigos na literatura foram os descrito por Unna (1896) apud
Ju (7)}, em um caso de lGpus vulgar e por Miyahara (1911) apud Ju (7)%, em uma
séries de casos de lupus vulgar e escrofuloderma.

E secundaria a um processo subjacente (6), normalmente identificavel (8) e
pode ser encontrada em inumeras doencas distintas, classificadas em quatro
grandes grupos: infeccdes; neoplasia; dermatoses com inflamacdo cronica e
irritacdo; e uma miscelanea de outras condicdes (9).

No primeiro grupo, os exemplos classicos sdo as infecgbes micobacterianas e
as fungicas profundas (9), tais como, aspergilose cutanea (10),
paracoccidioidomicose (11) e blastomicose (12). Vale ressaltar também o papel das
infeccbes bacterianas em lesGes decorrentes de queimaduras (13) ou associadas a
osteomielite crénica (14) e as Ulceras cronicas (15). Dentre as infeccbes parasitarias,
um exemplo é a leishmaniose cutanea (16).

No segundo grupo, a HPE encontra-se, por exemplo, associada a linfomas
(17,18), carcinoma basocelular (19), melanoma (20), tumor de células granulares
(21) e hidroadenoma papilifero (22).

No terceiro grupo, estdo presentes afeccles, tais quais, lUpus eritematoso
hipertréfico (23), prurigo nodular, liquen simples croénico, liquen plano hipertrofico,
pénfigo vegetante, liquen escleroso, pioderma gangrenoso (5) e halogenodermas
(9).

No ultimo e quarto grupo, observa-se a HPE associada a outras condi¢gdes
distintas das demais previamente citadas, tais como, tatuagens (24).

' Unna PG. The histopathology of the diseases of the skin. Translate by N. Walker, New York:
Macmillan and company; 1896:586

* Miahara M. Zur frage der atypischen epithelwucherungen beim lupus und ihrer beziehungen zum
karzinom. Frankfurt ztschr f path. 1911; 9: 176-178.
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A HPE clinicamente se apresenta como placa bem definida ou nédulo com
graus variaveis de escamas e crostas. Quando a hiperplasia epitelial é
exuberante, ela corresponde a lesdo vegetativa ou verrucoide,
frequentemente observada. Ulceracdo pode estar presente. Papulas ou
nédulos podem variar de menos de 1 cm, por exemplo, em associacdo com
tumor de células da granulosa, a varios centimetros de diametro, o que é
visto em halogenoderma e em infec¢@es flungicas profundas. As lesGes com
HPE séo usualmente da cor da pele ou r6seo amarronzadas (9).

A HPE pode ser pigmentada, quando associada a melanoma (25), e aumentar
de tamanho ou regredir espontaneamente (7, 17). Pode apresentar crescimento
rapido em tatuagens, gerando duvida diagnéstica com o carcinoma de células
escamosas (CCE) (26).

1.1 PATOGENESE

O epitélio, na HPE, pode responder as injurias de duas formas: através da
proliferacdo de células basaloides ou da proliferacdo de células escamosas,
mantendo o amadurecimento dos queratindcitos (6, 27).

Através da analise microscopica de cortes histologicos corados com
hematoxilina e eosina, autores de varios estudos procuraram associar o
desenvolvimento da HPE com as estruturas cutaneas, numa tentativa de determinar
a sua origem (13, 16, 20, 28, 29, 30). Para alguns autores, a HPE seria uma
acantose do epitélio das estruturas anexiais, o que explicaria a presenca de ilhas de
células epiteliais localizadas profundamente na derme (6, 28). Contudo, Freeman
nao descarta que, em alguns casos, ela poderia ser decorrente de uma combinacao
entre a epiderme e 0s seus anexos (28). Ja outros autores acreditam que a HPE
representaria uma metaplasia escamosa do ducto das glandulas écrinas (10, 20), ou
gue a origem desse padrao de lesdo seria a propria epiderme (30), ou ainda que
tanto a epiderme quanto seus apéndices poderiam levar ao desenvolvimento da
HPE (9, 13, 24, 27). Assim sendo, os dados de varios estudos mostram que esse
padrao de lesdo pode ter origem a partir do epitélio interfolicular, unidades foliculares
ou écrinas (5, 13, 16).

Alguns estudos propdem que a HPE seria uma resposta fisiol6gica a algum

tipo de material estranho ao corpo, sendo, portanto, responsavel pela eliminagao
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transepidérmica ativa de patégenos, células inflamatdrias e elementos dérmicos
indesejaveis, tais como fragmentos de elastina, corpos estranhos ou materiais
necroticos (4, 16). Esse mecanismo ocorreria pela expanséo do epitélio hiperplasico,
circundando o material dérmico ofensivo (4, 31). A medida que ocorreria 0
amadurecimento dos queratinécitos, esse material seria expelido da lesdo (31).

Outros autores sugerem ainda que essas estruturas indesejaveis seriam de
fato o gatilho que daria inicio ao desenvolvimento da hiperplasia reacional da
epiderme (23).

Levando-se em conta a associacdo entre a HPE e o processo inflamatério, é
importante enfatizar o papel dos fatores de crescimento epidermotroficos, em
conjunto com as citocinas inflamatoérias, na atuacdo na inflamacao dérmica e na
proliferacdo epidérmica (16), agindo como moduladores autécrinos e paracrinos
(32).

Assim, postula-se que a desregulacdo de alguns desses fatores, tais quais o
Fator de crescimento epitelial (FCE), o Fator de crescimento tumoral-a (FCT-a) e o
Receptor do fator de crescimento epitelial (RFCE), esteja associada a formacéo da
HPE (18).

Courville et al. (33), através da avaliagdo imuno-histoquimica de biopsias de
pacientes com linfomas cutdneos de células T, sugerem que os FCE e FCT-a sao
secretados por células T linfomatosas e podem induzir, em alguns casos, a uma
hiperexpresséao epidérmica de RFCE, o qual estaria associado a HPE.

Contudo, Scarisbrick et al. (18) obtiveram resultados diferentes e até mesmo
contrastantes em casos de linfomas cutaneos primarios CD30 positivo e de papulose
linfomatoide. Neste estudo, a expressao do RFCE pelo epitélio proliferado foi similar
a da epiderme normal adjacente e ndo houve expressao aberrante de FCE, FCT-a e
RFCE pelos linfocitos atipicos.

Mott et al. (27) também n&do evidenciaram uma expressdo aumentada de
RFCE em queratindcitos associados a HPE em casos de melanoma. O estudo de
Barkan et al. (21) demonstraram , em casos de tumor de células granulosas,
expressédo similar de FCE, FCT-a e RFCE na HPE e no epitélio normal. Contudo,
houve um aumento da expressédo de FCT-a nas células neoplasicas, enfatizando,
portanto, o possivel papel deste fator no desenvolvimento da HPE.

Akilov et al. (16), em estudo de leishmaniose cutanea experimental,

observaram que a HPE se desenvolveu exclusivamente em um contexto de resposta
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inflamatoria com linfécitos T helper tipo 1 (Thl). Foi evidenciado o aumento da
expressao de Interferon-y (INF- y) e de Fator de necrose tumoral-a (FNT-a), ambos
com concentracdo mais intensa logo abaixo das lesdes. Houve uma diminuicdo da
Interleucina-4 (IL-4). Além disso, observou-se a associacdo dessas citocinas com o
aumento da expressdo do Fator de crescimento de queratinécitos (FCQ) e de seu
receptor, possivelmente levando a hiperplasia anormal de queratindcitos.

Fu et al. (13), analisando casos de HPE apds lesdes de pele por traumas e
gueimaduras, encontraram um aumento da expressao imuno-histoquimica do Fator
de células-tronco (FCT), no epitélio das glandulas sudoriparas e nas células do
intersticio, e de seu receptor tirosina-quinase c-Kit, nas células intersticiais. Eles
propuseram, entdo, que o FCT poderia atuar na proliferacdo de queratindcitos e de
células intersticiais e na transdiferenciacdo das células intersticiais em células
epiteliais, o que levaria a extensdo celular epidérmica na derme, formando assim
corddes de células epiteliais e dando origem a HPE.

Gattuso et al. (34) sugerem, a partir de analise de acido desoxirribonucleico
(ADN) por citometria de fluxo em bidpsias provenientes de Ulceras crbnicas, que a
HPE pode estar associada ao desenvolvimento do CCE, em um subgrupo pequeno
dessas lesGes (em torno de 1%). Isso ocorreria pela “ativagédo” de queratinécitos
associada a um contexto de inflamag&o cronica.

A despeito da HPE ser um fendmeno bem conhecido e dos numerosos
estudos ja relizados, os seus aspectos moleculares e bioquimicos ainda sdo um
mistério (5, 9, 16, 27, 28).
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1.2 HISTOPATOLOGIA

A HPE é uma “hiperplasia epidérmica com corddes irregulares de células
epiteliais extendendo-se para a derme e apresentando graus variaveis de
hiperceratose e papilomatose” (27)

White e Weidmann (35), em 1926, descreveram a HPE e classificaram-na em
trés graus, de acordo com 0s seguintes critérios: caracteristicas imaturas das células
hiperplasicas localizadas nas extensdes mais profundas das lesdes; a profundidade
de penetracdo das células epiteliais no corion; integridade da membrana basal (MB);
figuras de mitoses e presenca de pérolas corneas, ambas as Ultimas consideradas
critérios menores.

O grau 1 mostra o inicio das alteracdes hiperplésicas, caracterizadas pela
acantose, com o0s cones interpapilares alcancando o nivel das glandulas
sudoriparas. A MB esta intacta e as células epiteliais ndo tém caracteristicas
imaturas. Pode haver figuras de mitose.

O grau 2 mostra uma proliferacdo mais irregular dos cones interpapilares,
evidenciando o epitélio em por¢cbes mais profundas da derme , com as células
assumindo uma caracteristica mais imatura. Pode ou n&do haver pérolas cérneas. A
MB pode parecer mal definida em algumas éareas.

O grau 3 mostra histopatologia semelhante a do CCE em alguns casos, sendo
necessaria a correlagdo com dados clinicos e avaliagdo de metastase.

A propria descricao histopatologica da HPE traz a tona a sua semelhanca
com o CCE, evidenciando a necessidade de diferenciar essas duas entidades.

Grunwald et al. (6) elaboraram uma lista de critérios para diferenciar a HPE do
CCE. Segundo eles, a HPE é uma proliferacdo predominantemente do epitélio
anexial, sempre secundaria a uma condi¢do subjacente e frequentemente associada
a um processo inflamatorio granulomatoso; geralmente é confinada a derme papilar,
mas pode se extender a derme reticular, sem, contudo, alcancar o tecido
subcuténeo; pode apresentar discreto desarranjo epitelial e atipia citolégica, em
geral na periferia dos agregados; nao apresenta macronucléolos nem células
epiteliais multinucleadas; possui raras figuras de mitoses, nenhuma delas atipicas;
apresenta raramente células necroticas individuais e pérolas cérneas; e abriga, com

frequéncia, “redemoinhos escamosos”.
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Em sua contrapartida, o CCE é sempre primario e surge predominantemente
da epiderme; atinge com frequéncia a derme reticular e pode alcancar os tecidos
subcutaneos; pode apresentar desarranjo epitelial e atipia citologica marcantes;
possui macronucléolos frequentes, figuras de mitoses (algumas atipicas), células
necréticas individuais, células epiteliais multinucleadas e uma tendéncia a formar
pérolas coOrneas; raramente abriga “redemoinhos escamosos” e processo
inflamatorio granulomatoso.

Na literatura, ha referéncia a outras caracteristicas morfologicas
diferenciadoras dessas duas afeccdes (4, 9, 36). Por exemplo, a presenca de halos
claros perinucleares nas células hiperplasicas (36); as bordas das lesdes pontudas
na HPE, enquanto que no CCE, elas sédo bulbosas, irregulares, infiltrativas,
circundadas por fibrose dérmica (9); a manutencdo da espessura ou aumento da
camada granulosa na HPE e diminuida no CCE (9); a presenca de células
inflamatorias intraepiteliais, especialmente neutréfilos e eosindfilos, que sdo comuns
na HPE e incomuns no CCE (2, 4, 9); a auséncia de invasao vascular e perineural
na HPE (4, 9).

Também existem dados conflitantes, pois alguns autores referem que a atipia
citologica presente na HPE pode ser leve a moderada (1, 10, 18), podendo até
mesmo ser encontradas necrose epidérmica e frequentes figuras de mitose (18, 35).
Outros estudos afirmam que nao pode haver “redemoinhos” de células escamosas
na HPE (36) ou que mitoses e nucléolos ndo devem ser utilizados para diferenciar a
HPE do CCE (2).

O termo “HPE atipica” é utilizado para descrever lesbes proliferativas da
epiderme, sem atipia citolégica e que invadem partes moles e 0ssos, podendo
apresentar até metastase linfonodal (4). Contudo, acredita-se que esse tipo de lesdo
seja de fato um CCE bem diferenciado (37).

Sabe-se também que lesdes por queimaduras graves e Ulceras cronicas
(Ulceras de Marjolin) séo fatores relativamente raros (38, 39), distintos do dano solar,
gue predispdem a aproximadamente 2% dos CCEs (34) e geralmente levam a uma
forma mais agressiva dessa neoplasia (40). Essas afeccbes, assim como a
cromoblastomicose (41) e a leishmaniose (39, 42), podem desenvolver tanto a HPE
como o CCE, esse Ultimo sendo incomum. H& raros casos em que existe
concomitancia entre a HPE e o CCE (7, 34, 41), sendo até mesmo sugerida, a

progressao da HPE para CCE em um relato de caso de liquen plano vulvar (43).
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Apesar de todas essas diferencas morfologicas previamente citadas, a
distincdo entre ambas as entidades é dificil, pois essas alteragbes nem sempre
estdo presentes ou podem ser confundidas com atipias reativas e reparativas,
especialmente nos casos em que ha ulceracdo do epitélio (44). Além disso, existem
outros fatores limitantes, tais como, auséncia de representacdo da transicao entre a
pele adjacente e a lesdo (45); fragmento tecidual de tamanho exiguo ou superficial
(2, 9, 24, 44, 45); denso infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo, mascarando 0s
aspectos morfologicos; e orientacdo inadequada na inclusao do espécime (44, 45).

Na maioria dos casos € necessario que o patologista faca a andlise de
multiplos cortes histolégicos da lesdo, de coloracdes especiais, além da obtencéo de
detalhadas informacdes clinicas e de imagem para chegar a um diagndstico correto
(9). As vezes, a despeito do esforco do profissional, é preciso a realizacéo de novas
bidpsias, que incluam a base da lesdo e a derme subjacente, para a confirmacgéo ou
exclusdo de um processo dérmico primario (9, 18).

Essa dificuldade de caracterizacéo da lesdo pode resultar em erro diagnostico
e conduta médica inadequada. Nas hiperplasias causadas por processos
inflamatérios/infecciosos (11, 12, 35) e em casos de neoplasia subjacente a HPE,
como, por exemplo, linfoma (17, 18), o paciente muitas vezes é submetido a terapias
desnecessarias (5), deixando de receber o tratamento clinico adequado e podendo
até mesmo morrer em decorréncia dos procedimentos cirargicos (6). Também a ndo
identificacdo do CCE pode levar a um atraso no diagndéstico e a uma diminuicao da

sobrevida dos pacientes (15).
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1.3 MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS ENVOLVIDOS NO DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL ENTRE A HPE E O CCE

7

A invasdo dos tecidos adjacentes é uma das principais caracteristicas da
neoplasia maligna e ela se concretiza quando o tumor ultrapassa a MB (46). Ela é
complexa, envolvendo fatores angiogénicos (neovascularizacdo e vasculogénese),
alteracbes na adesdo celular; degradacdo da matriz extracelular (MB e matriz
intersticial); remodelamento do citoesqueleto; e resposta do sistema imunoldgico
(46, 47, 48). O modelo a seguir descrito € aplicado para os tumores sélidos de
maneira geral, incluindo os de origem epitelial.

O acumulo de multiplas aberracfes genéticas leva a uma proliferacdo clonal
de células neoplasicas (48). Essa expansédo celular, primeiramente local (in situ),
exerce uma pressdo nos tecidos adjacentes, levando a inflamacéao.
Subsequentemente, ha a liberacdo e ativacdo de enzimas proteoliticas, dentre as
quais se destacam a uroquinase ativadora de plasminogénio (UAP), a catepsina D
(CD), a catepsina B e as metaloproteinases (MP). Nado se sabe ao certo se as
células malignas secretam e/ou estimulam a secrecdo e ativacdo de enzimas
proteoliticas por outras células, como macrofagos e fibroblastos (46, 47). Essas
enzimas promovem a degradacdo da MB e da matriz extracelular. Uma vez feita a
transposicdo dessas estruturas, pode ocorrer a invasao de tecidos peritumorais, de
vasos sanguineos e linfaticos e o acometimento da circulacdo sistémica e de 6rgaos
distantes do sitio primario (47, 48).

Concomitantemente a isso, ocorrem altera¢cdes ou mutacdes das proteinas de
superficie e de adesdo, como, por exemplo, a E-caderina (E-cad), ou de proteinas
associadas, tais como cateninas e integrinas, resultando na diminuicdo das
conexdes intercelulares e consequentemente aumentando o poder de invasédo das
células cancerigenas (47, 48, 49). Além disso, essas células passam por alteragbes
estruturais no proprio citoesqueleto, de maneira a adquirirem motilidade (47).

Alteracdes associadas a fatores de transcricdo também estéo relacionadas a
um aumento da capacidade de invasdo dessas células (48).

As moléculas relacionadas ao processo de invasao das neoplasias malignas
podem ter a sua expressdao aumentada ou diminuida pelas células tumorais ou por

células do microambiente tumoral (46, 49, 50), o que as torna potenciais
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biomarcadores no diagnéstico, na classificacdo, no prognéstico e no monitoramento
do curso clinico de varios canceres (47, 48, 49). Elas podem ser utilizadas néo
apenas para caracterizar uma proliferacéo epitelial como neoplasica e invasiva, mas
também para avaliar a probabilidade de mestastase (51-58).

Frente a relevancia da distingdo entre o CCE e a HPE, métodos de analise
alternativos e complementares tornam-se necessarios, dentre eles o estudo imuno-
histoquimico, com énfase nas moléculas relacionadas ao processo de invasao
neoplasico e a transformacgéo maligna celular.

Barsky et al. (59) analisaram, por meio de imuno-histoquimica e de
imunofluorescéncia, a expressao do colageno IV e da laminina, dois dos principais
constituintes da MB (60, 61, 62), em tumores invasivos, in situ e em lesdes benignas
pseudocarcinomatosas provenientes da mama, pele, pancreas, colon, uUtero e
prostata. Ndo houve marcacado extracelular nos casos de carcinomas francamente
invasivos e nos focos metastaticos. Em alguns carcinomas invasivos bem
diferenciados, dentre eles os CCEs, foi evidenciada uma marcacdo extracelular
irregular e focal de colageno IV e laminina, demonstrando, portanto, uma
fragmentacao da MB. Nos carcinomas in situ (Cis), a MB mostrou-se intacta, exceto
em areas de microinvasdo. Nas les6es pseudocarcinomatosas, dentre elas a HPE
da pele, foi observada uma marcacdo linear e inalterada da MB. Também foi
evidenciada uma positividade intracitoplasmatica, em células tumorais, da
colagenase tipo 1V, corroborando com a idéia de que a producdo e a secrecao de
enzimas proteoliticas também sejam funcdes das células neoplasicas.

Impola et al. (63), analisando o papel das metaloproteinases (MP) em Ulceras
crdnicas por estase venosa com e sem o desenvolvimento de CCE, observaram que
a expressao das MP-7, MP-12 e MP-13 foi positiva nas amostras com carcinoma e
negativa no epitélio ndo neoplasico. Além disso, houve a perda da expresséo de
MP-19 e da proteina 16 (p16), proteina de supressao tumoral, nos ninhos de células
invasoras tumorais. Esses dados sugerem que a avaliacdo dessas MP e da pl6
pode auxiliar no diagnéstico entre o CCE e a HPE. Achados semelhantes ndo foram
encontrados na avaliacdo das MP-1, MP-3, MP-8, MP-9 e MP-10.

Em estudo de HPE e CCE, em amostras provenientes de mucosa de cabeca
e pescoco, Zarovnaya et al. (44) evidenciaram dois padrées de marcagdo imuno-
histoquimica para p53: uma marcacao invasiva, presente nos CCE e nas lesfes

displasicas, na qual ha uma positividade nuclear acometendo toda a espessura do



22

epitélio; e uma marcacdo basal benigna, linear, presente nas HPE, na qual a
positividade nuclear é limitada as células basais, ocasionalmente acometendo as
células adjacentes.

Além disso, Zarovnaya et al. (44) avaliaram a MP-1 e acharam padrdes de
marcacao citoplasmatica conforme os padrbes de marcagdo invasiva e basal
benigna previamente citados. Esse achado foi discordante dos dados de trabalho
anterior (63). Foi feita a analise da E-caderina (E-cad), molécula de adesdo da
superficie celular, e esta mostrou uma positividade membranosa uniforme e difusa
nas células da HPE, enquanto que sua expressao diminuiu ou desapareceu no CCE.
A avaliagdo do colageno IV mostrou-se inconclusiva. Esse estudo sugere que um
painel imuno-histoquimico contendo p53, E-cad e MP-1 seria util na distincdo entre
essas duas entidades nos casos de dificil avaliacdo histologica.

You et al. (64) analisaram a expressdo imuno-histoquimica da E-cad,
cortactina (proteina que age na regulacao da adesao e migracao celular) e MP-9, em
amostras de HPE e CCE de mucosas de cabeca e pescoco. Nas HPE, a
positividade para a E-cad mostrou-se preservada e nao houve expressdo de
cortactina nem de MP-9. Enquanto que nos CCE, houve reducéo estatisticamente
significativa da E-cad; marcacao positiva para a cortactina em 38,1% e 20,6% das
amostras de CCE incisionais e excisionais, respectivamente; e marcagao positiva
para a MP-9 em 9,5% e 11,3% dos CCEs incisionais e excisionais, respectivamente.
Os autores sugerem que a utilizacdo da E-cad e da cortactina pode ser util no
diagndstico diferencial entre o CCE e a HPE.

Conforme evidenciada na revisdo de literatura feita acima, os dados em
relacdo aos marcadores imuno-histoquimicos estudados para esse entrave

diagnéstico s@o escassos e muitas vezes conflitantes.



23

1.4 BIOMARCADORES ESPECIAIS

Neste presente estudo serd dada énfase ao estudo de trés potenciais
biomarcadores ligados ao desenvolvimento neopldsico e a invasao neoplasica:
laminina-5 (L5), p16 e E-cad.

A L5 é uma glicoproteina presente na MB da pele e de outros tipos de
epitélios, constituida por 3 cadeias, a3A, B3 e y2, e esta associada a estabilidade da
juncdo dermoepidérmica (62). E considerada marcador de invasdo e normalmente é
sintetizada em niveis baixos pelas células basais do epitélio para manutencdo da
estrutura da MB (65), mas, nas células invasivas de carcinomas, inclusive nos CCE,
ha um aumento significativo na sua expresséao (66-78). Também esta relacionada a
migracao de queratinécitos em feridas em cicatrizagéo (65, 79).

A pl6 é produto do gene INK4a (80), constituinte de uma familia de genes
supressores tumorais (81), que € localizado no brago curto do cromossomo 9. Essa
proteina tem como funcdo se ligar a quinases dependentes de ciclina-D,
preservando a funcdo da proteina de supressao tumoral do retinoblastoma (pRb),
retendo o ciclo celular na fase G1 (80), ndo permitindo, assim, a proliferacéo celular
e a consequente transformacgédo maligna (82). Sabe-se que pode haver a mutacao
e/ou delecdo do gene INK4a em diversos canceres humanos (80). Contudo, pouco
se sabe a respeito do papel desse gene na carcinogénese do CCE induzida por
radiacdo ultravioleta (RUV) (81-86). No CCE de pele, tem sido observada marcacgao
imuno-histoquimica distinta da pl16, variando desde a auséncia da expressao a
hiperexpressdo andmala de forma mutante dessa proteina (81-91). Associa-se a
hiperexpressao proteica, nuclear e citoplasmatica, ao status da pRb (87, 89).

A E-cad, também denominada caderina epitelial por ser expressa em quase
todos os epitélios (92), é constituinte de uma subclasse das caderinas, que sdo uma
familia de glicoproteinas localizadas na superficie celular e envolvidas no
mecanismo calcio-dependente de adesdo célula-célula ou célula-substrato,
participando do controle da morfogénese e da integridade tecidual (93, 94). A E-cad
€ expressa na superficie celular de queratindcitos, na juncdo aderente, de todas as
camadas da epiderme e dos anexos da pele (92). Nos carcinomas, incluindo o CCE

de pele, a reducdo ou auséncia da sua expressao estiq associada com a invasao
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tumoral (92, 94-101), podendo em alguns casos estar associada a diferenciacédo
tumoral (92, 96) e ao desenvolvimento de metastase (99, 101).

Frente a relevancia clinica na diferenciacdo entre a HPE e o CCE, a
dificuldade diagndstica entre essas duas entidades, em exame de microscopia
Optica convencional, e & escassez de estudos utilizando outros métodos de analise
diagnostica, a avaliagdo imuno-histoquimica desses promissores marcadores de
invasdo neoplasica acima discutidos, L5, E-cad e p16, € uma opc¢ao plausivel no

diagnéstico diferencial entre essas duas condicdes.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho visa a determinar possiveis marcadores imuno-
histoquimicos que possam ser utilizados na distin¢gdo entre a HPE e o CEC de pele
na rotina diagnodstica do laboratério de anatomia patologica. Serdo analisados os
seguintes marcadores relacionados a invasao neoplasica: L5, pl6 e E-cad, em

amostras de pele com diagnéstico prévio de HPE, Ceratose actinica (CA)/Cis e CCE.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho € um estudo descritivo, que visa a analise imuno-

histoquimica de espécimes de biopsia de pele fixados em formol e incluidos em

parafina, de amostras dos anos de 2001 a 2009, arquivadas no Centro de Anatomia

Patolégica do Hospital Universitario de Brasilia, com os diagnosticos de

leishmaniose tegumentar e cromoblastomicose associados a HPE, CA/Cis, CCE

invasor.

Todas as amostras foram revistas por dois patologistas e tiveram seus

diagnésticos confirmados.

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusao:

Bidpsias excisionais de CCE invasor, com caracteristicas histolégicas
definitivas de malignidade, tais como atipias nucleares, figuras de
mitoses atipicas, invasdo da derme e metastases. Os casos foram
classificados quanto ao grau histolégico (bem, moderadamente e
pouco diferenciado). Foi considerada microinvasdo quando a extensao
do tumor na derme foi < 2 mm (44). Os prontuarios de tais pacientes
foram consultados, buscando-se informacdes sobre presenca ou
auséncia de linfonodos comprometidos e de metastases.

Biopsias excisionais de CA/Cis. Foram selecionados os casos de CA
com o0s seguintes diagnésticos: CA bowenoide, hipertréfica ou
liquenoide.

Bidpsias incisionais ou excisionais de HPE com relatos de regressao
da leséo apos tratamento clinico até 2009. Foram selecionados os
pacientes com dados clinicos e epidemiolégicos suspeitos e pelo
menos um exame laboratorial positivo para leishmaniose cutanea
(imunofluorescéncia indireta, Teste de Montenegro e/ou bidpsia) e
cromoblastomicose (biopsia com ou sem cultura). A HPE foi definida
como uma proliferacdo exuberante e irregular da epiderme em direcao
a derme, com alongamento dos cones interpapilares, correspondendo
a representacdo dos graus 2 e 3 de White e Weidmann (35). Os
prontuarios de tais pacientes foram consultados, buscando-se as
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informagdes acima descritas e se houve desenvolvimento subsequente
ou ndo de CCE nessas lesdes.

Foram utilizados os seguintes critérios de exclusao:

e Amostras sem areas representativas das lesdes ou de pele normal
adjacente na mesma lamina.
O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa em seres
humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (parecer em
ANEXO).

3.1 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Para a realizacdo do estudo imuno-histoquimico, foi utilizado o método da
estreptavidina-biotina-peroxidase nas seccoes de tecido, obtidas a partir de material
fixado em formol e incluido em parafina, com a finalidade de pesquisar a expressao
de L5, E-cad e p1l6.

As laminas silanizadas, contendo cortes histolégicos com espessura de 4um,
foram desparafinizadas e re-hidratadas.

Para a recuperagdo antigénica, os cortes foram incubados por 30 a 40
minutos em vaporizador a 95°C com solucao tampao (citrato + tween 20) de pH 6.0.
Logo apds, as laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 15 minutos e,
em seguida, lavadas com agua destilada.

Para a inativacdo da peroxidase tecidual endégena, as laminas foram imersas
em uma solucéo de Peroxido de hidrogénio (H.O-), na proporcéo de 25,5 ml por 230
ml de agua destilada, em temperatura ambiente por 20 minutos. Depois disso, foram
lavadas com solugédo tampdao fosfato-salino e incubadas com o anticorpo primario
durante a noite, a 4°C.

Os anticorpos primarios utilizados na reacdo imuno-histoquimica foram:
anticorpo monoclonal laminina-5 y2 (clone 4G1, diluicdo 1:50; DAKO Corporation,
Carpenteria, Califérnia, Estados Unidos da América), anticorpo monoclonal E-
caderina (clone NCH-38, diluicdo 1:50 e 1:100; DAKO Corporation, Carpenteria,
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California, Estados Unidos da América) e anticorpo monoclonal CDKN2A/p16INK4a
(clone DCS-50, diluicdo 1:200; Abcam).

Apés lavar as laminas com solucdo tampédo fosfato-salino, elas foram
incubadas com o anticorpo secundario por 30 minutos em temperatura ambiente e,
na sequéncia, com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB+, DAKO
A/S, Glostrup, Denmark K-690) por 30 minutos, em temperatura ambiente.

Todas as reacdoes foram reveladas pela solucdo cromogénica
diaminobenzidina. A contracoloracao foi feita com hematoxilina de Harris. As laminas
foram entédo desidratadas, diafanizadas e montadas.

Na analise imuno-histoquimica foram consideradas positivas, para a L5, as
células escamosas coradas em marrom no citoplasma. A marcagdo imuno-
histoquimica foi classificada quanto a sua distribuicdo, difusa ou focal.

Para a E-cad, foram consideradas positivas as células escamosas coradas
em marrom na membrana plasmatica. A avaliacdo imuno-histoquimica desse
marcador foi classificada da seguinte forma: preservada/normal, quando a marcacao
positiva € uniforme e similar ao epitélio normal; perda parcial, quando ha areas
positivas e negativas; e perda completa, quando ndo ha marcacéao positiva (102).

E, para p16, foram consideradas positivas as células escamosas coradas em
marrom no ndcleo com ou sem marcagao citoplasmatica associada. A marcacao
imuno-histoquimica foi classificada quanto a sua intensidade, forte ou fraca, e
guanto a sua distribuicdo, difusa ou focal.

Os controles positivos utilizados para L5, E-cad e pl6, respectivamente,
foram amostras de bidpsias com adenocarcinoma coldnico, pele adjacente as lesdes
examinadas (controle interno) e leséo intraepitelial escamosa de alto grau em colo

uterino.
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3.2 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 6. O
teste de Fisher foi usado na andlise da distribuicdo das diferencas de frequéncia
entre os grupos. A significancia estatistica foi designada para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Foram selecionados 72 casos assim distribuidos e classificados: 24 casos de
HPE; 20 casos de CA/Cis; e 28 casos de CCE. Desses, foram excluidas do trabalho
10 amostras (6 de HPE, 2 de Cis e 2 de CCE) por auséncia de areas representativas
da lesdo ou de pele normal adjacente nos cortes histologicos feitos posteriormente
ou por impossibilidade de recuperacdo antigénica durante o estudo imuno-
histoquimico. Dois (2) casos diagnosticados previamente como CA, ap0s revisdo
das laminas, foram reclassificados como CCE microinvasores e reagrupados dentro
dos CCE. Sendo assim, a amostra analisada neste trabalho foi de 62 casos (n total =
62), representada por 18 casos de HPE (n = 18); 16 casos de CA/Cis (n = 16); e 28
casos de CCE (n = 28). Dos casos de CCE, 8 sao CCE microinvasores (n = 8) e 20
(n = 20) sdo CCE francamente invasores. Os resultados aqui apresentados
encontram-se detalhados no APENDICE

Nas amostras de HPE e CCE, conforme detalhado na tabela 1, observou-se
um predominio do acometimento do género masculino em 88,88% e 67,85% dos
casos, respectivamente. Nas lesdes precursoras CA/Cis, a distribuicdo da amostra
entre homens e mulheres foi semelhante (50% para cada). A média de idade para a
HPE, CA/Cis e CCE foi de 41, 63 e 64 anos, respectivamente.

Todas as amostras de HPE, clinicamente, apresentaram ulceracdo. Esse
achado também foi evidenciado em 60,71% dos casos de CCE e em 12,5% dos
casos de CA/Cis (Tabela 1).

Tabela 1 -- Distribuicdo das lesdes quanto ao género, idade dos pacientes e presenca de ulceracéo

Lesdes Género Idade (anos) Ulceracao
Masculino Feminino Média (M)

HPE (n=18) 16 (88,88%) 2 (11,11%) 8-74 M=41 18 (100%)

CAJ/Cis (n=16) 8 (50%) 8 (50%) 36-89 M=63 2 (12,5%)

CCE (n=28) 19 (67,85%) 9 (32,14%) 30-93 M=64 17 (60,71%)

HPE: hiperplasia pseudoepiteliomatosa; CA/Cis: ceratose actinica/carcinoma in situ; CCE: carcinoma
de células escamosas.

Nas amostras de HPE, os membros inferiores foram os locais de maior
frequéncia da doenca, compreendendo 50% dos casos. Em ordem decrescente, as
outras localizacbes acometidas foram os membros superiores (22,22%), a face

(11,11%) e o dorso (11,11%) (Tabela 2). Em uma das amostras, nao foi possivel
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determinar o local da leséo, pois esse dado nédo foi especificado no laudo da biépsia

e o prontuario nao foi localizado.

Tabela 2 -- Distribuigdo das lesdes de HPE quanto a localizacéo

Localizacio | HPE

Face 2 (11,11%)
Membros superiores 4 (22,22%)
Membros inferiores 9 (50%)
Dorso 2 (11,11%)
N&o especificada 1 (5,55%)
TOTAL 18 (100%)

HPE: hiperplasia pseudoepiteliomatosa.

N&o houve relato de desenvolvimento subsequente de CCE ou de lesdes
precursoras em areas de lesées com HPE no seguimento dos pacientes.

As amostras de CCE foram classificadas quanto ao grau de diferenciacao
tumoral. Dos 28 casos, 15 (53,57%) foram considerados bem diferenciados, 11
(39,28%) moderadamente diferenciados e 2 (7,14%) pouco diferenciados. Vinte (20)
casos eram francamente invasores (71,42%) e 8 (28,57%) foram avaliados como
microinvasores.

As localizacdes mais frequentes dos CCE foram a face, com 39,28%, os
membros superiores, com 14,28%, e membros inferiores, com 14,28% (tabela 3).
Em 6 casos (21,42%), observou-se recidiva tumoral local. Houve comprometimento
linfonodal em 4 amostras (14,28%) e presenca de metastases para 6rgaos viscerais
em 5 casos (17,85%), sendo 2 para figado, 2 para pulmdo e um caso sem
especificacdo do local nos dados do prontuario. Quatro (4) pacientes com CCE
apresentaram outras doencas associadas: 2 deles com albinismo; um com
epidermodisplasia verruciforme; e um com xerodermia. Dois (2) pacientes referiram
histdria de lesdo prévia no local do tumor (queimadura prévia e mordida de rato).

A face (31,25%) foi a localizagdo mais acometida nas lesGes precursoras
CA/Cis, seguida, em ordem decrescente, dos membros superiores, pescoco, térax,
membros inferiores e dorso (Tabela 3). Em 3 casos, ndo houve especificagcdo do
local da lesdo na bidpsia nem nos dados do prontuario. Apenas 1 caso apresentou
recidiva local, com desenvolvimento de CCE bem diferenciado. N&o foram
evidenciados comprometimento linfonodal nem metastase durante o seguimento

desses pacientes.
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Tabela 3 -- Distribuicdo das lesdes de CCE e CA/Cis quanto a localizacédo, recidiva, comprometimento
linfonodal e metastase

| CCE | CAICis
Localizacéo
Face 11 (39,28%) 5 (31,25%)
Membros superiores 4 (14,28%) 2 (12,5%)
Membros inferiores 4 (14,28%) 1 (6,25%)
Torax 2 (7,14%) 2 (12,5%)
Dorso 2 (7,14%) 1 (6,25%)
Pescoco 0 (0%) 2 (12,5%)
N&o especificada 5 (17,85%) 3 (18,75%)
TOTAL 28 (100%) 16 (100%)
Recidiva 6 (21,42%) 1 (6,25%)
TOTAL 6 (21,42%) 1 (6,25%)
Comprometimento linfonodal 4 (14,28%) 0 (0%)
TOTAL 4 (14,28%) 0 (0%)
Metastase
Pulméo 2 (7,14%) 0 (0%)
Figado 2 (7,14%) 0 (0%)
N&o especificado 1 (3,57%) 0 (0%)
TOTAL 5 (17,85%) 0 (0%)

CA/Cis: ceratose actinica/carcinoma in situ; CCE: carcinoma de células escamosas.

Dos 4 casos de comprometimento linfonodal (Tabela 3) por carcinoma, 2
eram de CCE bem diferenciado e os outros 2 eram de lesdes com diferenciacéo
tumoral moderada.

Dos 5 casos de metastase (Tabela 3), 2 eram de CCE bem diferenciado, 2
eram de lesdes com diferenciacdo tumoral moderada e 1 era de CCE pouco
diferenciado.

A avaliacao epidemiologica de 3 pacientes foi prejudicada, pois os prontuarios
dos mesmos ndo foram localizados no arquivo, tendo sido utilizados apenas o0s

dados preenchidos na requisi¢ao da solicitacdo de biépsia.
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4.1 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA LAMININA-5

Tabela 4 -- Expressdo imuno-histoquimica da L-5 nas lesdes de HPE, CA/Cis e CCE

Expresséo imuno- | HPE CA/Cis CCE invasor
histoquimica da

laminina

Positiva focal 12 (66,66%) 3 (18,75%) 10 (35,71%)
Positiva difusa 4 (22,22%) 3 (18,75%) 18 (64,28%)
Negativa 2 (11,11%) 10 (62,5%) 0 (0%)
TOTAL 18 (100%) 16 (100%) 28 (100%)

L5: laminina-5; HPE: hiperplasia pseudoepiteliomatosa; CA/Cis: ceratose actinica/carcinoma in situ;
CCE: carcinoma de células escamosas.

Nas amostras de HPE, a L5 foi positiva em 16 dos 18 casos analisados
(84,21%) (Tabela 4). Na maioria das amostras (66,66%), esse marcador teve sua
expressdo imuno-histoquimica focal e concentrada nas células escamosas da
periferia nos cones interpapilares alongados e em ninhos de células da epiderme
encontrados na derme (Figuras 1A, 1B, 1C, 1D). Ja em areas adjacentes a
ulceracao, a positividade da L5 foi forte, difusa (Figura 1E) e também observada em
células isoladas migratérias na derme (Figura 1F).

Nas lesdes precursoras CA/Cis, 6 dos 16 casos analisados (37,5%) obtiveram
marcacao imuno-histoquimica positiva para L5 (Tabela 4). Essa positividade foi
focal, ocorrendo em 3 casos (18,75%) e acometendo células localizadas na periferia
da lesdo, na interface com a derme (Figura 2A).

Um desses casos com positividade focal para a L5 apresentou, no
seguimento, recidiva local com subsequente desenvolvimento de CCE.

Nos outros 3 casos (18,75%), observou-se uma positividade difusa e fraca
(Figura 2B). No restante da amostra (62,5%), a L5 foi negativa.

Nas amostras de CCE invasores, todos 0s casos (100%) foram positivos para
a L5 e obtiveram marcagdo predominantemente difusa (64,28%) (Tabela 4). Nos
CCEs francamente invasores (20 casos), observaram-se dois padrbes de
positividade imuno-histoquimica para a L5: expressdo fortemente positiva nas
células da periferia dos blocos de tumor em areas bem diferenciadas da neoplasia
(Figura 2C, 2D) e positividade difusa em areas menos diferenciadas do carcinoma
(Figura 2E). Nas 8 amostras de CCE microinvasores analisados, a marcagao
positiva da L5, a despeito de ser difusa (3 casos) ou focal (5 casos), apresentou forte
concentracdo citoplasmatica nas células da fronte de invasdo da neoplasia (Figura
2F) .
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Dos 4 casos de comprometimento linfonodal, 3 eram de amostras com padrao
de marcacao difusa para a L5.

Dos 5 casos com relato de metastase, 4 eram de amostras com padrdo de
marcacao difusa.

A L5 foi negativa na pele adjacente as lesdes e na MB.

N&o houve diferenca estatistica entre a expressao (focal e difusa) de L5 nas
amostras de CEC invasivo e de HPE (p=0,1478, teste de Fisher).
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Figura 1. Caracteristicas histopatolégicas e imuno-histoquimicas das amostras HPE. A: proliferacédo
exuberante e irregular da epiderme em direcdo a derme, apresentando alongamento dos cones
interpapilares (seta menor) e ulceracdo da epiderme (seta maior). HE 40x. B: detalhe da projecéo
irregular da epiderme na derme, formando ninhos de células escamosas isolados na derme (seta
menor), nas HPE. HE 100x. C: positividade imuno-histoquimica focal de L5 nas células escamosas da
periferia nos cones interpapilares alongados (seta menor) nas HPE. IHQ 100x. D: positividade imuno-
histoquimica focal de L5 nos ninhos de células da epiderme encontrados na derme (seta menor) e
estrutura fangica dentro de célula gigante multinucleada compativel com cromoblastomicose (seta
maior), nas HPE. IHQ100x. E: positividade imuno-histoquimica de L5 foi forte e difusa (seta menor)
em células escamosas, adjacente a area de ulceragdo, nas HPE. IHQ 100x. F: positividade imuno-

histoquimica difusa de L5 nos queratinécitos isolados migratérios na derme, nas HPE. IHQ 100x.
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Figura 2. Expressdo imuno-histoquimica da L5 nas amostras de lesfGes pré-malignas e de CCE. A:
positividade focal de L5, acometendo células localizadas na periferia da lesdo, na interface com a
derme. IHQ 100x. B: positividade difusa e fraca de L5 no citoplasma das células neoplasicas. IHQ
100x. C: positividade de L5 nas células da periferia dos blocos de tumor em areas bem diferenciadas
da neoplasia. IHQ 40x. D: Detalhe da expressao de L5 nas células tumorais da periferia das areas
bem diferenciadas do carcinoma. IHQ 100x. E: positividade difusa e forte de L5 em areas menos
diferenciadas do carcinoma. IHQ 100x. F: células tumorais positivas para L5 na fronte de invasao dos
CCE microinvasores. IHQ 40x.
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4.2 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA PROTEINA 16

Tabela 5 -- Expressdo imuno-histoquimica de p16 nas les6es de HPE, CA/Cis e CCE

Expresséo imuno- | HPE CA/Cis CCE invasor
histoquimica do p16

Positiva focal 0 (0%) 4 (25%) 14 (50%)
Positiva difusa 2 (11,11%) 8 (50%) 2 (7,14%)
Negativa 16 (88,88%) 4 (25%) 12 (42,85%)
TOTAL 18 (100%) 16 (100%) 28 (100%)

P16: proteina 16; HPE: hiperplasia pseudoepiteliomatosa; CA/Cis: ceratose actinica/carcinoma in situ;
CCE: carcinoma de células escamosas.

A maioria, 88,88% da amostra de HPE (Tabela 5), foi negativa para p16. Nao
houve positividade na pele adjacente a lesdo. Dentre as amostras de HPE, 2 casos
(11,11%) dos 18 analisados apresentaram uma positividade difusa e forte para p16
(tabela 5), em pacientes do sexo masculino, com idade de 53 e 56 anos, ambos em
membro inferior (Figura 3A). Nesses 2 casos a marcagao da L5 foi focal.

Nas lesBes precursoras CA/Cis, 12 (75%) dos 16 casos apresentaram
marcacao positiva para pl6, com 8 casos (50%) mostrando positividade difusa e
forte (Figuras 3B, 3C) e 4 casos (25%) exibindo positividade focal e fraca (Tabela 5)
(Figura 3D).

Foram observados 5 (31,25%) casos de CA/Cis com positividade focal e fraca
para pl6é na pele adjacente, concentrada nas camadas basal e espinhosa. Todos
apresentavam lesao principal positiva para essa proteina.

Nas amostras de CCE invasores (microinvasores e francamente invasores),
16 (57,14%) dos 28 casos apresentaram marcacao positiva para pl6, com 2 casos
(7,14%) mostrando positividade difusa e forte (Figuras 4A, 4B) e 14 casos (50%)
exibindo positividade focal e fraca (Tabela 5) (Figuras 4C).

Dos 2 (7,14%) casos de CCE invasor com marcacao difusa para pl6, um
deles tinha historia prévia de epidermodisplasia verruciforme.

Foram observados 12 (42,85%) casos de CCE com positividade focal e fraca
para pl6, concentrada nas camadas basal e espinhosa, em areas de CA na pele
adjacente. Desses, 9 sdo CCE francamente invasores e positivos para pl6,

enguanto que 3 (1 microinvasor) sdo carcinomas negativos para p16.
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Dos 4 casos de comprometimento linfonodal, 2 eram de amostras negativas
para pl6 e os outros 2 eram de amostras positivas para essa proteina (1 caso com
marcacao difusa e forte e o outro caso com expresséo fraca e focal) .

Dos 5 casos com relato de metastase, 3 eram de amostras negativas para
pl6 e os outros 2 eram de amostras positivas para essa proteina (1 caso com
marcacao difusa e forte e o outro caso com expresséo fraca e focal) .

A expresséo (focal e difusa) de p16 foi mais frequente nas amostras de CEC

invasivo do que nas de HPE (p=0,021, teste de Fisher).
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Figura 3. Expressao imuno-histoguimica de p16 nas amostras de HPE e de lesdes pré-malignas. A:
positividade difusa nuclear e citoplasmética para p16 em amostra de HPE. IHQ 100x. B: positividade
difusa e forte, nuclear e citoplasmatica, para p16, em amostra de CA/Cis. IHQ 40x. C: detalhe da
marcacao nuclear e citoplasmaética, forte e difusa, de pl16, em amostra de CA/Cis. IHQ 100x. D:

positividade focal e fraca para p16, em amostra de CA/Cis (setas). IHQ 100x.
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Figura 4. Expressao imuno-histoquimica de p16 nas amostras de CCE. A: marcacdao forte e difusa de
pl6. IHQ 20x. B: detalhe da marcacgéo de pl6 citoplasmatica e nuclear, forte e difusa. IHQ 100x. C:

positividade focal e fraca para p16, nuclear e citoplasmatica.
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4.3 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DA E-CADERINA

Tabela 6 -- Expressdo imuno-histoquimica da E-cad nas lesdes de HPE, CA/Cis e CCE

| HPE | CAICis | CCE invasor
Preservada 4 (22,22%) 1 (6,25%) 0 (0%)
Perda parcial 14 (77,77%) 15 (93,75%) 28 (100%)
Perda completa 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
TOTAL 18 (100%) 16 (100%) 28 (100%

E-cad: E-caderina; HPE: hiperplasia pseudoepiteliomatosa; CA/Cis: ceratose actinica/carcinoma in
situ; CCE: carcinoma de células escamosas.

Nas amostras de HPE, 14 casos (77,77%) dos 18 analisados apresentaram
perda parcial da expressdo da E-cad (Figuras 5A, 5B), com areas de auséncia de
expressao desse marcador na lesdo (Tabela 6). Enquanto que 4 casos obtiveram
marcacgao de E-cad preservada (Figura 5C).

Nas lesbes precursoras CA/ Cis (Tabela 6) (Figuras 5D, 5E) apenas 1 caso
teve positividade para E-cad preservada. Nao houve perda completa dessa proteina
nesse grupo de lesdes.

Tanto nas HPE quanto nas lesdes precursoras CA/Cis, a expressao da E-cad
na pele adjacente manteve-se preservada.

Nas amostras de CCE invasores, todos 0s casos apresentaram perda parcial
da expressdo imuno-histoquimica da E-cad (Tabela 6). Foram observados dois
padrées de expressdo da E-cad nos carcinomas: preservagcdo ou marcacao mais
fraca em grupos de células, nas areas bem diferenciadas da neoplasia (Figura 6A,
6B), e auséncia de expressdo ou expressdo focal em células isoladas, nas areas
pouco diferenciadas do carcinoma (Figura 6B, 6C, 6D). Em duas amostras de CCE,
notou-se a perda parcial da E-cad em areas de CA na pele adjacente a neoplasia.

Todos os casos com comprometimento linfonodal por CCE e metastase
tumoral tiveram perda parcial da expressao de E-cad.

A perda parcial da expressao de E-cad foi mais frequente nas amostras de
CEC invasivo do que nas de HPE (p=0,0188, teste de Fisher).
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Figura 5. Expressdo imuno-histoquimica da E-cad nas amostras de HPE e de les8es pré-malignas. A:
perda focal da marcacdo da membrana citoplasmatica para E-cad no alongamento dos cones
interpapilares (seta), em HPE. IHQ 40x. B: detalhe da perda focal da E-cad (seta), em HPE. IHQ
100x. C: preservacdo da expressdo imuno-histoquimica de E-cad, em HPE. IHQ 100x. D: perda
parcial da expressdo de E-cad (seta), em lesdes precursoras de carcinoma. IHQ 40x. E: detalhe da
perda parcial de E-cad, em les8es precursoras de carcinoma (parte inferior da figura). IHQ 400x.
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Figura 6. Expressdo imuno-histoquimica da E-cad nas amostras de CCE. A: positividade de E-cad
preservada em areas bem diferenciadas da neoplasia. IHQ 100x. B: positividade preservada de E-cad
em area bem diferenciada do carcinoma, em contraste com auséncia de marcacdo em area pouco
diferenciada do tumor, na mesma amostra. IHQ 100x. C: expressao de E-cad em células individuais
de area pouco diferenciada do carcinoma. IHQ 100x. D: auséncia de expressdo de E-cad em éarea
pouco diferenciada de CCE. IHQ 100x.
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5 DISCUSSAO

A HPE é uma condicdo benigna, associada a uma grande variedade de
doencas distintas. Seus aspectos clinicos e histopatolégicos podem apresentar
semelhancas com o CCE bem diferenciado, que dificultam a distincdo entre essas
duas entidades, principalmente quando o processo subjacente a HPE nédo é
claramente evidente. Essa duvida diagndstica € um dilema para o patologista e
pode ter grandes implicacbes no seguimento dos pacientes, pois pode resultar em
erro diagndstico e conduta médica inadequada.

Sendo assim, a identificacdo de métodos diagnosticos alternativos e
complementares a microscopia Optica torna-se necessaria. Neste presente estudo,
foi avaliada a expressdo imuno-histoquimica de marcadores frequentemente ligados
a invasao neoplasica, L5, pl6 e E-cad, em amostras de pele com diagndstico de
HPE, CA/Cis e CCE invasor.

Apesar de ndo constar nos objetivos desse estudo, alguns dados clinicos
relevantes dos pacientes foram obtidos, tais como género, idade, localizacdo das
lesGes e doencas associadas.

O género masculino foi preferencialmente acometido nas amostras de HPE e
de CCE. Esse resultado esta de acordo com os dados da literatura (41, 103-105).

Quanto as lesbes precursoras, sabe-se que a CA ocorre mais em homens do
gue em mulheres, enquanto que o Cis/Doenca de Bowen (DB) tem igual distribuicdo
entre 0os géneros (103). Nossos dados revelaram uma distribuicdo das lesdes pré-
malignas de 50% para homens e mulheres, sugerindo, portanto, uma caracteristica
epidemioldgica mais préxima da DB.

Quanto a idade e localizacao das les@es, os pacientes com CA/Cis e CCE, no
nosso estudo, apresentaram uma meédia de idade mais avancada (63 e 69 anos,
respectivamente) e um maior acometimento de areas expostas ao sol, como face e
membros inferiores. Esses dados enfatizam o papel da RUV como principal agente
na carcinogénese do CCE de pele, através de anos de danos cumulativos (103).

Ja na amostra de HPE, a média de idade foi menor (41 anos) e a localizacao
acometida mais frequentemente foram os membros inferiores. Esses dados estdo
em concordancia com a literatura, tanto para a leishmaniose cutanea, quanto para

cromoblastomicose (41, 104, 105). Eles evidenciam a suscetibilidade de uma
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populacdo mais jovem a essas doencas, geralmente constituida por trabalhadores
rurais, cujo contato com esses micro-organismos ocorre através da sua atividade
laboral, em areas do corpo expostas. No caso da leishmaniose, pela picada do vetor
transmissor.

O desenvolvimento da carcinogénese €, sem duvida, multifatorial. Nossos
resultados mostraram que de 3 pacientes com CCE, 2 deles eram albinos, condi¢éo
genética associada a alteracdo na sintese de melanina (103) e maior predisposicéo
ao desenvolvimento de tumores cutaneos, dentre eles o CCE. O outro paciente
apresentava epidermodisplasia verruciforme, condi¢do associada ao papiloma virus
humano (PVH) e a anomalias na imunidade celular (1), favorecendo, portanto, o
desenvolvimento de CCE.

Dois outros pacientes com neoplasia invasora apresentaram historia de
queimadura prévia e mordida de rato no local de desenvolvimento do carcinoma.
Sabe-se, como ja citado anteriormente, que lesdes por queimaduras graves e
Ulceras cronicas sao fatores relativamente raros (38, 39), distintos do dano solar,
gue predispdem a aproximadamente 2% dos CCEs (34).

N&o houve relato, nos dados de prontuario, de desenvolvimento posterior de
CCE nas amostras de HPE e todas as lesbes hiperplasicas regrediram apoés
tratamento. Dentre a CA/Cis, apenas um caso mostrou recidiva, com
desenvolvimento subsequente de CCE. Ndo houve acometimento linfonodal nem
metastatico posterior no seguimento das lesbes precursoras.

Com relacdo aos marcadores de invasdo, ha estudos que evidenciaram, em
amostras de CCE, a associacdo da expressdo de L5 com outras moléculas
relacionadas a degradagdo da matriz extracelular no processo de invasédo tumoral,
tais quais o receptor da UAP (68) e as MP (72). Eles acreditam que a L5 esteja
intimamente envolvida na cascata de eventos que leva a invasdo das células
neoplasicas no estroma subjacente.

O presente estudo comparou a expressdo da L5 em lesbes com HPE, CA/Cis
e CCE.

N&ao foi evidenciada expressao da L5 no epitélio adjacente as lesdes nem na
MB das amostras examinadas. E possivel que a sensibilidade do método imuno-
histoquimico, utilizado nesta analise, ndo seja adequada para detectar a L5
associada a essas localizagbes, uma vez que as células da camada basal
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expressam niveis muito baixos dessa proteina, suficientes apenas para a
manutencao dessa estrutura de ancoragem (65).

Na literatura, observa-se uma variedade de meétodos utilizados para a
identificacdo da expressdo L5, com acuracias distintas, tais quais a imuno-
histoquimica convencional e a hibridizacdo in situ. As amostras utilizadas também
sdo heterogéneas, podendo ser de tecidos fixados em formol, ou tecido a fresco
congelado, ou ainda serem provenientes de cultura de queratinécitos, por exemplo.
Dessa forma, ha uma discrepancia quanto a marcagéao da MB pela L5, encontrando-
se descri¢cbes similares aos nossos resultados ou até mesmo discordantes (59, 65-
68, 70-72, 75).

Nesta pesquisa, a maioria das amostras com HPE expressou a L5 (84,21%).
A positividade encontrada foi focal, predominante nas células da periferia dos cones
interpapilares alongados e em ninhos isolados de células escamosas na derme. A
forte marcacdo da L5 nos queratinGcitos migratérios, adjacentes as areas ulceradas,
sugere que essa proteina tenha um papel regulador na migracéao de células epiteliais
nas feridas em cicatrizacao (65, 67, 79).

Pyke et al. (67) analisaram a hibridizacao in situ de L5 em amostras de feridas
de pele de camundongos, decorrentes de condicbes ndo malignas, cujas células
epiteliais mostraram um fenotipo invasivo transitério. Eles evidenciaram uma
expressado fraca de L5 em queratindcitos do fundo das lesbes mais recentes (12
horas) e da camada basal da regido hiperplasica das lesées mais antigas (1 a 5
dias). Propuseram, portanto, que a expressao do gene dessa proteina parece ser
uma condigc&o primaria de células de estruturas epiteliais neoformadas, nas quais a
proliferagcéo celular esteja ancorada em uma nova MB.

Contudo, Natajaran et al. (65) observaram, em culturas de queratinécitos
normais, que a expressao da L5 esta também associada a migracao fisiologica de
queratinécitos em envelhecimento. Dessa forma, ndo é possivel afirmar que a
producdo de L5 promova invaséo celular. A sua sintese estaria mais associada a um
aumento da motilidade direcionada, seja na migracao celular para as camadas mais
superficiais do epitélio durante o envelhecimento fisiolégico dos queratindcitos, seja
para reparar um dano ao epitélio, como o preenchimento de uma Ulcera no processo
de cicatrizagéo.

Em outro estudo, Kainulainen et al. (66) sugerem que as células epiteliais da

mucosa oral aumentam a sintese da L5 em condi¢cfes patologicas, sejam elas de
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natureza inflamatéria ou neoplasica, diferindo entre as les6es na quantidade de
proteina expressa, com niveis quantitativos crescentes nas lesdes de liquen plano,
displasias epiteliais e CCE.

Sendo assim, a expressao da L5 nas nossas amostras de HPE, processo de
natureza inflamatéria e ndo considerado lesdo pré-maligna, sugere que essa
glicoproteina ndo é especifica para células tumorais e que sua expressdo nao deve
ser usada como critério de malignidade na avaliagcdo das proliferacfes epiteliais
cutaneas.

A positividade citoplasmética da L5 tem sido observada em algumas amostras
de neoplasia intraepitelial (65, 66, 69-73, 75). Em lesdes de colo uterino, Skyldberg
et al. (69) encontrou 11 casos de Neoplasia intraepitelial grau 3 (NIC 3) com
positividade para L5 e relatou que em algumas dessas amostras a expressao dessa
proteina estaria associada a &reas de feridas em cicatrizacdo. Noel et al. (74)
encontrou expressdo da L5 em apenas 34% dos casos de lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau (LIEAG) ndo associadas a componente invasivo do colo
uterino, enquanto que todas as LIEAG (100%) associadas a carcinoma invasor
foram positivas.

Nossos dados apresentaram 6 dos 16 casos (37%) de lesGes pré-malignas,
CA/Cis, com algum tipo de positividade, ora focal, em células da interface com a
derme, ora difusa e fraca. Dois desses casos exibiram ulceracdo. Contudo, a
expressao dessa proteina ndo se mostrou mais intensa nas areas de Ulcera. Nas
areas de lesbes pré-malignas associadas ao CCE, ndo houve expressao de L5.

Em estudos de lesdes displasicas do trato anogenital baixo (69-71, 73), a
positividade imuno-histoquimica da L5 em algumas amostras de neoplasias
intraepiteliais, em especial as de alto grau, parece estar associada com o
desenvolvimento subsequente de carcinoma no seguimento clinico desses
pacientes. E possivel que essa proteina seja sintetizada em células neoplasicas de
regides que imediatamente precedam o processo de invasao neoplasica inicial da
derme (65), auxiliando assim na deteccdo de lesbes pré-neoplasicas com alto risco
para desenvolvimento de carcinoma (69, 70, 73).

Contudo, nossos dados ndo permitem fazer tal associacdo, pois apenas um
dos casos de CA/Cis, com positividade focal para a L5 apresentou, no seguimento,

recidiva local com subsequente desenvolvimento de CCE
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Todas as amostras de CCE invasor expressaram L5. Nos CCE
microinvasores, foi observada uma forte concentracdo citoplasméatica dessa proteina
nas ceélulas da fronte de invasdo da neoplasia, concordando com a descricao
encontrada na literatura para a expressao da L5 nos carcinomas (66-70, 72-74).

Nos CCE francamente invasores, as areas bem diferenciadas tiveram
expressao fortemente positiva para L5 nas células da periferia tumoral e as areas
menos diferenciadas exibiram positividade difusa. Dos 4 casos com
comprometimento linfonodal, 3 eram de amostras com padrdo de marcacéao difusa, e
dos 5 casos com relatos de metastase, 4 eram de amostras também com padréo de
marcacao difusa.

Dados semelhantes foram encontrados por Kuratomi et al. (76) em amostras
de CCE de lingua, classificando a expresséo da L5 em padrbes periférico e difuso.
Eles observaram que pacientes com o padrdo difuso de expressao tiveram um
prognostico pior do que os pacientes com o padrdo periférico de marcacdo. Uma
explicacdo para isso seria que, nas areas mais bem diferenciadas, as células do
centro dos ninhos tumorais preservariam a adesao celular, enquanto que as células
da periferia desses grupamentos promoveriam O crescimento expansivo da
neoplasia, gerando uma expressdo periférica da L5. Por outro lado, nas éareas
menos diferenciadas, haveria uma acentuada diminuicdo da adesdo celular, com
uma invasao estromal mais agressiva, gerando uma expressao difusa da L5.

Hamasaki et al. (77) analisaram a expressao de L5 em casos de CCE de pele
e de DB. Nos CCE, a positividade dessa proteina também foi classificada em
periférica e difusa. Contudo, em associacao, foi utilizado um sistema de escores
para graduar a intensidade da reacdo imuno-histoquimica e néo foi feita a
diferenciacdo entre areas bem e pouco diferenciadas. Nao foram observadas
diferencas significativas nos prognosticos dos CCE. Nos casos de DB, a expressao
da L5 foi evidenciada numa pequena amostra dos casos (16%).

Margulis et al. (106) também evidenciaram um padrao difuso de expressao de
L5 em CCE de alto grau.

Esses achados séo diferentes dos encontrados por Natarajan et al. (65), nos
quais as células neoplasicas da interface epitélio-estroma de CCE profundamente
invasivos, de diferentes localizac¢des (pele, eséfago, colo uterino e mucosa oral), ndo

expressam L5.
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Stoltzfus et al. (73) também ndo evidenciaram a expressédo da L5 em um dos
casos de CCE pouco diferenciado (pequenas células ndo queratinizado) de colo
uterino analisado.

Malina et al. (72) encontraram expressdao semelhante entre os CCE
queratinizados e néo queratinizados do colo uterino, com positividade forte e
intracitoplasmética nas células localizadas na interface estroma/cancer e nas células
tumorais invadindo o estroma, independente da profundidade das lesdes.
Resultados similares foram encontrados por Nilsson et al. (75), em amostras de CCE
anal.

Dessa forma, comparando-se o0s resultados encontrados neste presente
estudo com os dados da literatura previamente discutidos, torna-se claro que o papel
da expressdo imuno-histoquimica da L5 nos carcinomas, com énfase especial para
os CCE, ainda ndo é completamente compreendido, necessitando de mais
pesquisas acerca desse assunto para que haja um profundo entendimento da
relacdo entre a L5 e a invasdo tumoral.

Uma possivel linha de investigacdo é a identificacdo das possiveis rotas de
sinalizacdo molecular que levam a superexpressdo da L5 nos CCE (78, 79) e a
busca por novos marcadores que melhor evidenciem as alteragdes neoplasicas pré-
invasivas durante a progressao do carcinoma.

Alguns trabalhos propdem que, tanto nas displasias severas/carcinomas
microinvasivos quanto em queratinécitos normais, localizados na fronte de migracéo
celular das feridas em reparo, haja uma resposta comum dos queratindcitos a essas
condi¢cBes patologicas no que se refere a expressao da L5 (65, 79).

Em concordancia a isso, nossos achados mostram que o padrdo de
expressdo da L5 foi similar nas amostras examinadas de HPE, CA/Cis, CCE
microinvasor e areas bem diferenciadas de CCE invasor. Logo, sugerimos que a L5
ndo € um marcador util para auxiliar na distincdo entre essas lesbes, nao
contribuindo, portanto, para auxiliar o patologista nesse dilema diagndstico.

Com relacao a p16, ela tem como funcéo se ligar a quinases dependentes de
ciclina-D, preservando a funcdo da pRB, retendo assim o ciclo celular na fase G1
(80). Quando ha falha em algum ponto desse processo, como, por exemplo, a
expressao inadequada ou incorreta da pl6, a divisdo celular prossegue, podendo
haver a propagacao de células geneticamente defeituosas (107).
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Na carcinogénese do CCE, especialmente aqueles induzidos por RUV, ainda
nao se sabe ao certo qual o papel dessa proteina na progresséo tumoral, ou seja, no
avanco das lesdes pré-malignas até o carcinoma invasor.

Quanto a expressao de pl6 nas amostras de HPE deste presente trabalho,
apenas 2 casos mostraram positividade para essa proteina. Em ambos, a
localizac@o foi em membro inferior, &rea com menor grau de exposi¢cdo ao sol, em
pacientes do género masculino, na 5° década de vida. As duas amostras
apresentaram um padrédo difuso, com forte intensidade de marcacdo para essa
proteina e expressao de L5 apenas focal.

E possivel que essa expressao de p16 tenha ocorrido por fatores associados
a RUV ou por outras causas, tal como a infec¢ao por PVH.

Os demais casos de HPE foram negativos para pl6. Houve regressdo das
lesbes no seguimento de todos os pacientes avaliados.

Natajaran et al. (65) ndo evidenciaram expressao imuno-histoquimica de p16
em les@es hiperplasicas benignas de pele e mucosa oral. Contudo, observaram que,
em cultura de queratinécitos em envelhecimento e de fundo de feridas, houve
aumento da expressdo de pl6 e de L5, ambos associados com o aumento da
motilidade direcionada, ja previamente citada neste presente trabalho.

Ja Zhu et al. (108), em modelo animal, ndo evidenciaram expressédo de pl6
em feridas em cicatrizacao.

Impola et al. (63), encontraram marcacdo para pl6 em 50% dos casos de
Ulcera cronica investigados, com positividade em queratindcitos do fundo dessas
lesbes ou da camada basal de areas com acantose. Dessa forma, eles sugerem que
a perda de pl16 nas feridas cronicas seja um marcador de carcinogénese. Contudo,
eles ndo descrevem se houve ou ndo o desenvolvimento subsequente de CCE no
seguimento desses pacientes.

Em suma, ha escassos trabalhos na literatura, com resultados divergentes
sobre esse assunto, sendo necessarios mais estudos sobre a expressao de pl6 nas
HPE de pele.

Nossos resultados mostraram que, dentre as lesdes precursoras, CA/Cis, e 0s
CCE, 75% e 57,14% dos casos, respectivamente, tiveram expressao imuno-
histoquimica positiva para p16. Observou-se uma diferenca expressiva no que diz
respeito ao padrdo de positividade, pois, nas lesdes pré-malignas, 50% da amostra

obteve marcacdo forte e difusa, enquanto que apenas 7,14% dos CCE
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apresentaram marcagdo semelhante. Além disso, foram observados 42,85% casos
de CCE e 31,25% casos de CA/Cis com positividade focal e fraca para pl16 em pele
adjacente com alteragcfes actinicas.

Nossos achados estdo de acordo com outros estudos (107, 109-112), que
também evidenciaram positividade de pl6 nas lesGes pré-malignas de pele, CA e
Cis.

Contudo, alguns trabalhos ndo mostraram positividade para p16 em CA (113)
ou em CA nao-bowenoide (114).

No nosso trabalho, optamos por agrupar as amostras de CA e de Cis na
mesma classificacdo, a de lesdes precursoras de CCE. Escolhemos, para isso,
casos de CA liquenoide, hipertréfica e bowenoide, pois 0s mesmos sdo diagnosticos
diferenciais para DB e para CCE microinvasivos.

Apesar da CA, por si s6, ser uma lesdo precursora de CCE, o fato de
agruparmos essas duas entidades pode ter gerado algum Viés Nnos nOsSsoS
resultados, pois ndo se sabe ao certo se ambas as lesdes levam ao
desenvolvimento de CCE pela mesma via de carcinogénese (107).

Quanto a expressao de pl6 nos CCE de pele, a literatura exibe resultados
discrepantes.

Hodges e Smoller (107) encontraram, nos CCE de pele, uma marcacao de
plé em 100% dos casos, com intensidade forte, no componente invasivo. Eles
sugerem gue o aumento da expressdo da pl6 esta relacionado com a progressao
tumoral. Outros estudos também evidenciaram superexpressdo dessa proteina em
CCE invasores (85, 91), enfatizando assim o provavel papel fisiopatolégico do pl6
na via de carcinogénese do CCE de pele, em especial aqueles localizados em areas
expostas ao sol (85).

Nilsson et al. (110) também observaram expresséo dessa proteina nos CCE,
com um padrdo de positividade na periferia dos ninhos de invasédo, em areas bem
diferenciadas do tumor, e outro padrdo difuso, em areas menos diferenciadas do
carcinoma. Esses achados sao similares aos de outro trabalho previamente citado
(63). Além disso, seus resultados sugerem que, independente do status da pRB
(funcionante ou ndo), o aumento da expressao da pl6 esta envolvido no processo

de infiltracdo neoplasica, discordando de outros estudos (87, 89, 112).
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Ja outros autores ndo encontraram positividade significativa para pl6 nos
CCE invasores cutaneos. Acreditam, portanto, que a progressado de CA para CCE
pode envolver a inativacdo dessa proteina (65, 84, 88, 90, 109).

Natajaran et al. (79) observaram que a perda de pl6, em células pré-
malignas, em resposta a um precursor da L5, favoreceu o crescimento desordenado
e invasivo dos CCE.

Nossos resultados para as amostras de CCE foram heterogéneos, nao
apresentando um padrdo especifico de marcacdo de pl6 nos carcinomas. Além
disso, ndo observamos correspondéncia da expressao de pl6 com o grau de
diferenciacao celular nos tumores invasivos.

Em relacdo a marcacdo de pl6é e o comprometimento linfonodal e
metastatico, os achados na literatura sdo exiguos. Chang et al. (114) encontrou
correlacdo significativa entre a perda de expressdo do gene da pl6 com o
aparecimento de metastase em tumores malignos de pele.

Diferentemente de outras pesquisas (65, 79), nossos resultados nao
evidenciaram expressao imuno-histoquimica similar para o p16 e a L5 em nenhuma
das lesbes estudadas. Também nao evidenciamos concentracdo da expressao de
pl6 na fronte de invasdo neoplasica dos casos de CCE microinvasores nem nas
células migratérias das HPE, contradizendo os resultados de outros autores (65).

A superexpressao de pl6 tem sido associada a acdo do PVH nas lesbes
intraepiteliais e CCE de colo uterino (112). Esse virus atuaria na inativacao da pRB
(110-113). Para as lesbes precursoras de CCE de pele, em especial a DB (111,
112), essa associacao tem sido evidenciada em alguns casos. Contudo, ndo ha
homogeneidade nos resultados encontrados (115).

E importante enfatizar que as lesbes precursoras e o CCE tém origem
multifatorial, podendo até mesmo existir um sinergismo entre 0s agentes causais,
tais quais o PVH e a RUV (115), por exemplo. Isso explicaria a heterogeneidade
descrita acima para a positividade de pl6 nessas lesdes e a presenca dessa
proteina distribuida difusamente em um dos nossos casos de CCE, cujo paciente
apresentou historia prévia de epidermodisplasia verruciforme (1).

Também ndo se tem um consenso sobre qual o momento exato em que
ocorreria a mutacdo do gene INK4a na progressdo tumoral, sendo encontrados
resultados que sugerem o acometimento desse gene desde as fases iniciais da

displasia (116) ou que evidenciam a sua integridade nas CA de baixo grau (117).
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A expressao forte e difusa de pl6, predominante nos nossos casos de
CAI/Cis, pode representar a expressdo de pl6 anormal, produto de um gene
mutante. Sendo assim, as células das lesdes precursoras seriam resistentes a
apoptose, acumulando, dessa forma, diversas mutacfes. Dentre essas alteracdes
genéticas, algumas delas poderiam promover a inativagdo ou delecdo do gene
INK4a, levando, portanto, a auséncia da expressao de p1l6 em uma subpopulacéo
dos casos que progrediriam para o CCE. Isso explicaria a heterogeneidade de
expressado de pl6 na nossa amostra de CCE.

Tendo-se em mente a diversidade de resultados encontrados na literatura
para as lesBes pré-malignas e malignas, estudos posteriores sdo necessarios,
considerando a analise de outros parametros, tais quais a expressao de PVH, da
pPRB, as alteracdes do gene INK4a ou até mesmo o estudo de outros marcadores e
genes que participam de outras possiveis vias moleculares de progressao tumoral.

Apesar da expressdo de pl6 ter sido significativamente diferente entre as
amostras de HPE e CCE, nossos resultados sugerem que a analise imuno-
histoquimica dessa expressdo seria um teste pouco sensivel para diferenciar HPE
de CCE invasivo e, portanto, ndo seria um bom método para ser aplicado na rotina
diagnéstica. Estudos com um maior nimero de amostras fazem-se necessarios para
uma melhor caracterizacao da expresséo de p1l6.

Com relacdo a E-cad, ela € uma glicoproteina localizada na superficie celular
e uma das responsaveis pela adeséo entre as células epiteliais (93, 94). Ela esta
presente em todas as camadas da epiderme e nos anexos cutaneos, na superficie
dos queratinocitos (92).

No nosso trabalho, 77,77% dos casos de HPE apresentaram perda parcial de
expressao de E-cad. Diferentemente dos nossos achados, em outros estudos, em
amostras de HPE de cabeca e pescoco, foi encontrada preservacdo da E-cad,
mesmo nas projecdes mais profundas do epitélio no cérion adjacente (44, 64).

Uma das possiveis explicacdes para 0 nosso resultado é que a diminuigdo da
expressdo de E-cad seja um fenbmeno natural, que ocorre no processo de
cicatrizacéo de feridas, uma vez que a desorganizacao da arquitetura epitelial leva a
necessidade de remodelamento do tecido (118). Vale ressaltar que todos 0S n0ssos
casos de HPE apresentaram historia clinica de ulceracgéo.

Estudos em modelos animais (108, 119) mostraram a reducdo da E-cad na

camada basal e a sua preservacdo nas camadas mais superficiais da margem de
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feridas em cicatrizacdo. Esses resultados sugerem a importancia da regulagéo da
expressao da E-cad no epitélio migratdrio para que ocorra a cicatrizacdo das feridas.

Acredita-se que a perda da expressdo de E-cad estd associada com o
rompimento da adesao intercelular nas células cancerigenas e, consequentemente,
com o processo de invasado e metastase tumoral (92, 94).

Navarro et al. (120), analisando o CCE em diferentes linhagens de
camundongos, observaram uma correlacdo entre a quantidade de E-cad e a
diferenciacdo tumoral, ou seja, quanto menos diferenciado o tumor, menor ou até
mesmo ausente seria a expressao dessa proteina. Além disso, evidenciaram que a
introducdo de E-cad exdgena ou a reativacdo do gene da E-cad enddgena levaram a
supressdo parcial da tumorigenicidade da linhagem com alto grau de malignidade,
dado similar ao relatado em outros trabalhos em material proveniente de seres
humanos (92, 121). Sendo assim, eles sugerem que a E-cad tem um papel
importante na progressao maligna dos tumores de pele em camundongos.

Obtivemos resultados concordantes com a literatura (44, 64, 94, 95, 96, 121,
122), no que diz respeito a perda da expressdao da E-cad nos CCE de pele em
humanos, em 100% das nossas amostras de carcinoma invasor. Contudo, n&o
observamos perda completa dessa proteina, como relatado em outros estudos (94,
95, 118).

Papadavid et al. (102) associaram essa expressdo anormal de E-cad (perda
parcial ou total da expressdo) com areas de carcinoma exibindo alto indice mitético.
Entretanto, ndo evidenciaram correlacdo entre a perda da expressao dessa
glicoproteina com o grau de diferenciagéo tumoral.

J& nossos achados mostraram que o padrdo de expressao da E-cad parece
estar associado com a diferenciagao tumoral, pois houve preservacao ou marcagao
mais fraca em grupos de células, nas areas bem diferenciadas da neoplasia, e
auséncia de expressao ou expressao focal em células isoladas, nas areas pouco
diferenciadas do carcinoma. Esses dados sao similares aos encontrados em modelo
animal (120) e em outros estudos com material proveniente de seres humanos (96,
121).

Margulis et al. (106, 121) acreditam que a supressao da expressao de E-cad e
a perda da sua funcdo modificam a progressdao do CCE, ativando um fendétipo
tumoral agressivo e altamente invasivo. Além de estarem associadas com a ativacao

da degradacdo da MB pelo aumento da expressdo de MP-2 e MP-9 (121) e da
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alteracdo de outras proteinas envolvidas com a adeséo célula-célula e célula-matriz
(106).

Nos casos de lesdes pré-malignas, nossos resultados mostraram perda
parcial da E-cad em 93,75% dos casos. Nao houve perda completa em nenhuma
amostra dessas lesbes. Na pele adjacente a CA/Cis, houve preservacdo da
expressdo dessa proteina. Foi encontrada também, em duas amostras de CCE,
expressao anormal de E-cad em areas de CA na pele adjacente.

Héa discordancia na literatura a respeito da expressdo de E-cad nas lesdes
pré-malignas, mas achados semelhantes aos nossos foram observados em outro
trabalho (102).

Furukawa et al. (92) afirmam que a avaliacdo imuno-histoquimica de
gueratinécitos em CA mostra uma expressao instavel de caderinas.

Papadavid et al. (102) sugerem que a probabilidade de expressédo anormal da
E-cad aumente de acordo com a progressdo das lesdes, sendo menor nas lesdes
benignas e aumentando nas pré-malignas, CA/Cis, e, principalmente, nos CCE.
Acreditam que essa proteina possa ser um indicador precoce do processo
neoplasico.

Outros investigadores (122) propdem ainda que as alteragdes no gene da E-
cad podem representar um importante mecanismo de inativacdo dessa proteina em
lesbes pré-malignas e malignas da pele. Eles constataram também que essas
alteracdes genéticas aumentam com o avancar da progressao tumoral, sendo mais
numerosas nos CCE.

Brouxhon et al. (118) mostraram, em modelo animal, a perda de expressao de
E-cad em queratindcitos apds exposi¢cdo a RUV. Além disso, pela analise dos seus
resultados, eles sugerem que a RUV possa iniciar a tumorigénese em queratindcitos
pela diminuicdo da regulacdo da adeséo celular mediada por E-cad, através de
mecanismos de degradacdo dessa proteina. Eles propdfem que exista a perda
sequencial de E-cad a medida que ha a progresséao da displasia para o CCE.

Em contrapartida, outros autores (94, 96) evidenciaram nas lesdes pré-
malignas, DB e CA, positividade de E-cad similar a da epiderme normal.

Em resumo, os achados na literatura sédo conflitantes a respeito da expressao
da E-cad nas lesdes pré-malignas de pele, sendo necessarios maiores estudos
acerca desse assunto, uma vez que a detecgcdo da expressdo dessa proteina pode

estar associada com a técnica utilizada por cada trabalho. Assim, esses resultados
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em que houve preservacdo da E-cad nas CA/Cis podem nao expressar com
preciséo o fenotipo do gene produtor dessa proteina.

Koseki et al. (95) utilizaram um meétodo de fixacdo de tecidos diferente da
formalina, contendo acetona, metilbenzoato e xilol. Atribuem a ele uma preservacao
de antigenicidade semelhante a observada em tecidos a fresco congelados. Eles
observaram que houve um decréscimo da E-cad em 18,2% dos CCE, proporcao
bem menor do que a vista na literatura, e a preservacéo desse marcador na DB.

Levando-se em conta esses achados, uma parcela da perda de expressao de
E-cad em praticamente todas as amostras analisadas no nosso estudo poderia ser
decorrente da sensibilidade da E-cad ao tempo de fixacdo em formalina, uma vez
que foram utilizados casos com mais de 10 anos de arquivamento, ndo sendo
possivel determinar precisamente o tempo que as amostras ficaram no formol antes
de serem incluidas em parafina.

Considerando-se os dados da literatura aqui apresentados, acreditamos que a
desorganizacao tecidual mediada pela E-cad € sem davida um fator critico para a
promocdo e disseminacdo do CCE. Contudo, a diminuicdo ou auséncia de sua
expressao imuno-histoquimica em lesdes benignas, tais quais, as doencas bolhosas
autoimunes (92), as dermatites espongidticas (122) e os nossos casos de HPE, faz
com que acreditemos que ela é apenas um dos fatores que participam da
carcinogénese. E que, para o desenvolvimento e progressdao tumoral, s&o
necessarios outros elementos, pois apenas a perda da expressao da E-cad ndo é
suficiente.

Apesar da expressao de Ecad ter sido significativamente diferente entre as
amostras de HPE e CCE, nossos resultados sugerem que a analise da expressao
seria um teste pouco especifico para diferenciar HPE de CCE invasivo e, portanto,
nao seria um bom teste para ser aplicado na rotina. Estudos com um maior nimero
de amostras fazem-se necessarios para uma melhor caracterizacdo da expressao
de Ecad.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a frequéncia e o padrao
de expressdo da L5 foram similares nas amostras examinadas de HPE, CA/Cis,
CCE microinvasor e areas bem diferenciadas de CCE invasor. Logo, sugerimos que
a L5 néo seria um marcador util para auxiliar na distincao entre essas lesées.

Com relacdo a expressao de pl6 e a perda parcial da expressao da E-cad,
apesar de terem sido significativamente mais frequentes nas amostras de CEC, os
resultados sugerem, respectivamente, sensibilidade e especificidade baixas para
deteccdo de CEC de pele. Assim sendo, estas moléculas ndo deveriam ser
consideradas marcadores ideais para a distincdo entre esta lesdo e a HPE na rotina
diagnostica.

Mais estudos com um maior numero de amostras fazem-se necessarios para
uma melhor caracterizacdo da expressdo destes marcadores na avaliagcdo das
diferencas imuno-histoquimicas entre a HPE e o CCE invasor de pele, com énfase
especial para os CCE microinvasores e CCE bem diferenciados.

Conforme apresentado neste trabalho, os dados da literatura acerca dos
marcadores imuno-histoquimicos que auxiliariam na distincdo entre a HPE e o CCE
sdo escassos e por vezes conflitantes. Logo, estudos posteriores visando a analise
de outros possiveis marcadores na diferenciacdo entre essas duas entidades

também se fazem necessarios.
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicas das amostras estudadas de hiperplasia pseudoepiteliomatosa

Caso | Lesdo | Género | Idade | Localizacdo | Recidiva

1 Leishmaniose Feminino 22 Membro superior N&o

2 Leishmaniose Masculino 29 Membro inferior Nao

3 Cromoblastomicose Feminino 17 NA Nao

4 Cromoblastomicose Masculino 74 Membro inferior Nao

5 Cromoblastomicose Masculino 49 Membro inferior Néao

6 Leishmaniose Masculino 38 Face Néao

7 Leishmaniose Masculino 23 Membro inferior Nao

8 Leishmaniose Masculino 44 Face Néao

9 Cromoblastomicose Masculino 53 Membro inferior Néao

10 Cromoblastomicose Masculino 51 Membro inferior Néao

11 Cromoblastomicose Masculino 30 Membro inferior Nao

12 Cromoblastomicose Masculino 59 Membro superior Néao

13 Cromoblastomicose Masculino 56 Membro inferior Nao

14 Leishmaniose Masculino 55 Dorso Nao

15 Cromoblastomicose Masculino 58 Membro superior Néao

16 Cromoblastomicose Masculino 57 Membro inferior Nao

17 Leishmaniose Masculino 8 Membro superior N&o

18 Leishmaniose Masculino 23 Dorso Nao

NA: ndo avaliado (prontuario ndo localizado).

Tabela 8 — Caracteristicas clinicas das amostras estudadas de lesbes pré-malignas

Caso | Le- Género Idade | Localizacéo Ulceracao Recidiva | LN Metésta-

sao se

1 Cis Feminino 75 Membro Nao Nao Nao Nao
inferior

2 Cis Feminino 75 Membro Néao Néao Nao Nao
superior

3 CA Feminino 43 SE Nao Nao Nao Nao

4 CA Feminino 54 SE Nao Nao Nao Nao

5 CA Masculino 49 Face Nao Nao Nao Nao

6 CA Masculino 63 Face Nao Nao Nao Nao

7 CA Masculino 50 Face Nao Nao Nao Nao

8 CA Feminino 63 Face Néao Néao Nao Nao

9 Cis Feminino 64 Face Nao Nao Nao Nao

10 Cis Feminino 81 Pescoco Nao Nao Nado Na&o

11 CA Masculino 89 SE Néao Sim Nado Nao

12 Cis Feminino 54 Dorso Nao Nao Nao Nao

13 Cis Masculino 68 Torax Sim Néao Nao Nao

14 Cis Masculino 36 Pescoco Sim N&o N&do Néo

15 Cis Masculino 71 Torax N&o Nao Nao Nao

16 CA Masculino 74 Membro Nao Nao Nao Nao
superior

Cis: carcinoma in situ; CA: ceratose actinica; SE: sem especifica¢do da localizacdo no

prontuario/pedido de bidpsia.
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Tabela 9 — Caracteristicas clinicas das amostras estudadas de carcinoma de células escamosas

Caso | Género Idade | Localizacdo | Ulcera- Recidi- | LN Metasta- | LesGes
céo va se associadas

1 Masculino 77 Membro Nao Nao Nao Nao Nao
superior

2 Feminino 58 Membro Sim N&o Sim Figado N&o
inferior

3 Masculino 42 Membro Sim Nao Nao Pulméao Nao
inferior

4 Masculino 33 Membro Sim Sim Sim Figado Queimadura
superior

5 Masculino 91 Face Nao Nao Nao Nao Nao

6 Masculino 67 Face Sim Nao Nao Nao Nao

7 Masculino 3 Dorso Nao Nao Nao Nao Albinismo

8 Masculino 62 Face Sim Sim Nao Nao Mordida de

rato

9 Masculino 93 Térax Sim Nao Nao Nao Xerodermia

10 Feminino 35 SE Sim Nao Nao N&o Albinismo

11 Masculino 72 Dorso Sim Sim Nao Nao Nao

12 Masculino 53 Membro Sim Nao Nao Nao Nao
inferior

13 Masculino 31 Toérax Nao Nao Sim Pulmao EV

14 Masculino 73 SE Nao Nao Nao Nao Nao

15 Feminino 68 SE Nao Nao Nao Nao Nao

16 Feminino 68 SE Sim Nao Nao Nao Nao

17 Feminino 78 Membro Nao Nao Nao Nao Nao
superior

18 Feminino 63 SE Nao Nao Nao Nao Nao

19 Feminino 91 Face Sim Sim Sim Nao Nao

20 Masculino 71 Membro Sim Nao Nao Nao Nao
inferior

21 Masculino 71 Face Sim Sim Nao Nao Nao

22 Masculino 61 Face Sim Sim Nao SE Nao

23 Masculino 86 Face Sim Nao Nao Nao Nao

24 Masculino 57 Face Nao Nao Nao Nao Nao

25 Feminino 72 Face Sim Nao Nao Nao Nao

26 Masculino 51 Face Sim Nao Nao Nao Nao

27 Feminino 48 Membro NA NA NA NA NA
superior

28 Masculino 90 Face Nao Nao Nao Nao Nao

SE: sem especificacéo da localizagédo no prontuario/pedido de biopsia; NA: ndo avaliado (prontuario
néo localizado); EV: epidermodisplasia verruciforme.
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Tabela 10 — Caracteristicas imuno-histoquimicas das amostras de hiperplasia pseudo epiteliomatosa

Caso | Laminina-5 | Proteina 16 | E-caderina

1 Positivo difuso Negativo Perda parcial
2 Positivo difuso Negativo Perda parcial
3 Positivo focal Negativo Perda parcial
4 Positivo focal Negativo Perda parcial
5 Positivo focal Negativo Preservada

6 Positivo focal Negativo Perda parcial
7 Negativo Negativo Preservada

8 Positivo focal Negativo Preservada

9 Positivo focal Positivo forte e difuso Perda parcial
10 Positivo focal Negativo Perda parcial
11 Positivo focal Negativo Preservada

12 Positivo focal Negativo Perda parcial
13 Positivo focal Positivo forte e difuso Perda parcial
14 Positivo difuso Negativo Perda parcial
15 Positivo focal Negativo Perda parcial
16 Negativo Negativo Perda parcial
17 Positivo focal Negativo Perda parcial
18 Positivo difuso Negativo Perda parcial

Tabela 11 -- Caracteristicas imuno-histoquimicas das amostras de lesfes pré-malignas

Caso | Laminina-5 Proteina 16 Proteina 16 pele | E-caderina
adjacente

1 Negativo Positivo forte e difuso Negativo Perda parcial
2 Negativo Positivo fraco e focal Positivo fraco e focal Perda parcial
3 Negativo Negativo Negativo Perda parcial
4 Negativo Negativo Negativo Perda parcial
5 Negativo Positivo forte e difuso Negativo Perda parcial
6 Positivo focal Positivo fraco e focal Positivo fraco e focal Perda parcial
7 Negativo Negativo Negativo Perda parcial
8 Negativo Positivo forte e difuso Positivo fraco e focal Perda parcial
9 Negativo Positivo forte e difuso Negativo Perda parcial
10 Positivo focal Positivo fraco e focal Negativo Perda parcial
11 Positivo focal Negativo Negativo Perda parcial
12 Negativo Positivo forte e difuso Negativo Perda parcial
13 Positivo difuso e fraco Positivo forte e difuso Positivo fraco e focal Perda parcial
14 Positivo difuso e fraco Positivo forte e difuso Positivo fraco e focal Perda parcial
15 Positivo difuso e fraco Positivo forte e difuso Negativo Perda parcial
16 Negativo Positivo fraco e focal Negativo Preservada
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Tabela 12 -- Caracteristicas imuno-histoquimicas das amostras de carcinoma de células escamosas

Caso | Laminina-5 Proteina 16 Proteina 16 pele | E-caderina E-caderina
adjaente pele
adjacente
1 Positivo difuso  Negativo Negativo Perda parcial Preservada
2 Positivo difuso  Negativo Negativo Perda parcial Preservada
3 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Negativo Perda parcial Preservada
4 Positivo difuso  Negativo Positivo focal e fraco Perda parcial Perda
parcial
5 Positivo focal Positivo focal e fraco Negativo Perda parcial Preservada
6* Positivo difuso  Positivo focal e fraco Negativo Perda parcial Preservada
7 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco Perda parcial Preservada
8 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco Perda parcial Preservada
9 Positivo focal Negativo Positivo focal e fraco  Perda parcial Perda
parcial
10 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Negativo Perda parcial Preservada
11 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco  Perda parcial Preservada
12 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco  Perda parcial Preservada
13 Positivo focal Positivo forte e difuso  Negativo Perda parcial Preservada
14* Positivo focal Negativo Positivo focal e fraco  Perda parcial Preservada
15 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Negativo Perda parcial Preservada
16* Positivo difuso  Positivo focal e fraco Negativo Perda parcial Preservada
17* Positivo focal Negativo Negativo Perda parcial Preservada
18* Positivo difuso  Negativo Negativo Perda parcial Preservada
19 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco Perda parcial Preservada
20 Positivo focal Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco Perda parcial Preservada
21* Positivo focal Negativo Negativo Perda parcial Preservada
22 Positivo difuso  Negativo Negativo Perda parcial Preservada
23 Positivo difuso  Positivo forte e difuso  Positivo focal e fraco  Perda parcial Preservada
24* Positivo focal Negativo Negativo Perda parcial Preservada
25 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco  Perda parcial Preservada
26 Positivo focal Negativo Negativo Perda parcial Preservada
27* Positivo focal Negativo Negativo Perda parcial Preservada
28 Positivo difuso  Positivo focal e fraco Positivo focal e fraco  Perda parcial Preservada

*Carcinoma de células escamosas microinvasor.
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Background: Since the use ol laminin-5 as a marker ol invasiveness
has been proposed by several authors, our objective was to compare the
expression of this protein in pseudocarcinomatous hyperplasia and
squamous cell carcinoma (SCC).

Methods: Sixty-lour parallin-embedded skin biopsy samples with
diagnosis of epidermal hyperplasia (non-pseudocarcinomatous),
pseudocarcinomatous hyperplasia, actinic keratosis/ carcinoma in situ,
microinvasive and frankly invasive SCC were obtained for
immunohistochemical study.

Results: Adjacent normal epithelium and epidermal hyperplasia
(non-pseudocarcinomatous) showed no staining, In
pseudocarcinomatous hyperplasia, laminin-5 was positive, at least
focally, in 14 of 16 (87.5%) samples and was concentrated in peripheral
cells of elongated rete pegs and in migrating cells in dermis. In samples
ol microinvasive carcinoma (n = 7), the expression was observed in all
cases and was concentrated in the leading edge of the tumor. All cases
(n = 21) of frankly invasive SCC showed cells expressing laminin-5, at
least focally. Well-differentiated areas of the tumor presented a pattern
of expression in peripheral cells of tumor nests while a diffuse pattern of
expression was observed in less differentiated areas.

Conclusion: We showed that cytoplasmic laminin-5 expression
should not be used as a criterion of malignancy and is not useful in
distinguishing pseudocarcinomatous hyperplasia from microinvasive
and well-differentiated SCC.
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Pseudocarcinomatous epidermal hyperplasia consists
ol an exuberant prolileration of epithelium with
downgrowth into the dermis and occurs in response
to underlying infectious, inflammatory and neoplas-
tic conditions.!™* The histopathological features of
pseudocarcinomatous hyperplasia may simulate well-
differentiated squamous cell carcinoma (SCC), but

some features of carcinoma, including nuclear atypia;
alypical mitotic figures; enlarged, hyperchromatic
or pleomorphic nuclei; dyskeratosis; and vascular,
lymphatic or perineural invasion are not usually
seen with pseudocarcinomatous h},-'perplasia.f”b The
identification of an underlying disorder is also use-
ful in excluding SCC in difficult cases. However,
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an incorrect diagnosis of carcinoma may occur,
especially if a small biopsy is poorly oriented and has
been taken from a peripheral, superficial or inflamed
area of involvement by pseudocarcinomatous hyper-
plasia. Previous rescarch on the immunohistochemi-
cal staining pattern of SCC vs. pseudocarcinomatous
hyperplasia is limited.”" ! Tn one study, the authors
showed that well-differentiated SCC and pseudocar-
cinomatous hyperplasia stained similarly with prolit-
erating cell nuclear antigen.!? There is no immuno-
histochemical marker able to differentiate these two
entities.

In neoplastic invasion occurs disruption of the
basement membrane and infiltration of connective
tissue. This process involves extracellular matrix
components, including laminins, which represent
a family of glycoproteins that are produced by
epithelial cells and secreted into their basement
membrane. In particular, laminin-5 consists of the a3,
B3 and y2 chains and connects the hemidesmosomes
of epithelial cells with the underlying basement
membrane.'? Normally, the basal cell layer expresses
very low levels of laminin-5 protein, which is
sufficient to maintain the basement membrane
structure. In contrast, in invasive cells of cutaneous,
cervical, anal and esophageal SCC, a great increase
in laminin-5 synthesis has been showed.!*~18
Preferential expression of the laminin y-chain in
carcinoma cells at the invasive front suggests that
this molecule may play a role in the acquisition of a
migrating and invading epithelial cell phenotype that
is a prerequisite for malignancy. Considering this,
our hypothesis was that the evaluation of laminin-5
v2 expression might be useful to differentiate
pseudocarcinomatous hyperplasia from authentic
squamous carcinoma. To our knowledge, there
are no studies evaluating laminin-5 expression in
pseudocarcinomatous hyperplasia.

Materials and methods

Biopsy samples

A total of 64 formalin-fixed, paraffin-embedded
skin biopsy samples were retrieved from the file
of the Pathologic Anatomy Center of the University
Hospital of Brasilia with the following diagnosis:
epidermal hyperplasia (non-pseudocarcinomatous)
(n = 5); pseudocarcinomatous hyperplasia (n =
16); actinic keratosis/carcinoma i sty n =
15); microinvasive carcinoma (n = 7) and frankly
invasive squamous carcinoma (n= 21). The
slides of the selected specimens were previ-
ously reviewed by a single dermatopathologist,
who confirmed the diagnosis. Inclusion criterion
included adequate lesion volume in tissue blocks
for immunochistochemical study. The samples of
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epidermal hyperplasia (non-pseudocarcinomatous)
and pseudocarcinomatous hyperplasia were  all
obtained from the border of active lesions of
American tegumentary leishmaniasis and chro-
moblastomycosis  that regressed after treatment.
Pseudocarcinomatous hyperplasia was defined as
a characteristically exuberant down-growing prolif-
eration of rete pegs into dermis. The samples of
epidermal hyperplasia (non-pseudocarcinomatous)
presented discrete to moderate acanthosis and hyper-
keratosis. Microinvasive SCC was considered to be
a carcinoma with an extension of 2 mm or less into
the dermis.

Immunohistochemistry

The streptavidin-biotin-peroxidase method was used.
Silanized slides containing 4-pum-thick sections
of formalin-fixed and paraftin-embedded biopsies
samples were deparafhnized and rehydrated. For
antigen retrieval, the sections were incubated for
45 min in a heat waterbath at 95-99°C with
ethylenediaminetetraacetic acid buffer pH 9.0. Then
the shdes were cooled at room temperature for
20 min. For blockade of endogenous tissue peroxide,
the slides were immersed in 3% H9O9 solution at
room temperature for 30 min. After washing with
phosphate buflered saline (PBS), the sections were
incubated with primary antibody overnight at 4°C.
The primary antibody used in immunohistochemical
reaction was monoclonal laminin-5 y2 antibody
(clone 4G1, dilution 1 : 50; DAKO Corporation,
Carpenteria, CA, USA). After washing in PBS, the
slides were incubated with a secondary antibody for
30 min at room temperature and subsequently with
the streptavidin-biotin-peroxidase complex (LSAB 4
DAKO A/S, Glostrup, Denmark K-690) for 30 min
at room temperature. All reactions were developed
using a diaminobenzidine chromogen solution
(Dab substrate chromogen system-K3468, DAKO).
The counterstaining was performed with Harris
hematoxylin. The sections were dehydrated, cleared
and mounted. Sample of colon adenocarcinoma was
used as positive control. Cells with eytoplasmic brown
staining were considered positive.

Results

The immunohistochemical findings are summa-
rized in Table 1. Cytoplasmic staining was not
observed in samples of epidermal hyperplasia
(non-pseudocarcinomatous) (Fig. 1A). In pseudocar-
cinomatous hyperplasia, laminin-5 was positive in 14
of 16 (87.5%) samples. In most cases, the expression
was focal and concentrated in peripheral cells of elon-
gated rete pegs and in isolated nests of cells in dermis
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Table 1. Frequency of laminin-5 expression in cutaneous lesions

Number of positive

Lesion cells (%)

Epidermal hyperplasia 0/5 (0)
(non-pseucarcinomatous)

Pseudocarcinomatous hyperplasia 14/16 (87.5)

Actinic keratosis/in situ carcinoma 5/15 (33.33)

Microinvasive squamous cell carcinoma 7/7 (100)

Frankly invasive squamous cell carcinoma 21/21 (100)

(Fig. 1B—D). The positivity in pseudocarcinomatous
hyperplasia adjacent to ulceration was strong and
was observed in migrating isolated cells (Fig. 1E,I).
In actinic keratosis/in situ carcinoma, the cytoplasmic

positivity was detected only in 5 of 15 (33.33%)
samples (Fig. 2A). In three of these samples, the
expression was diffuse but weak (Fig. 2B) and in
the other two the expression was focal. In samples of
microinvasive carcinoma, the expression of laminin-5
was observed in all cases and concentrated in
the invasion front of the neoplasia (Fig. 2C). All
cases of frankly invasive SCC showed positive cells
for laminin-5, at least focally. Well-differentiated
areas of the neoplasia presented a pattern of
expression in peripheral cells of tumor nests (Fig. 2D).
The diffuse pattern of expression was observed
in less differentiated areas (Fig. 2E,F). Adjacent
normal epithelium showed no staining in the
cytoplasm. In all our samples, no staining with

Fig. 1. laminin-5 imunohistochemical expression. Cells with cytoplasmic brown staining were considered positive. Epidermal hyperplasia

(non-pseudocarcinomatous) was negative (A, x 100). Positivity in peripheral cells of elongated rete pegs in pseudocarcinomatous hyperplasia (B,

% 200) and in isolated nests of cells in pseudocarcinomatous hyperplasia (C, D x200). Positivity in pseudocarcinomatous hyperplasia adjacent
to ulceration (E, x200). Strong expression in migrating isolated cells adjacent to ulceration (F, x400).
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Fig. 2. laminin-5 imunohistochemical expression. Cells with cytoplasmic brown staining were considered positive. Negative sample of m situ
carcinoma (A, x200). A weak expression in a sample of i sifu carcinoma (B, x400). Positive cells in the invasion front of microinvasive
carcinoma (C, x400). A pattern of expression in peripheral cells of tumor nests in frankly invasive SCC (D, x200) A diffuse pattern of
expression in less differentiated areas of invasive SCC (E, x 100; F, x400).

the antibody anti laminin-5 y2 was detectable at
the level of the basement membrane of normal or

dysplastic/atypical epithelium.

Since the use of laminin-5 as a marker of invasiveness
has been proposed by several authors, our objective
was to compare the expression of this protein in
pseudocarcinomatous hyperplasia and SCC. In our
data, no expression of laminin-5 was observed in
adjacent normal epithelium and in epidermal hyper-
plasia (non-pseudocarcinomatous), but most sam-
ples of pseudocarcinomatous hyperplasia expressed
this marker. The positive cells were found focally,
predominantly in peripheral cells of elongated rete
pegs and in isolated nests of cells in dermis. The
strong positivity in migrating keratinocytes adjacent
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to ulcerated areas suggests the role of this protein
as a regulator of keratinocyte migration in wound
healing. The expression of laminin-5 in pseudocar-
cinomatous hyperplasia indicates that this protein is
not specific for malignant cells, and its expression
should not be used as a criterion of malignancy in the
evaluation of cutaneous epithelial proliferations. To
date, there is no study evaluating laminin-5 expres-
sion in pseudocarcinomatous hyperplasia of the oral
cavity, but we anticipate that expression would be
similar to that of the skin.

Although laminin-5 has been forwarded as a
marker of invasiveness, cytoplasmic positivity has
also been shown in some samples of intraepithelial
neoplasia. In a previous study, the expression of the
protein was found in only 34% of cases of cervical

high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL),
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while all the HSIL (100%) associated with invasive
carcinoma were positive,'* In accordance with these
results, 33% of our samples of actinic keratosis/ i sifu
carcinoma showed positivity, but the expression was
weak.

All samples of microinvasive and invasive carci-
noma expressed laminin-5. In microinvasive carci-
noma, a pattern of expression in the leading edge
of the tumor was observed. In frankly invasive
SCC, well-differentiated areas presented a pattern
of expression in peripheral cells of tumor nests, while
in less differentiated areas there was diffuse expres-
sion. This differential expression was also observed
in samples of squamous carcinoma of the tongue.?’
The authors of the previous study also showed that
patients with diffuse expression had a poorer prog-
nosis than patients with the peripheral expression.
Similar to SCC, the majority of cases of basal cell
carcinoma also showed cytoplasmic expression of
laminin-5 in a recent stucly.?!

In previous studies that analyzed the expression of
immunohistochemical markers in pseudocarcinoma-
tous hyperplasia and SCC, authors suggest that the
use of pb3, E-cadherin and some metalloproteinases
might be helpful in distinguishing these lesions in
difficult cases.®10:11 However, one of the limita-
tions of these studies was the method of selection

of the samples that considered only the findings on
microscopic examination in sections stained with
hematoxylin - eosin.®!! Because of this, we selected
samples of pseudocarcinomatous hyperplasia from
lesions of American tegumetary leishmaniasis and
chromoblastomycosis that regressed after treatment.
Additionally, in these studies there is no comment
about the expression of the markers according to the
grade of diflerentiation of the SCC. In our study,
we were able to distinguish pseudocarcinomatous
hyperplasia from less differentiated SCC in both con-
ventional and immunohistochemical sections. The
difficulty was to differentiate pseudocarcinomatous
hyperplasia from well-difterentiated SCC.

In conclusion, we showed that the pattern of
expression of laminin-5 was similar in pseudocar-
cinomatous hyperplasia, microinvasive and in well-
differentiated SCC. In light of this, we believe that
the evaluation of expression of laminin-5 is not useful
in distinguishing these lesions.
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PARECER
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especificado quanto aos seus aspectos éticos,
1. Modificag®es no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagiio imediata
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios peridédicos do andamento da pesquisa a0
CEP-FM, sendo o 1° previsto para 23 de outubro de 2010,
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