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Este estudo avaliou adensi dade de micronucleos e adistribuicao do coldgeno intersticial em tumores benignos
e malignos de pele. Foram selecionados casos de ceratose seborréica, ceratose actinica, ceratoacantoma e
carcinoma basocelular. Os resultados demonstraram um aumento significante do nimero de microntcleos
nas | esdes de carcinoma basocel ular e ceratoacantoma. Por outro lado, houve umaredugdo da areameédiade
coldgeno intersticial nas|esdes dos mesmos, em relacéo ao tecido normal . Conclui-se entdo, que estetipo de
andlise podera ser utilizado como pardmetro complementar na diferenciagéo de lesdes cutaneas dificeis de
serem diagnosticadas apenas pel os métodos convencionais de analise histopatol 6gica.

Resumo

Palavras-chave Neoplasias; Colageno; Pele.

Abstract This study established the density of micronuclei and distribution of the interstitial collagen in benign and
malign skin tumors. Skin samplesfrom basal cell carcinoma, keratoacanthoma, seborreic keratosisand actinic
keratosiswere used. The results showed a significant variation in the micronucleus number in the basal cell
carcinoma and keratoacanthoma. On the other hand, the mean area of collagen was lower in these onesin
relation to the normal tissue. It was concluded that this analysis can be used as complementar parameter in
the differentiation of cutaneous lesions with hard diagnosis carried out by means of conventional methods
of histopathological analysis.
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A dificuldade no diagnostico de neoplasias cutaneas esta
relacionada a uma variedade de fatores como a grande
diversidade de tipos histoldgicos e suas variantes, a pouca
diferenciacdo celular e a similaridade das lesfes. Além disso,
muitos estudos sdo inconclusivos e contraditorios ao
declararem que a verdadeira origem celular de muitas lesdes
tanto benignas quanto malignas.

Padrdes aneupl 6ides de DNA, evidenciados pela presenca de
micronudcleos, séo considerados fatores associados a
malignidade de tumores e encontrados em diferentes graus de
displasias incluindo os casos de lesdes cutaneas benignas.
Esses padrfes aneupldides tém demonstrado ter importante
valor preditivo para o comportamento biol 6gico dos tumores.*
Os possiveis fatores desencadeantes das neoplasias de pele
séo os estimulos ambientais e/ou mutagdes gendmicas,
resultando na ativac@o de oncogenes, responsaveis pelo

crescimento celular e regulagéo da apoptose, além de ocorrer a
inativacdo dos genes supressores. Com isso, aexpansao clonal
ocasiona mutacdes adicionais (progressdo), induzindo
heterogeneidade celular e consequente formacéo de um
neoplasmamaligno.?

E sabido que muitas lesdes cutdneas mostram morfologia
duvidosa e que apenas os recursos fornecidos pela histologia
de rotina sdo muitas vezes insuficientes para distingdo entre
algumas lesdes benignas e malignas.

A partir desses dados, o presente trabal ho avaliou aocorréncia
demicronucleos das célulastumorais e distribui¢do do colégeno
intersticial no tecido cutaneo em pacientes portadores de lesdes
tumorais, a fim de se identificar novos par@metros de andlise
histol 6gicaparadiferenciacéo delesdesde pele. Paraisso, foram
utilizadas reages histoquimicas de Feulgen e tricrdbmico de
Masson.
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O protocolo experimental desenvolvido no presente trabalho
foi submetido e aprovado pala comissdo de éticado Centro de
Salde da Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE-
Oficio 043/2003).

Foram selecionados blocos de parafina dos arquivos do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), érgéo
suplementar daUniversidade Federal de Pernambuco contendo
lesdes de pele de pacientes com idades entre 45 e 80 anos.
Através de triagem foram escol hidos blocos com os seguintes
diagnésticos: Ceratose Seborréica(CS, n=10), CeratoseActinica
(CA, n=8), Ceratoacantoma (KA, n=10) e CarcinomaBasoce ular
(CBC, n=10). Paracontrole, foram utilizadas asregides de borda,
contendo tecido normal, dos mesmos fragmentos.

Todos os tecidos de pel e foram submetidos arotina histol 6gica
eem seguidacorados pel areacdo de Feulgen (reativo de Schiff),
paraverificac8o da presenca e quantificagdo de micronucleos,
realizada pelo método de estudo-cego por dois observadores,
fazendo-se uma contagem de cinco campos a eatoriamente em
cadal&mina, e contando o nimero de microntcleosem um total
de 10 células por campo do microscopio optico.

Paraandlise do coldgenointersticial foi utilizadaacoloragdo de
tricrémico de Masson, avaliando-se trés campos al eatorios em
cada caso e depois essas amostras foram submetidas a andlise
digitalizada de imagens para proceder a estudo histomor-
fométrico.

A andlise das imagens das |&minas histol6gicas consistiu de
um sistemade video-cameraacopl ado aum microscopio dptico
(Olympus BH-2). O sistema interativo de andlise de imagens
utilizao Software OPTIMAS® 6.1 e Cameradigital CCBBW 410
(Sansung).

O par@metro morfométrico adotado foi & distribuicéo da érea
meédia de colédgeno intersticial por campo captado na lamina
histol 6gica (éreatotal do campo = 12.234 um?). Todas asanalises
foram realizadas na magnificagdo de 400x. Os dados obtidos
foram analisados estati sticamente utilizando ostestes de Tukey,
com p< 0,05, através do programa PRISMA® 3.0.

Na analise histologica, foram contadas 1550 células, para
identificagdo dos microntcleos. Os critérios utilizados para
identificac@o de microntcleos foram: 1) presenca de material
nuclear. 2) ter intensidade de luz maior ou igual & do nucleo;
3)ter formacircular ou oval; 4) possuir &reamenor do que 1/5do
nicleo; 5) estar completamente separado do nucleo.®

Gréfico 1. - Numero de médio de,micronl]cleos em células tumorais de
pele (Andlise Digital de imagem. Area do campo = 12.234 im?)
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A andlise do nimero médio de micronlcleos (Gréfico 1) utilizada
neste trabalho demonstrou um aumento estatisticamente
significante (p< 0,001) nas lesBes de CBC (74,02 + 3,7) e KA
(88,4 £ 4,42), quando comparados aos demai s tumores testados
(CS=18,15+1,9eCA =18,8+ 1,94) ecélulasnormais (6,88 +
0,34). Ascélulastumorais analisadas exibirarm em médiamais
de cinco microndcleos distribuidos nas posi¢des intra e
extranucleares.

A andlise histol 6gicado arranjo dasfibras coldgenas nostecidos
estudados exibiu um padrdo intenso de marcacéo,
principalmente, nas lesdes benignas estudadas. Os resultados
demonstram umareduggo estatisticamente significante (p< 0,01)
daareamédia (um?) de colageno intersticial naslesdesde CBC
(243,42+12,17) e KA (93,09 + 4,65), enquanto queaCS (811,52
+ 40,57) e CA (781,31 + 39,06) apresentaram um aumento
expressivo emrelagdo ao tecido normal (573,70 £ 26,68) edemais
tumores (Gréfico 2).

Grafico 2. Analise Digital de imagem da area média de colageno
intersticial de neoplasias cutaneas (Area do campo = 12.234 im?)
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Estudos anteriores demonstraram que esta distribuicéo de
colégeno no CBC ocorre devido ao fato de que a matriz
extracelular da lesdo (tecido conjuntivo de suporte) sofrer a
acdo de substancias oriundas das células neoplasicas, 0 que
pode ocasionar uma reducdo da conectividade das células,
favorecendo assim o processo de metéstase.*®

Pode-se observar que areacéo modificadade Feulgen utilizando
0 corante reativo de Schiff associada a andlise de imagens
demonstrou ser eficiente para andlise das alteracdes nucleares
(evidenciacdo e contagem de microndcleos) e da matriz
extracel ular (distribuicdo do colédgenointersticial), o que podera
ser utilizado como pardmetro complementar nadiferenciagdo de
lesBes cutaneas dificeis de serem diagnosti cadas apenas pelos
métodos convencionais de andlise histopatol dgica.
Somando-se a estes dados, outros estudos recentes de nosso
grupo de pesquisa também avaliaram a eficiéncia da andlise
morfométricaatravésdaandise digital em lesBesde peleatravés
de estudo imunohistoquimico’ para a identificagdo de células
de Langerhans (células pertencentes ao tecido linféide
associado a pele) e histoquimica com lectinas® a fim de ser
investigar a distribui¢8o dos carboidratos considerados
importantes receptores antigénicos de superficie na resposta
imune antitumoral.

Desta forma, conclui-se que outros parémetros histol égicos,
como aquantidade rel ativa de microntcl eos obtidos por técnicas
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histoquimicas simples, podem servir como novas ferramentas
para diferenciacgo de lesdes tumorais de pele com aspectos
histopatol 6gicos semelhantes e que tem o seu diagndéstico
preciso limitado pelo uso apenas das técnicas histoldgicas de
rotina.
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