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Resumo

Queratoses actinicas sdo neoplasias formadas por proliferacbes atipicas de
gueratinécitos com potencial de transformacdo em carcinoma espinocelular que se
desenvolvem em areas fotoexpostas da pele, sédo induzidas principalmente pela radiacao
ultravioleta e constituem marcadores de exposi¢ao solar cronica.

Danos nas vias de apoptose favorecem a proliferacdo celular e manutencao das
lesdes. Dentre as diversas vias de sinalizacao celular, moléculas envolvidas na resposta
inflamatoria mostraram-se relacionadas a carcinogénese. Além disso, estudos clinicos e
laboratoriais verificaram efeito preventivo de anti-inflamatérios n&do hormonais no
desenvolvimento de varias neoplasias.

Com o objetivo de avaliar vias de proliferacdo, apoptose e inflamacédo, além da
influéncia do uso regular de &cido acetilsalicilico no desenvolvimento de queratoses
actinicas, este estudo foi composto de dois experimentos.

O primeiro experimento avaliou a expressdao de marcadores de proliferacéo,
resisténcia a apoptose e inflamacdo nas lesdes de queratoses actinicas, pele normal
fotoexposta e fotoprotegida.

Obtiveram-se fragmentos de queratoses actinicas, pele fotoexposta perilesional, e
fotoprotegida axilar. As amostras foram submetidas a marcacdo imunoistoquimica para
p53, survivina, Ki-67, p105/p50 e COX-2. Marcagdes nucleares foram mensuradas pelo
HSCORE e as citoplasmaticas pela fracdo de campos marcados. O grau de atipia dos foi
estimado pela classificacdo de neoplasia intraepitelial queratinocitica (NIQ).

Foram avaliadas 38 queratoses actinicas em 13 pacientes. Os marcadores Ki-67,
p53, COX-2 e survivina foram menos expressos na pele normal fotoprotegida em
comparacao com as lesbes de QAs (p<0,05). Evidenciou-se expressao de fatores de
atividade inflamatéria e antiapoptotica na pele fotoexposta. Houve correlacdo positiva
entre o grau de atipia e os marcadores p53, Ki-67, COX-2 e survivina (p<0,05), assim
como entre a marcacéo para COX-2 com p53, survivina e Ki-67 (p<0,05).

O segundo experimento procurou investigar a influéncia do uso oral regular de
acido acetilsalicilico na prevaléncia de queratoses actinicas.

Foi conduzido um estudo tipo caso-controle com pacientes do ambulatério de
dermatologia, maiores de 50 anos, sem evidéncia de imunocomprometimento. Os casos

foram definidos como os que estavam em uso regular de acido acetilsalicilico oral, por
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mais de seis meses consecutivos. Avaliaram-se: idade, género, fototipo, tabagismo, uso
de medicamentos, ocorréncia de cancer de pele pessoal ou familiar, habitos de
fotoprotecdo e exposicdo solar. Foram contadas queratoses actinicas na regido medial da
face e nos membros superiores.

Foram avaliados 74 casos e 216 controles. Casos diferiram dos controles quanto a
idade mais elevada, maior prevaléncia do uso de inibidores da enzima conversora da
angiotensina e menor niumero de queratoses faciais e dos membros superiores (p<0,05).
A analise multivariada evidenciou que uso de acido acetilsalicilico associou-se a menores
contagens de queratoses actinicas faciais (eritematosas e hipertroficas) e eritematosas
dos membros superiores (p<0,05), independentemente dos demais fatores de risco.

Os experimentos evidenciaram que a expressdao de fatores proliferativos,
inflamatorios e antiapoptéticos se correlacionaram positivamente com o grau de displasia
da epiderme, e foram maiores nas lesGes de queratose actinica que nos epitélios normais
fotoexposto e fotoprotegido. Da mesma forma, o uso regular de &cido acetilsalicilico oral
associou-se a menor prevaléncia de queratoses actinicas, especialmente as faciais e

eritematosas.

Palavras-chave: Ceratose actinica, Apoptose, Epidemiologia, Raios Ultravioleta,

Neoplasias, Carcinoma de Células Escamosas, Acido Acetilsalicilico.
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1.Introducéo

Queratoses actinicas (QAs) sdo neoplasias pré-malignas da pele comuns na
populacao de pele clara, induzidas pela radiacéo ultravioleta (RUV) e que podem evoluir
para carcinoma espinocelular. Sua incidéncia aumenta em fungéo da idade e constituem o
guarto mais frequente diagndstico em consultérios dermatolégicos no Brasil.

A RUV constitui o agente ambiental mais importante na dermatologia, induzindo o
desenvolvimento de inumeras dermatoses inflamatorias, fotoenvelhecimento e dano
gendmico cujo efeito pode iniciar e promover a carcinogénese cutanea.

Dessa forma, as investigacdes comparativas das QAs, pele adjacente fotoexposta e
fotoprotegida, podem ser exploradas como modelos in anima nobile de
fotocarcinogénese, subsidiando estudos de risco epidemiolégico, prevencéo e terapéutica.

A integridade e efetividade dos sistemas de apoptose sdo importantes para a
homeostase dos tecidos, além de atuar na defesa antitumoral. Ocorre uma complexa e
intrincada rede metabdlica celular com multiplas vias moleculares, interagindo entre si e
atuando em func@es diferentes da célula, que controla a proliferacdo celular e apoptose.
Algumas vias inicialmente relacionadas a inflamacdo mostraram-se também ligadas a tais
processos celulares e ao desenvolvimento de neoplasias.

O estudo dos fendtipos, exposicbes e comportamentos de risco para o
desenvolvimento de QAs, aliado a pesquisa de substancias que interfiram com
proliferacdo, inflamacéo e apoptose de queratindcitos pode levar ao desenvolvimento de
atitudes de prevencéao primaria, além de abordagens que possam evitar ou interferir com
a carcinogénese cutanea e de mucosas.

Este trabalho apresenta: uma revisdo bibliografica sobre aspectos clinicos e
epidemiologicos das QAs; um estudo da expressdo epitelial de fatores de proliferacéo,
inflamacé&o e resisténcia a apoptose nas QAs, pele fotoexposta e fotoprotegida; aléem de
um estudo epidemiolégico comparando, entre outros fatores de risco, a contagem de QAs

em pacientes usuarios regulares de acido acetilsalicilico e controles.
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Resumo:

Queratoses actinicas sao neoplasias formadas por proliferacdes atipicas de queratindcitos
com potencial de transformacdo em carcinoma espinocelular. Desenvolvem-se em areas
fotoexpostas da pele, sao induzidas principalmente pela radiagao ultravioleta e constituem
marcadores de exposi¢cado solar crénica. Acometem individuos adultos e idosos, de
fototipos claros, representando o quarto diagndstico mais comum em consultas
dermatoldgicas no Brasil. Danos nas vias de apoptose do epitélio fotoexposto favorecem
a proliferacdo celular e manutencdo das lesdes. Nesta revisdo 0s autores reunem 0s
principais dados epidemiolégicos sobre a doenca e defendem que estratégias de
identificacdo de fendtipos de risco, diagndstico precoce, tratamento adequado,

seguimento clinico, incentivo ao autoexame da pele, fotoeducacéo e fotoprotecdo devem
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ser promovidas, a fim de evitar a evolugcdo das lesdes, além de prevenir e diagnosticar

neoplasias concomitantes, igualmente induzidas pela radiacdo solar.

Palavras-chave: Ceratose actinica, Apoptose, Epidemiologia, Raios Ultravioleta,

Neoplasias, Carcinoma de Células Escamosas.

Abstract:

Actinic keratosis are benign skin neoplasms constituted by atypical proliferation of
keratinocytes that may evolve to squamous cell carcinoma. They rise at skin
photoexposed areas, are induced mainly by ultraviolet radiation and depicit cutaneous
markers of chronic sunlight exposition. Occurs specially in adults and elders, fair skinned
individuals, and accounts for the fourth common diagnosis in dermatologic consultations in
Brazil. Damage of apoptosis mechanisms at photoexposed epithelium favors cellular
proliferation and the surveillance of the lesions. In this revision, authors assemble the main
epidemiological data regarding this disease and suggest that strategies of identification of
risky phenotypes, early diagnosis, adequate treatment, clinical follow-up, stimulus to
autoexamination, photoeducation and photoprotection should be promoted with the aim to
avoid malignancy development and also to prevent and diagnose other neoplasm induced

by ultraviolet radiation.

Key-words: Actinic keratosis; Apoptosis; Epidemiology; Ultraviolet rays; Neoplasms;

Carcinoma, Squamous cell.

Introducéo

Queratoses (ou ceratoses) actinicas (QAs), queratoses solares ou queratoses senis
sdo neoplasias benignas formadas por proliferacdes atipicas de queratindcitos, comuns
nas éareas fotoexpostas da populacdo de pele clara, adulta e idosa. Sao induzidas
principalmente pela radiagdo ultravioleta (RUV) e podem evoluir para carcinoma
espinocelular (CEC), constituindo-se as lesfes pré-malignas mais comuns da
humanidade.*?

Foram descritas por Dubreuiln em 1826, e sua natureza precursora de CEC ja é
reconhecida ha mais de um século.>>

QAs sado expressoOes fenotipicas do fotoenvelhecimento cutaneo, junto com rugas

profundas e de repouso, perda da elasticidade da pele, atrofia, telangiectasias e
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alteracbes da pigmentacdo; podem, ainda refletir a fotoexposicdo cronica dos

individuos.®’

Frequéncia

QAs constituem fracao significativa da préatica dermatoldgica, sendo considerada a
segunda causa de consulta médica com dermatologistas nos Estados Unidos da
América.® Conforme um estudo observacional neste pais, de 1990 a 1999, foram
diagnosticadas em 47 milhdes de consultas, correspondendo a 14% das visitas ao
dermatologista.®

Em casuistica brasileira no ano de 2006, QA foi o quarto mais frequente diagndstico
entre 57.343 consultas, ocorrendo em 5,1% dos atendimentos, variando entre 7,4% na
regido Sul e 2,9% na regido Norte.®® Outro estudo transversal realizado na Franca em
2008 também identificou 4,7% de diagnésticos de QAs entre os 78.300 atendimentos
dermatolégicos.™

QA é uma condicao frequente na populacao adulta, principalmente apds os 50 anos
de idade. Na Australia, estima-se que 40-50% da populacdo acima dos 40 anos
apresente pelo menos uma lesdo.™ Ainda, um estudo italiano mostrou que os pacientes
apresentaram, em média, seis a oito QAs na primeira consulta dermatolégica.*®

Pacientes com QAs tipicamente possuem multiplas lesdes, refletindo o dano actinico
ao “campo de cancerizacao”. Este conceito sugere que a pele aparentemente normal,
circunvizinha a area de QA, j& apresentaria alteracdes genéticas associadas a
carcinogénese.'**°

Em investigacdo populacional realizada em 567 adultos (maiores que 30 anos de
idade) de uma comunidade de origem japonesa no interior do Estado de Séao Paulo,
encontrou-se uma prevaléncia de QAs de 13,4%, cuja idade média de inicio das lesdes foi
de 69 anos.’® Por outro lado, um estudo italiano com mais de 12 mil participantes acima
de 45 anos de idade, obteve uma prevaléncia de apenas 1,4%, evidenciando que
multiplos fatores genéticos e ambientais devem interferir no risco de desenvolvimento de
QAs.®

Héa indicios que a incidéncia de QAs esteja aumentando nas ultimas décadas,
apesar de gue estudos com metodologias adequadas ndo foram ainda conduzidos para
identificar essa tendéncia, ou ainda, excluir o papel do aumento da longevidade nesse

panorama. Uma recente pesquisa sul-coreana que analisou o0s atendimentos
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ambulatoriais dermatoldgicos retrospectivamente por 16 anos apontou aumento de 2,14

vezes na incidéncia de QAs em relacdo a Ultima década do século passado.*’

Fisiopatogénese

QAs se desenvolvem principalmente como consequéncia da exposi¢cao prolongada a
RUV em individuos susceptiveis.

Um estudo Holandés com 966 pacientes verificou risco aumentado tanto para
exposicdo cronica, quanto para queimaduras solares sofridas antes dos 20 anos de
idade.™

Consideram-se fatores secundariamente relacionados ao risco de desenvolvimento
de QAs: idade avancada, género masculino, local de nascimento com maior indice
ultravioleta, grupo étnico caucasoide, histéria de neoplasias cutaneas prévias, ocupacao
exposta ao sol, menor nivel socioecondmico e fototipos claros.™®

A maior incidéncia de QAs e CECs entre transplantados e outros imunossuprimidos
fortalece a importancia da eficiéncia das vias intrinsecas de apoptose e controle da
proliferacéo celular na prevencéo da carcinogénese cutanea.?®?*

RUV é considerada um carcindbgeno completo, pois atua na iniciacdo e promocéao de
neoplasias epiteliais, como ocorre nas QAs.>?*> A avaliacdo espectral indica que UVB
(290-320 nm) é o comprimento de onda mais lesivo para o0 DNA dos queratinécitos,
contudo, acredita-se que UVA (320-400 nm) poderia aumentar os danos causados pelo
UVB por induzir a producdo de espécies de oxigénio reativo, imunossupressao e estimulo
proliferativo paracrino proveniente dos fibroblastos.?

Ocasionalmente, QAs podem ser causadas por raios X e radioterapia, além disso,
observou-se a ocorréncia de lesbes muito semelhantes, histologicamente, as QAs em
areas cronicamente expostas & radiacéo térmica (eritema ab igne).?"*%°

A exposicao artificial a RUV pela fototerapia também estd associada ao maior risco
de QAs e CECs (46% e 19%), principalmente nos tratamentos com doses cumulativas
altas de psoralénico e UVA (PUVA).%®

Especificamente, a UVB provoca a formacdo de dimeros de timidina no DNA
(ligacdes covalentes C=C) e no RNA que levariam principalmente & mutacdo nos genes
da telomerase e no gene supressor tumoral p53,1°:2%29:30

Alteracdes das vias da proteina p53 promovem angiogénese e suprimem apoptose,
0 que permite o crescimento e proliferacdo de queratindcitos mutados, com potencial

maligno. Observou-se que mutacdes no gene da proteina p53 sao mais frequentes em
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lesdes iniciais criando um ambiente permissivo para proliferacao celular e mutacdes em
outras protefnas dessa via (p16 e Ha-ras) em lesdes mais avancadas. >3

Enquanto a enzima ciclo-oxigenase tipo 1 apresenta expressao constitucional na
pele, a ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2) tem efeitos basicamente pré-inflamatorios e se
expressa em situacdes patologicas. Porém, inflamacdo é considerada um componente
critico da tumorigénese,** e COX-2 est4 superexpressa em varias neoplasias. Além disso,
ha evidéncias de que COX-2 exerca importante funcéo na carcinogénese cutanea.*

Ratos transgénicos com elevada produgdo de COX-2 sdo mais suscetiveis a
tumores cutaneos induzidos pela RUV, enquanto ratos deficientes em COX-2 tém uma
taxa de tumores de pele 75% menor que ratos normais.**** Em humanos, a presenca de
QAs inflamadas esta mais associada a progressio para carcinoma.>®

Além de estimular a proliferacdo celular e a angiogénese, demonstrou-se que a
elevacado da COX-2 esta relacionada com a resisténcia a apoptose em varios tumores,
tais como colo-retal, mama, pulmdo e prostata. A atividade dessa enzima se mostrou
correlacionada com a expresséo de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl2.3"3

Wu e Nijsten encontraram expressao significativamente elevada de COX-2 em
lesdes de CEC (40%), doenca de Bowen (22%) e QAs (31%) em comparacao com a pele
normal.***° Adicionalmente, verificou-se que a inducgéo tumoral causada pelo arsénico
utiliza vias dependentes da COX-2 e fator nuclear KappaB.*

Survivina € uma proteina inibidora de apoptose que participa de diferentes vias,
especialmente a Wnt/B-catenina. Survivina se manifesta especialmente nas lesdes
iniciais da carcinogénese epitelial, nas células-tronco tumorais. Sua expressao foi
identificada na camada basal de QAs e de forma difusa no epitélio de CECs, refletindo a
atividade antiapoptética necessaria para a manutencdo das neoplasias.***

A proteina p63 é homodloga a p53, e presente em queratindcitos replicantes. Nas
QAs, apresenta franca positividade em todas as camadas, evidenciando sua proliferacéo
aberrante. Sua independéncia funcional e fisiopatogénica é sugerida pelo padrdo de
expressdo independente do Ki-67 e p53.***® J4 a proteina p16, que representa uma
quinase dependente de ciclina envolvida na supressdo do ciclo celular, apresenta
expresséo diferencial entre a doenca de Bowen e QA.*

Alteracbes numéricas e estruturais nos cromossomos envolvendo a banda
cromossomal 3pl3, a regido centromérica do cromossomo 3 e a perda de
heterozigozidade de 4 ou mais loci ja4 foram identificadas.”> Da mesma forma,

identificaram-se aberracdes numeéricas no proto-oncogene MYC e no gene do receptor do
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fator de crescimento epitelial em QA e principalmente CEC, havendo correlacdo entre o
grau de alteracdo genética e de anaplasia celular das lesdes.*®*°

O processo inflamatério que circunda as lesdes de QA também parece estar
envolvido na progresséo destas lesbes para carcinoma, havendo uma mudanca no perfil
do infiltrado inflamatério com a progressao da doenca. Verificou-se que lesdes de CEC
apresentam mais células CD10+ (fibroblastos), mais células dendriticas imaturas e
linfécitos com fendtipo supressor (CD4*CD25* Tregs) e menos células de Langerhans no
infiltrado perilesional se comparadas a lesdes de QA.%%!

N&o é claro o papel dos virus no desenvolvimento de QAs. A associagdo com
infeccdo por papilomavirus (HPV) ja foi estabelecida para alguns tipos de canceres
epiteliais como o cancer de colo uterino, porém nédo ha uma correlacdo comprovada com
a presenca em QAs, posto que, com frequéncia, identifica-se o DNA viral na pele normal,
assim como nas lesdes. Um estudo realizado na Suécia avaliou a presenca de DNA do
HPV em swabs e em biopsias de lesdes curetadas, com e sem a camada cOrnea, de QAs,
verificando uma positividade em 83% contra apenas 11%, respectivamente, sugerindo
que a positividade decorra principalmente de contaminac&o superficial.

No entanto, um estudo prospectivo conduzido por sete anos na Australia observou
um efeito potencializador de betapapilomavirus sobre outros fatores de risco como idade,
pele clara e exposicdo solar e a persisténcia da infec¢ao ao final do estudo associou-se a
um nimero maior de QAs.>*>* Além disso, outro estudo que avaliou a carga de DNA do
HPV em lesGes de QA e carcinomas invasivos mostrou maior detec¢do nas lesdes pré-
malignas, do que nas avancadas, sugerindo que a persisténcia do HPV ndo € necessaria
para a progressdo da doenca, porém a infeccao viral poderia ter um papel nas fases
iniciais da inducdo da carcinogénese.> Zaravinos tambem identificou maior detecgéo de
citomegalovirus em lesdes de CBC (40%) e CEC (33%) em comparacdo a pele normal
(0%) e QAs (8%).*°

A falta de controle celular sobre o estresse oxidativo tambem parece estar associado
ao risco aumentado de carcinogénese. MutacOes que causam hipofuncéo das glutationa
S-transferases, as quais atuam no controle da oxidacdo intracelular, associaram-se a
maior risco de QAs.*’

Xeroderma pigmentoso é exemplo de doencga genética com aumentado risco de QAs
e CECs, além de extrema fotossensibilidade, decorrente de defeito na reparacédo dos
danos ao DNA causados pela RUV.>®
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A acessibilidade da pele ao exame, a frequéncia da doenca, as alteracoes
morfologicas, moleculares e evolutivas das QAs permitem considera-las como um modelo

interessante de pesquisa de estratégias de prevencéo de carcinogénese cutanea.®>

Fatores de Risco

A historia natural das QAs depende de fatores ambientais, como a exposi¢cdo a RUV,
carcinégenos e radiacfes ionizantes; além de fatores ligados ao individuo, como o
fototipo, idade, imunossupressao e competéncia para o reparo do DNA.

Ao considerarmos apenas as pessoas com fototipos de | a Ill, 80% apresentaram
uma ou mais QAs apés os 60 anos de idade, segundo estudo norte-americano.*® O risco
relativo para QA foi 14,1 vezes maior para os pacientes de fototipos baixos, quando
comparados aos de fototipos altos.’

Apesar de bastante prevalente, alguns individuos séo tipicamente mais acometidos
por QAs que outros, como demonstra um estudo australiano que envolveu 96 pessoas,
12% dos pacientes portadores de QAs possuiam 65% do total de lesdes observadas. Este
trabalho também apontou grande evanescéncia dessas lesbes. Durante 12 meses de
observacéo, surgiram 644 novas lesdes, enquanto 526 pré-existentes regrediram
espontaneamente.®® Em outra investigacéo, Criscione e colaboradores verificaram, por
acompanhamento fotografico, que 55% das lesGes de QA registradas ndo estavam mais
presentes apés 12 meses de seguimento.®*

Atualmente, as QAs sdo consideradas por diversos autores, neoplasias
intraepiteliais de queratindcitos, apresentando uma chance cumulativa entre 5-20% de
evoluir para neoplasia invasiva, sendo que o numero de lesées maximiza essa ocorréncia.
Por outro lado, estima-se que até 27-82% dos CECs evoluam a partir de QAs, aléem de
que entre 82-97% dos CECs apresentam QAs contiguas.>®*%

Pelo fato de QAs originarem CECs com melhor diferenciacdo histoldgica, espera-se
gue tais neoplasias apresentem menor risco de metastatizacdo. Por outro lado, esta
hipétese ainda nao foi comprovada a partir de estudos com metodologia adequada.®

Além dos dados epidemiolégicos que demonstram a associacdo entre a QA e o
CEC, destaguem-se o perfil muito semelhante de expresséo génica das duas doencas, as
alteracdes histolégicas superponiveis e a presenca de QAs contiguas a CECs, que
fortalecem a hip6tese de que um possa ser precursor do outro.?%*%

O tempo de progressado para carcinoma invasivo a partir de uma lesdo propensa de

QA, indicado pela presenca de infiltracdo da base, inflamacéo, sangramento, exulceracao
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ou tamanho aumentado, parece ser de aproximadamente dois anos, conforme estudo que
avaliou lesdes histologicamente comprovadas, sendo que essa progressao seria mais
rapida e as lesdes mais numerosas em pacientes imunossuprimidos.®

Uma analise retrospectiva multivariada apontou que idosos portadores de QAs
possuem um risco seis vezes maior de desenvolver tumores malignos de pele em geral,
sugerindo que QAs também possam ser marcadores de um fenétipo de risco
neoplasico.®’

Foram identificados diversos fatores de risco ambientais e individuais para o
desenvolvimento de QAs. Um estudo alemao realizado em 2009 estabeleceu associacéo
independente entre QAs e idade maior que 66 anos (OR=1,1), género masculino
(OR=3,9), pele clara (OR=2,2), antecedentes pessoais de cancer de pele (OR=4,8), uso
irregular de filtro solar (OR=1,81) e exposicdo solar ocupacional (OR=1,7).%®

Uma investigacdo envolvendo transplantados renais na Italia identificou a presenca
de QA nesta populacdo como um risco independente para o desenvolvimento de tumores
cutaneos, conjuntamente a idade na época do transplante e do tempo de
imunossupress&o.®® Da mesma forma, outro estudo europeu realizado na Alemanha
identificou maior risco de desenvolvimento de QA nesta populacédo, e como descrito em
outros trabalhos, os imunossuprimidos apresentaram risco muito maior de desenvolverem
CECs em comparacdo com os CBCs (CEC/CBC = 7/1), enquanto na populacdo em geral
a relacdo de incidéncia entre CEC e CBC gira em torno de 1/4.%*

Novas drogas tém mostrado efeitos adversos contraditorios sobre as lesfes de QA,
tais como o sorafenib e outras medicagfes biologicas inibidoras das tirosina quinases
utilizadas no tratamento de carcinomas avangados. Este medicamento parece induzir
inflamacdo das QAs preexistentes, o0 surgimento de CECs e Ilesdes tipo
queratoacantomas, as quais podem regredir com a suspensado da medicacado. "

Em populacbes de mesmo fototipo, QAs sdo mais frequentes em individuos que
vivem em regides mais proximas da linha do Equador.? Verificou-se também influéncia da
sazonalidade no diagnostico de QA, sendo esta caracteristica mais proeminente que em
dermatoses como acne, discromias e psoriase, indicando que alteragbes mensais da
temperatura, irradiacdo solar, ou grau de exposicao afetariam significativamente a
apresentacdo clinica das lesdes.””? A altitude afeta a intensidade de UVB, ocorrendo

aumento da incidéncia de QA em cerca de 8-10% a cada 300 metros de elevacéo.”
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Além disso, filtros solares reduzem significativamente o nimero de QAs em até
40%,* ja sendo verificado o seu efeito preventivo (30%) até em pacientes
imunossuprimidos pés-transplante.”

Como as lesdes ocorrem tipicamente na pele exposta cronicamente a radiacao solar
em pessoas com fototipos baixos, sdo mais prevalentes em homens nas primeiras
décadas da vida adulta, quando o grau de exposicéo solar varia significativamente com o
género devido as exposi¢des profissionais, havendo uma uniformizacdo na incidéncia
entre os sexos com o envelhecimento desses grupos. QAs nos membros inferiores sao
mais comuns em mulheres devido ao habito de vestir saia.”

A intensidade da radiacdo solar, a qual os individuos estdo expostos esta
diretamente relacionada a prevaléncia de QAs, como foi verificado na populagéo
japonesa, que apresentava trés vezes mais lesbes em paciente residentes em latitudes
menores (25°N versus 34°N), os quais estavam expostos ao dobro da incidéncia de UVB
na comparacéo referida.’®

O contato com carcinégenos ambientais é outro fator relacionado ao maior risco de
cancer de pele ndo-melanoma. Os hidrocarbonetos estdo mais relacionados ao efeito
contactante, ja o arsénico atuaria principalmente através da agua contaminada e
medicamentos alternativos. Verificou-se que a ingestdo do arsénico estd associado a
maior incidéncia de lesdes pré-malignas de pele e que esse efeito € potencializado por
outros fatores como exposicéo solar, fumo e pesticidas.’”

O vitiligo esta associado ao maior risco de desenvolvimento de QAs pela auséncia
de protecdo contra RUV pela falta de melanina, além da opcéo terapéutica pela
fototerapia prolongada.’® Pela mesma razdo, QAs e CECs foram frequentes em estudo
realizado com populacées albinas da africa equatorial.**

Um estudo nutricional prospectivo realizado durante cinco anos identificou um efeito
preventivo sobre as QAs nas pessoas que ingeriam maiores quantidades regulares de
O0leo de peixe e vinho, provavelmente pelos seus efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes.”® Dieta com baixos niveis de gordura foi também associada a resolucéo de
QAs existentes e reducdo na incidéncia de novas lesbes apdés 24 meses de
acompanhamento de 76 pacientes com histéria de cancer de pele.®® Da mesma forma, um
estudo transversal realizado com 93.676 mulheres caucasianas identificou uma reducao
de 30% na ocorréncia de canceres de pele ndo melanoma em usuarias regulares de mais

que seis xicaras diarias de café.®
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Alguns estudos epidemioldgicos realizados nas ultimas décadas observaram efeito
protetor do uso regular de anti-inflamatérios ndo-hormonais (AINHS) orais e topicos para
CECs e QAs, corroborando o efeito antineoplasico dessa classe de drogas ja observado
em carcinomas intestinais, por exemplo.3" 828
Diclofenaco topico a 3% mostrou-se eficiente no tratamento e impedimento da

887 Em um estudo australiano, verificou-se uma reducdo de até

progressado das QAs.
52% no numero de QAs e menor incidéncia de CECs com o uso regular de AINHs
sistémicos.®®

Em 2008, um estudo demonstrou também uma reducdo de mais de 50% na
incidéncia de tumores de pele induzidos por RUV em ratos nus que receberam
nimesulida, um inibidor seletivo da COX-2.%° J& outra investigacdo verificou que um
inibidor seletivo, o celecoxib, interferia no crescimento de células de melanoma, inclusive

em linhagens que ndo expressavam COX-2.%

Formas Clinicas

Devido a génese das QAs relacionar-se com exposicdo cumulativa a RUV, as areas
mais cronicamente expostas como a face, regido cervical, colo, antebragos, dorso das
maos, couro cabeludo (principalmente nos homens com alopecia androgenética) e pernas
(em mulheres que usam saias), sd0 as mais comumente acometidas.*®

A maioria das lesbes de QAs sao papulas de crescimento lento, com menos de um
centimetro de diametro, secas, eritematosas, pigmentadas com telangiectasias, quase
sempre cobertas por escamas aderentes, amareladas ou acastanhadas, com pouca ou
nenhuma infiltracdo. O grau de infiltracdo, hiperqueratose, pigmentacdo e ulceracdo
secundaria podem ser bastante variaveis. As areas circundantes podem apresentar
evidéncias de dano actinico cronico difuso com telangiectasias, elastose, rugas, alteracao
da pigmentacéo, cicatrizes estreladas e coloracdo amarelada (Figuras 1 e 2).*3

As QAs do dorso das méaos e antebracos costumam ser mais espessas e
hiperqueratéticas com algumas lesGes ocasionalmente tendo aspecto de cornos
cutaneos, sendo que alguns desses (15,7%) séo de fato CECs.*%?

Tradicionalmente, atribui-se o diagndstico de QA em bases clinicas, porém esse
tema ainda n&o foi avaliado em estudos clinicos amplos. O valor preditivo positivo do
diagnéstico clinico tem variado de 74 a 94%.%*%* Ressalta-se que em uma pesquisa
clinica sobre o uso da terapia fotodinamica no tratamento de QAs, envolvendo 271 lesdes,
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uma de cada 25 lesfes classificadas clinicamente como QAs, mostrou-se CEC invasivo,
ao estudo histolégico.®

N&o ha critérios clinicos patognomdnicos para o diagnéstico de QAs, no entanto ha
uma concordancia de 91% entre o diagnéstico clinico e histopatolégico.” Porém alguns
trabalhos utilizando microscopia de reflectancia confocal in vivo mostraram um alto grau
de correlacdo com o diagnéstico histologico dessas lesdes, identificando alargamento e
pleomorfismo nuclear, indicando o potencial do uso dessa tecnologia para a confirmacao
diangénstica ndo invasivo das QAs na pratica clinica e em ensaios clinicos.*®%’

Certos autores dividem a apresentacdo clinica das lesdes em trés graus: grau |,
visivel e levemente palpéavel; grau IlI: visivel e palpavel; grau lll: francamente visivel e
hiperqueratética.’® Além disso, outras variantes clinicas podem incluir lesées semelhantes

a liquen plano e a queilite actinica.

Figura 1. Queratose actinica do dorso nasal.
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Figura 2. Queratoses actinicas multiplas dos antebracos de portador de vitiligo sob
fototerapia. Notam-se lesdes hiperqueratésicas e sinais de fotoenvelhecimento na pele

circunjacente.

Nao ha um meio definitivo para se distinguir uma QA de CEC microinvasivo, exceto
pelo exame histolégico. Os parametros clinicos que indicariam as lesbées com um risco
aumentado de malignidade seriam infiltracdo, inflamacdo, didmetro maior que 1 cm,
crescimento rapido, sangramento, eritema e ulceracéo.

QAs que se desenvolvem em mucosas, em especial a queilite actinica, originam
CECs com maior potencial de metastase, porém, ultrapassam o escopo deste texto. %1%

Apesar de QA ser considerada uma dermatose de baixa morbidade, verificou-se
significativo comprometimento na qualidade de vida (Skindex-29) dos afetados, o qual
parece ser proporcional & quantidade de lesdes apresentadas.'®?

Embora sejam bastante caracteristicas, as lesbes de QAs podem ser confundidas
clinicamente com queratoses seborreicas, doenca de Bowen, CEC, carcinoma
basocelular, lGpus eritematoso discoide, estucoqueratose, lentigo solar, poroqueratose e

verrugas virais.

Histopatologia
O diagndstico clinico de QA é confirmado pelo exame histopatolégico da leséo.
Histologicamente, QA se caracteriza pela perda da maturacdo ordenada com

gueratindcitos atipicos na epiderme e aumento no niamero de mitoses. Os queratindcitos
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revelam uma perda de polarizacéo e células atipicas apresentando nucleos pleomorficos,
de tamanho aumentado e hipercromaticos, e citoplasma eosinofilico, palido ou

vacuolizado.*>1%3

Esta alteracdo nuclear parece seguir uma progressdo continua
correlacionada com o grau de dano solar sofrido.*%*

Tipicamente, a epiderme interanexial esta comprometida poupando a epiderme dos
foliculos pilosos e ductos écrinos. Isto resulta em um aspecto de faixas verticais
consecutivas de hiperqueratose e paraqueratose, correspondendo a epiderme dos anexos
sé@ e epiderme interanexial doente. A protecdo do dano epidérmico dada pelo foliculo
piloso é retratada por alguns patologistas como “fendmeno do guarda-chuva”.}?®1%°

A derme geralmente apresenta elastose solar e infiltrado linfocitario perivascular ou
liquenoide de intensidade variavel.™

Bartels verificou que a cariometria de queratindcitos provenientes de pele
considerada normal na histologia se mostra alterada em proporcdo ao nivel de
fotoexposicdo, indicando haver uma possivel evolucdo pré-clinica das QAs acometendo
mais extensamente as areas afetadas.'®®

Citologicamente, os achados das QAs sdo indistinguiveis dos CECs.'%

Ao exame histopatolégico, QAs podem ser divididas em seis tipos: hipertréfico,
atréfico, bowenoide, acantolitico, liquenoide e pigmentado.**’

O tipo hipertréfico apresenta hiperparagueratose pronunciada, espessamento da
epiderme em algumas areas com crescimento irregular de projecdes proliferativas
limitadas a parte superior da derme, sem invasdo evidente. No tipo atréfico ha uma leve
hiperqueratose e uma atrofia epidérmica difusa com células atipicas na camada basal. O
tipo bowenoide apresenta atipia em toda a espessura da epiderme, semelhante a doenca
de Bowen, sendo diferenciado desta por ndo acometer o epitélio da bainha folicular. O
tipo acantolitico apresenta fendas e lacunas intercelulares decorrentes de alteracdes
anaplasicas dos queratindcitos. No tipo liquenoide ha um infiltrado em faixa na zona da
membrana basal, e, no tipo pigmentado, ocorre um excesso de melanina especialmente
nas células basais e uma maior concentracdo de melanéfagos na derme. Por fim, deve-
se ressaltar que essas caracteristicas podem se sobrepor, sendo o tipo histolégico
definido pela caracteristica mais proeminente.***°

Um diferente esquema de classificacdo das QAs foi desenvolvido levando em
consideracao o grau de atipia presente na epiderme. Semelhante ao padréo utilizado na
avaliacdo das lesbes pré-malignas de colo de Utero, as lesdes sao divididas em trés graus

de neoplasia intraqueratinocitica (NIQ): grau I, com atipia restrita a camada basal e
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suprabasal; grau Il, com atipia estendendo-se até dois tercos inferiores da epiderme; grau

l1l, com atipia em toda a espessura da epiderme.321%

Quadro 1. Critérios para a classificacdo NIQ.*?
Grau Definicdo

Hipercromia dos nlcleos da camada basal e suprabasal;
Variabilidade no tamanho dos queratindcitos;

Variabilidade na perda de polarizago nuclear dos queratinocitos;
Auséncia de hiperqueratose ou paraqueratose;

Auséncia de acometimento de anexos.

Proliferagdo atipica de queratindcitos nos 2/3 inferiores da epiderme;
Aumento do indice mitético;

Nucléolos proeminentes;

Irregularidade dos contornos dos queratindcitos;

Alternancia de ortoqueratose e paragqueratose;

Acantolise;

Aumento da pigmentacdo da camada basal.

Proliferac&o atipica de queratindcitos em todo epitélio;
Extensdo das atipias para os foliculos;
1l Perda da camada granulosa;
Presenca de paraqueratose;
Doenca de Bowen.

Alguns autores acreditam que esta abordagem na descricdo histoldégica promoveria
medidas terapéuticas concordantes com o risco de evolu¢cdo maligna de cada lesdo ou
paciente.™

Finalmente, alguns autores defendem que QA seja considerada um CEC in situ,
devido a possivel evolucdo para neoplasia invasiva, alteragbes microscopicas e
marcadores genéticos semelhantes entre as doencas, porém, ha diferencas suficientes
clinicas, epidemiolégicas, moleculares e de histéria natural que garantem a

individualidade dos diagndsticos.'0%199114

Considerac0des Finais
Individuos de pele clara, submetidos a exposicdo solar crénica compdem
significativa proporcao da populacao brasileira e devem ser identificados como de risco

para QAs e neoplasias cutaneas.'™
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Politicas de fotoprotecdo, fotoeducacdo e diagndstico precoce em profissionais
expostos a radiacao solar devem ser promovidas pelas sociedades médicas e sindicatos
como estratégias de prevencdo de agravos ocupacionais.

Além de que QAs retratarem a agressao solar cumulativa, sejam precursoras de
CECs, e se desenvolvam em areas acessiveis para avaliacdo clinica e laboratorial,
prestam-se ao estudo de carcinogénese humana, assim como favorecem-se ensaios
clinicos terapéuticos e preventivos.

Héa diversas modalidades terapéuticas eficientes para as QAs. Citem-se técnicas
destrutivas diretas como a crioterapia, uso de &acido tricloroacético, laserterapia,
eletrocoagulacéo, dermabraséo, shaving e excisdo com sutura priméria. Estratégias nao
cirdrgicas apresentam a vantagem de tratar areas mais amplas com o potencial de agir
sobre o campo de cancerizacao, citem-se: terapia fotodinamica, imiquimod 3,75 a 5%, 5-
fluorouracil 0,5 a 5%, diclofenaco 3%, tretinoina tépica 0,1%, masoprocol 10% e
colchicina 0,5 a 1%. Peelings médios, ressurfacing a laser e dermoabraséo do epitélio sdo
também descritos no tratamento de lesGes multiplas. A maioria das abordagens oferece
cura completa de mais de 30% dos pacientes em cada sesséo, usualmente, necessitando
sessfes suplementares para lesdes remanescentes. QAs infiltradas ou hiperqueratésicas
sdo mais resistentes a terapéutica. A analise pormenorizada dos tratamentos foge ao
escopo deste texto. Ha, porém, significativa discussdo sobre custo-efetividade de
terapéuticas que tratem ndo somente as lesbes, mas de todo o campo de
cancerizagéo #1101

O diagnostico de QA deve desencadear para os pacientes, além do tratamento,
orientacdes quanto a fotoexposicdo ocupacional e no lazer, esclarecimento quanto aos
horarios de risco, vestuario, uso regular de fotoprotetores (FPS=15) e autoexame
periédico da pele.>?"

Como o epitélio perilesional apresenta alteracfes decorrentes da fotoexposicao, o
entendimento da existéncia de um “campo de cancerizacdo” deve ser promovido para 0s
pacientes, reforcando a importancia do seguimento clinico preventivo.

Pacientes com QAs devem ser entendidos como de risco para outras neoplasias
cutaneas e devem ser seguidos clinicamente ndo sO para o tratamento das QAs, mas
para diagnéstico precoce de outras dermatoses, entre eles carcinomas e melanoma.*?>*?

Campanhas de prevencao do cancer de pele devem incentivar a educagdo médica e
da populagédo para o diagnéstico de QAs a fim de aumentar a percepc¢do do paciente e

dos médicos para alteracdes significativas da pele, o que, indiretamente, aumentaria o
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namero de diagndésticos dermatolégicos da populacdo, reduzindo a morbidade de
doencas que ocorrem pelo atraso diagndstico. Secundariamente, isso valorizaria a
especialidade perante a sociedade.?”%

Enfim, o seguimento periodico de pacientes com QA deve ser entendido como uma
oportunidade de reexaminar os pacientes, promover saude da pele e incentivar medidas

de fotoprotecao.

Referéncias

1. Goldberg LH, Mamelak AJ. Review of actinic keratosis. Part I. etiology, epidemiology and clinical
presentation. J Drugs Dermatol 2010;9:1125-32.

2. Babilas P, Landthaler M, Szeimies RM. Actinic keratoses. Hautarzt 2003;54:551-60.

3. Castro IA, Schiitz LC, Capp E, Bakos L. Ceratoses actinicas. Rev HCPA 2006;26:66-72.

4. Anwar J, Wrone DA, Kimyai-Asadi A, Alam M. The development of actinic keratosis into invasive
squamous cell carcinoma: evidence and evolving classification schemes. Clin Dermatol 2004;22:189-96.

5. Lanssens S, Ongenae K. Dermatologic lesions and risk for cancer. Acta Clin Belg 2011;66:177-85.
6. Glogau RG. Aesthetic and anatomic analysis of the aging skin. In; 1996: Elsevier; 1996. p. 134-8.

7. Chia A, Moreno G, Lim A, Shumack S. Actinic keratoses. Aust Fam Physician 2007;36: 539-43.

8. Feldman SR, Fleischer AB, Jr., McConnell RC. Most common dermatologic problems identified by
internists, 1990-1994. Arch Intern Med 1998;158: 726-30.

9. Lebwohl M. Actinic keratosis: epidemiology and progression to squamous cell carcinoma. Br J
Dermatol 2003;149 Suppl 66:31-3.

10. Sociedade Brasileira de Dermatologia SBD. Perfil nosologico das consultas dermatoldgicas no
Brasil. An Bras Dermatol 2006;81:549-58.

11. Bernard P, Dupuy A, Sasco A, et al. Basal cell carcinomas and actinic keratoses seen in

dermatological practice in France: a cross-sectional survey. Dermatology 2008;216:194-9.

12. Frost CA, Green AC. Epidemiology of solar keratoses. Br J Dermatol 1994;131:455-64.

13. Rossi R, Mori M, Lotti T. Actinic keratosis. Int J Dermatol 2007;46:895-904.

14. Vatve M, Ortonne JP, Birch-Machin MA, Gupta G. Management of field change in actinic keratosis.
Br J Dermatol 2007;157 Suppl 2:21-4.

15. Roewert-Huber J, Stockfleth E, Kerl H. Pathology and pathobiology of actinic (solar) keratosis - an
update. Br J Dermatol 2007;157 Suppl 2:18-20.

16. Ishioka P, Marques SA, Hirai AT, Marques ME, Hirata SH, Yamada S. Prevalence of precancerous
skin lesions and non-melanoma skin cancer in Japanese-Brazilians in Bauru, S&o Paulo State, Brazil. Cad
Saude Publica 2009;25:965-71.

17. Kim HS, Cho EA, Bae JM, et al. Recent trend in the incidence of premalignant and malignant skin
lesions in Korea between 1991 and 2006. J Korean Med Sci 2010;25:924-9.

18. Kennedy C, Bajdik CD, Willemze R, De Gruijl FR, Bouwes Bavinck JN. The influence of painful
sunburns and lifetime sun exposure on the risk of actinic keratoses, seborrheic warts, melanocytic nevi,
atypical nevi, and skin cancer. J Invest Dermatol 2003;120:1087-93.

19. Salasche SJ. Epidemiology of actinic keratoses and squamous cell carcinoma. J Am Acad Dermatol
2000;42:4-7.
20. Garg S, Carroll RP, Walker RG, Ramsay HM, Harden PN. Skin cancer surveillance in renal

transplant recipients: re-evaluation of U.K. practice and comparison with Australian experience. Br J
Dermatol 2009;160:177-9.

21. Ulrich C, Kanitakis J, Stockfleth E, Euvrard S. Skin cancer in organ transplant recipients--where do
we stand today? Am J Transplant 2008;8:2192-8.
22. Dornelas MT, Rodrigues MF, Machado DC, Gollner A, Ferreira AP. Expressdo de marcadores de

proliferacéo celular e apoptose no carcinoma espinocelular de pele e ceratose actinica. An Bras Dermatol
2009;84:469-75.

23. Chinem VP, Miot HA. Epidemiology of basal cell carcinoma. An Bras Dermatol 2011;86:292-305.

24, Keller B, Braathen LR, Marti HP, Hunger RE. Skin cancers in renal transplant recipients: a
description of the renal transplant cohort in Bern. Swiss Med Wkly 2010;140:w13036.

25. Leffell DJ. The scientific basis of skin cancer. J Am Acad Dermatol 2000;42:18-22.

26. Berking C. [The role of ultraviolet irradiation in malignant melanoma]. Hautarzt 2005;56:687-96.

26



Juliano Vilaverde Schmitt

27. Arrington JH, 3rd, Lockman DS. Thermal keratoses and squamous cell carcinoma in situ associated
with erythema ab igne. Arch Dermatol 1979;115:1226-8.
28. Eskelinen A, Halme K, Lassus A, Idanpaan-Heikkila J. Risk of cutaneous carcinoma in psoriatic

patients treated with PUVA. Photodermatol 1985;2:10-4.

29. Balogh TS, Velasco MVR, Pedriali CA, Kaneko TM, Baby AR. Prote¢do a radiag&o ultravioleta:
recursos disponiveis na atualidade em fotoprotecdo. An Bras Dermatol 2011;86:732-42.

30. Lever LR, Farr PM. Skin cancers or premalignant lesions occur in half of high-dose PUVA patients.
Br J Dermatol 1994;131:215-9.

31. Nindl I, Gottschling M, Krawtchenko N, et al. Low prevalence of p53, p16(INK4a) and Ha-ras tumour-
specific mutations in low-graded actinic keratosis. Br J Dermatol 2007;156 Suppl 3:34-9.

32. Wang HJ, Liu XJ, Yang KX, Luo FM, Lou JY, Peng ZL. Effects of nonsteroidal anti-inflammatory drug
celecoxib on expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) in ovarian carcinoma cell. Sichuan Da Xue Xue Bao
Yi Xue Ban 2006; 37: 757-60.

33. Muller-Decker K, Charyalertsak S, Albert C, Reinerth G, Marks F, Furstenberger G.
Cyclooxygenase-2: a molecular target for chemoprevention of epithelial tumors of skin and colon. Adv Exp
Med Biol 2002;507:445-8.

34. Muller-Decker K, Neufang G, Berger I, Neumann M, Marks F, Furstenberger G. Transgenic
cyclooxygenase-2 overexpression sensitizes mouse skin for carcinogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A 2002;
99: 12483-8.

35. Tiano HF, Loftin CD, Akunda J, et al. Deficiency of either cyclooxygenase (COX)-1 or COX-2 alters
epidermal differentiation and reduces mouse skin tumorigenesis. Cancer Res 2002; 62: 3395-401.

36. Berhane T, Halliday GM, Cooke B, Barnetson RS. Inflammation is associated with progression of
actinic keratoses to squamous cell carcinomas in humans. Br J Dermatol 2002; 146: 810-5.

37. Fecker LF, Stockfleth E, Nindl I, Ulrich C, Forschner T, Eberle J. The role of apoptosis in therapy and
prophylaxis of epithelial tumours by nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). Br J Dermatol 2007; 156
Suppl 3: 25-33.

38. Tjiu JW, Liao YH, Lin SJ, et al. Cyclooxygenase-2 overexpression in human basal cell carcinoma cell
line increases antiapoptosis, angiogenesis, and tumorigenesis. J Invest Dermatol 2006;126:1143-51.

39. Nijsten T, Colpaert CG, Vermeulen PB, Harris AL, Van Marck E, Lambert J. Cyclooxygenase-2
expression and angiogenesis in squamous cell carcinoma of the skin and its precursors: a paired
immunohistochemical study of 35 cases. Br J Dermatol 2004; 151: 837-45.

40. Wu Y, Liu H, Li J. Expression of p63 and cyclooxygenase-2 and their correlation in skin tumors. J
Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci 2007; 27: 206-8.

41. Ouyang W, Zhang D, Ma Q, Li J, Huang C. Cyclooxygenase-2 induction by arsenite through the
IKKbeta/NFkappaB pathway exerts an antiapoptotic effect in mouse epidermal Cl41 cells. Environ Health
Perspect 2007; 115: 513-8.

42. Bowen AR, Hanks AN, Murphy KJ, Florell SR, Grossman D. Proliferation, apoptosis, and survivin
expression in keratinocytic neoplasms and hyperplasias. Am J Dermatopathol 2004; 26: 177-81.

43. Park HR, Min SK, Cho HD, Kim KH, Shin HS, Park YE. Expression profiles of p63, p53, survivin, and
hTERT in skin tumors. J Cutan Pathol 2004; 31: 544-9.

44, Bortoluzzi MC, Yurgel LS, Dekker NP, Jordan RC, Regezi JA. Assessment of p63 expression in oral
squamous cell carcinomas and dysplasias. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2004; 98:
698-704.

45, Nylander K, Vojtesek B, Nenutil R, et al. Differential expression of p63 isoforms in normal tissues
and neoplastic cells. J Pathol 2002; 198: 417-27.
46. Parsa R, Yang A, McKeon F, Green H. Association of p63 with proliferative potential in normal and

neoplastic human keratinocytes. J Invest Dermatol 1999; 113: 1099-105.

47. Salama ME, Mahmood MN, Qureshi HS, Ma C, Zarbo RJ, Ormsby AH. p16INK4a expression in
actinic keratosis and Bowen's disease. Br J Dermatol 2003;149:1006-12.

48. Toll A, Salgado R, Yebenes M, et al. Epidermal growth factor receptor gene numerical aberrations
are frequent events in actinic keratoses and invasive cutaneous squamous cell carcinomas. Exp Dermatol
2010;19:151-3.

49, Toll A, Salgado R, Yebenes M, et al. MYC gene numerical aberrations in actinic keratosis and
cutaneous squamous cell carcinoma. Br J Dermatol 2009;161:1112-8.
50. Takahara M, Chen S, Kido M, et al. Stromal CD10 expression, as well as increased dermal

macrophages and decreased Langerhans cells, are associated with malignant transformation of
keratinocytes. J Cutan Pathol 2009;36:668-74.

51. Jang TJ. Prevalence of Foxp3 positive T regulatory cells is increased during progression of
cutaneous squamous tumors. Yonsei Med J 2008;49:942-8.

27



Juliano Vilaverde Schmitt

52. Forslund O, Lindelof B, Hradil E, et al. High prevalence of cutaneous human papillomavirus DNA on
the top of skin tumors but not in "Stripped" biopsies from the same tumors. J Invest Dermatol 2004;123:388-
94.

53. McBride P, Neale R, Pandeya N, Green A. Sun-related factors, betapapillomavirus, and actinic
keratoses: a prospective study. Arch Dermatol 2007;143:862-8.

54. Plasmeijer El, Neale RE, de Koning MN, et al. Persistence of betapapillomavirus infections as a risk
factor for actinic keratoses, precursor to cutaneous squamous cell carcinoma. Cancer Res 2009;69:8926-31.
55. Weissenborn SJ, Nindl I, Purdie K, et al. Human papillomavirus-DNA loads in actinic keratoses
exceed those in non-melanoma skin cancers. J Invest Dermatol 2005;125:93-7.

56. Zaravinos A, Kanellou P, Spandidos DA. Viral DNA detection and RAS mutations in actinic keratosis
and nonmelanoma skin cancers. Br J Dermatol 2010;162:325-31.

57. Guarneri F, Asmundo A, Sapienza D, Gazzola A, Cannavo SP. Polymorphism of glutathione S-

transferases M1 and T1: susceptibility to solar keratoses in an Italian population. Clin Exp Dermatol
2010;35:771-5.

58. Cleaver JE. Cancer in xeroderma pigmentosum and related disorders of DNA repair. Nat Rev
Cancer 2005;5:564-73.

59. Thompson SC, Jolley D, Marks R. Reduction of solar keratoses by regular sunscreen use. N Engl J
Med 1993;329:1147-51.

60. Frost C, Wiliams G, Green A. High incidence and regression rates of solar keratoses in a
gueensland community. J Invest Dermatol 2000;115:273-7.

61. Criscione VD, Weinstock MA, Naylor MF, Luque C, Eide MJ, Bingham SF. Actinic keratoses: Natural
history and risk of malignant transformation in the Veterans Affairs Topical Tretinoin Chemoprevention Trial.
Cancer 2009;115:2523-30.

62. Mittelbronn MA, Mullins DL, Ramos-Caro FA, Flowers FP. Frequency of pre-existing actinic keratosis
in cutaneous squamous cell carcinoma. Int J Dermatol 1998;37:677-81.

63. Marks VJ. Actinic keratosis. A premalignant skin lesion. Otolaryngol Clin North Am 1993;26:23-35.
64. Padilla RS, Sebastian S, Jiang Z, Nindl I, Larson R. Gene expression patterns of normal human skin,
actinic keratosis, and squamous cell carcinoma: a spectrum of disease progression. Arch Dermatol
2010;146:288-93.

65. Schwarze HP, Loche F, Gorguet MC, Kuchta J, Bazex J. Invasive cutaneous squamous cell
carcinoma associated with actinic keratosis: a case with orbital invasion and meningeal infiltration. Dermatol
Surg 1999;25:587-9.

66. Fuchs A, Marmur E. The kinetics of skin cancer: progression of actinic keratosis to squamous cell
carcinoma. Dermatol Surg 2007;33:1099-101.

67. Chen GJ, Feldman SR, Williford PM, et al. Clinical diagnosis of actinic keratosis identifies an elderly
population at high risk of developing skin cancer. Dermatol Surg 2005;31:43-7.

68. Hensen P, Muller ML, Haschemi R, et al. Predisposing factors of actinic keratosis in a North-West
German population. Eur J Dermatol 2009;19:345-54.

69. Savoia P, Stroppiana E, Cavaliere G, et al. Skin cancers and other cutaneous diseases in renal
transplant recipients: a single Italian center observational study. Eur J Dermatol 2011;21:242-7.

70. Dubauskas Z, Kunishige J, Prieto VG, Jonasch E, Hwu P, Tannir NM. Cutaneous squamous cell

carcinoma and inflammation of actinic keratoses associated with sorafenib. Clin Genitourin Cancer
2009;7:20-3.

71. Schmid-Wendtner MH, Wendtner CM. Intensified inflammatory reaction of actinic keratoses after
single application of topical 5-fluorouracil in a patient treated with nilotinib for chronic myeloid leukemia.
Dermatology 2009;219:341-3.

72. Hancox JG, Sheridan SC, Feldman SR, Fleischer AB, Jr. Seasonal variation of dermatologic disease
in the USA: a study of office visits from 1990 to 1998. Int J Dermatol 2004;43:6-11.

73. Rigel DS, Rigel EG, Rigel AC. Effects of altitude and latitude on ambient UVB radiation. J Am Acad
Dermatol 1999;40:114-6.

74. Ulrich C, Jurgensen JS, Degen A, et al. Prevention of non-melanoma skin cancer in organ transplant
patients by regular use of a sunscreen: a 24 months, prospective, case-control study. Br J Dermatol
2009;161 Suppl 3:78-84.

75. Vitasa BC, Taylor HR, Strickland PT, et al. Association of nhonmelanoma skin cancer and actinic
keratosis with cumulative solar ultraviolet exposure in Maryland watermen. Cancer 1990;65:2811-7.

76. Araki K, Nagano T, Ueda M, et al. Incidence of skin cancers and precancerous lesions in Japanese--
risk factors and prevention. J Epidemiol 1999;9:514-21.

77. Melkonian S, Argos M, Pierce BL, et al. A prospective study of the synergistic effects of arsenic
exposure and smoking, sun exposure, fertilizer use, and pesticide use on risk of premalignant skin lesions in
Bangladeshi men. Am J Epidemiol 2011;173:183-91.

28



Juliano Vilaverde Schmitt

78. Akimoto S, Suzuki Y, Ishikawa O. Multiple actinic keratoses and squamous cell carcinomas on the
sun-exposed areas of widespread vitiligo. Br J Dermatol 2000;142:824-5.

79. Hughes MC, Wiliams GM, Fourtanier A, Green AC. Food intake, dietary patterns, and actinic
keratoses of the skin: a longitudinal study. Am J Clin Nutr 2009;89:1246-55.

80. Black HS, Herd JA, Goldberg LH, et al. Effect of a low-fat diet on the incidence of actinic keratosis. N
Engl J Med 1994;330:1272-5.

81. Abel EL, Hendrix SO, McNeeley SG, et al. Daily coffee consumption and prevalence of
nonmelanoma skin cancer in Caucasian women. Eur J Cancer Prev 2007;16:446-52.

82. Grau de Castro JJ. COX-2 inhibitors in cancer prevention. Rev Clin Esp 2005;205:446-56.

83. Ulrich C, Johannsen A, Rowert-Huber J, Ulrich M, Sterry W, Stockfleth E. Results of a randomized,
placebo-controlled safety and efficacy study of topical diclofenac 3% gel in organ transplant patients with
multiple actinic keratoses. Eur J Dermatol 2010;20:482-8.

84. Dirschka T, Bierhoff E, Pflugfelder A, Garbe C. Topical 3.0% diclofenac in 2.5% hyaluronic acid gel
induces regression of cancerous transformation in actinic keratoses. J Eur Acad Dermatol Venereol
2010;24:258-63.

85. Kose O, Koc E, Erbil AH, Caliskan E, Kurumlu Z. Comparison of the efficacy and tolerability of 3%
diclofenac sodium gel and 5% imiquimod cream in the treatment of actinic keratosis. J Dermatolog Treat
2008;19:159-63.

86. Nelson C, Rigel D. Long-term Follow up of Diclofenac Sodium 3% in 2.5% Hyaluronic Acid Gel for
Actinic Keratosis: One-year Evaluation. J Clin Aesthet Dermatol 2009;2:20-5.

87. Fariba I, Ali A, Hossein SA, Atefeh S, Atarzadeh Behbahan SA. Efficacy of 3% diclofenac gel for the
treatment of actinic keratoses: a randomized, double-blind, placebo controlled study. Indian J Dermatol
Venereol Leprol 2006;72:346-9.

88. Butler GJ, Neale R, Green AC, Pandeya N, Whiteman DC. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs and
the risk of actinic keratoses and squamous cell cancers of the skin. J Am Acad Dermatol 2005;53:966-72.

89. Tang X, Kim AL, Kopelovich L, Bickers DR, Athar M. Cyclooxygenase-2 inhibitor nimesulide blocks
ultraviolet B-induced photocarcinogenesis in SKH-1 hairless mice. Photochem Photobiol 2008;84:522-7.

90. Bundscherer A, Hafner C, Maisch T, Becker B, Landthaler M, Vogt T. Antiproliferative and
proapoptotic effects of rapamycin and celecoxib in malignant melanoma cell lines. Oncol Rep 2008;19:547-
53.

91. Yu RC, Pryce DW, Macfarlane AW, Stewart TW. A histopathological study of 643 cutaneous horns.
Br J Dermatol 1991;124:449-52.

92. Dergham AP, Muraro CC, Ramos EA, Mesquita LAF, Collaco LM. Distribution of diagnosis of
neoplastic and preneoplastic skin lesions at Evangelical Hospital in Curitiba. An Bras Dermatol 2004;79:555-
9.

93. Venna SS, Lee D, Stadecker MJ, Rogers GS. Clinical recognition of actinic keratoses in a high-risk
population: how good are we? Arch Dermatol 2005;141:507-9.

94. Epstein E. Quantifying actinic keratosis: assessing the evidence. Am J Clin Dermatol 2004;5:141-4.

95. Ehrig T, Cockerell C, Piacquadio D, Dromgoole S. Actinic keratoses and the incidence of occult
squamous cell carcinoma: a clinical-histopathologic correlation. Dermatol Surg 2006;32:1261-5.
96. Ulrich M, Forschner T, Rowert-Huber J, et al. Differentiation between actinic keratoses and

disseminated superficial actinic porokeratoses with reflectance confocal microscopy. Br J Dermatol 2007;156
Suppl 3:47-52.

97. Mogensen M, Jemec GB. Diagnosis of honmelanoma skin cancer/keratinocyte carcinoma: a review
of diagnostic accuracy of nonmelanoma skin cancer diagnostic tests and technologies. Dermatol Surg
2007;33:1158-74.

98. Butani AK, Arbesfeld DM, Schwartz RA. Premalignant and early squamous cell carcinoma. Clin Plast
Surg 2005;32:223-35.

99. Quaedvlieg PJ, Ostertag JU, Krekels GA, Neumann HA. Delayed wound healing after three different
treatments for widespread actinic keratosis on the atrophic bald scalp. Dermatol Surg 2003;29:1052-6.

100. Wood NH, Khammissa R, Meyerov R, Lemmer J, Feller L. Actinic cheilitis: a case report and a
review of the literature. Eur J Dent 2011;5:101-6.

101. Rossoe EWT, Tebcherani AJ, Sittart JA, Pires MC. Queilite actinica: avaliagdo comparativa estética
e funcional entre as vermelhectomias classica e em W-plastia. An Bras Dermatol 2011;86:65-73.

102. Lee K, Weinstock M. Prospective quality of life impact of actinic keratoses: observations from the
veterans affairs topical tretinoin chemoprevention trial. Acta Derm Venereol 2011;91:101-2.

103.  Cockerell CJ. Pathology and pathobiology of the actinic (solar) keratosis. Br J Dermatol 2003;149
Suppl 66:34-6.

104. Krouse RS, Alberts DS, Prasad AR, et al. Progression of skin lesions from normal skin to squamous
cell carcinoma. Anal Quant Cytol Histol 2009; 31:17-25.

29



Juliano Vilaverde Schmitt

105. Roewert-Huber J, Lange-Asschenfeldt B, Stockfleth E, Kerl H. Epidemiology and aetiology of basal
cell carcinoma. Br J Dermatol 2007;157 Suppl 2:47-51.

106. Bartels PH, Krouse RS, Prasad AR, et al. Actinic damage in histopathologically normal skin. Anal
Quant Cytol Histol 2008;30:316-22.

107. James C, Crawford RI, Martinka M, Marks R. Actinic keratosis. In: James C, Crawford RI, Martinka
M, Marks R, eds. WHO Pathology & Genetics, Skin tumors. Lyon: IARC Press; 2006:30-3.

108. Yantsos VA, Conrad N, Zabawski E, Cockerell CJ. Incipient intraepidermal cutaneous squamous cell
carcinoma: a proposal for reclassifying and grading solar (actinic) keratoses. Semin Cutan Med Surg
1999;18:3-14.

109. Rowert-Huber J, Patel MJ, Forschner T, et al. Actinic keratosis is an early in situ squamous cell
carcinoma: a proposal for reclassification. Br J Dermatol 2007;156 Suppl 3:8-12.

110. Lober BA, Lober CW, Accola J. Actinic keratosis is squamous cell carcinoma. J Am Acad Dermatol
2000;43:881-2.

111. Person JR. An actinic keratosis is neither malignant nor premalignant; it is an initiated tumor. J Am
Acad Dermatol 2003;48:637-8.

112. Ko CJ. Actinic keratosis: facts and controversies. Clin Dermatol 2010;28:249-53.

113.  Petit A. [Actinic keratoses are still actinic keratoses]. Ann Dermatol Venereol 2008;135:93-6.

114. Deltondo JA, Helm KF. Actinic keratosis: precancer, squamous cell carcinoma, or marker of field
cancerization? G Ital Dermatol Venereol 2009;144:441-4.

115. Rocha FP, Menezes AMB, Almeida Jr. HL, Tomasi E. Marcadores e fatores de risco para
gueratoses actinicas e carcinomas basocelulares: um estudo de caso-controle. An Bras Dermatol
2004;79:441-54.

116. de Berker D, McGregor JM, Hughes BR. Guidelines for the management of actinic keratoses. Br J
Dermatol 2007;156:222-30.

117. Rossi R, Calzavara-Pinton PG, Giannetti A, et al. Italian guidelines and therapeutic algorithm for
actinic keratoses. G Ital Dermatol Venereol 2009;144:713-23.

118. Del Rosso JQ. Current regimens and guideline implications for the treatment of actinic keratosis:
proceedings of a clinical roundtable at the 2011 Winter Clinical Dermatology Conference. Cutis
2011;88:suppl 1-8.

119. Borgonjen RJ, van Everdingen JJ, Bik CM, Tuut MK, Spuls PI, van de Kerkhof PC. Prospective
comparison of three guideline development methods for treatment of actinic keratosis. BMJ Qual Saf 2011
20: 832-41.

120. Muston D, Downs A, Rives V. An economic evaluation of topical treatments for actinic keratosis. J
Dermatolog Treat 2009;20:266-75.

121. Gold MH. Pharmacoeconomic analysis of the treatment of multiple actinic keratoses. J Drugs
Dermatol 2008;7:23-5.

122. Deonizio JMD, Mulinari-Brenner FA. Cryopeeling for treatment of photodamage and actinic
keratosis: liquid nitrogen versus portable system. An Bras Dermatol 2011;86:440-4.

123.  Ritter CG, Kuhl ICP, Lenhardt C, Weissbluth ML, Bakos RM. Terapéutica fotodinamica com acido
delta-aminolevulinico e luz de diodos em ceratoses actinicas. An Bras Dermatol 2010;85:639-45.

124. Poziomczyk CS, Koche B, Dornelles MA, Dornelles SIT. Avaliagdo da dor em criocirurgia de
ceratoses actinicas. An Bras Dermatol 2011;86:645-50.

125. Fenske NA, Spencer J, Adam F. Actinic keratoses: past, present and future. J Drugs Dermatol
2010;9:545-9.

126.  Strickland PT, Vitasa BC, West SK, Rosenthal FS, Emmett EA, Taylor HR. Quantitative
carcinogenesis in man: solar ultraviolet B dose dependence of skin cancer in Maryland watermen. J Natl
Cancer Inst 1989;81:1910-3.

127. Sociedade Brasileira de Dermatologia SBD. Andlise de dados das campanhas de prevencao ao
cancer da pele promovidas pela Sociedade Brasileira de Dermatologia de 1999 a 2005. An Bras Dermatol
2006;81:533-9.

128. Feldman SR, Fleischer AB, Jr. Skin examinations and skin cancer prevention counseling by US
physicians: a long way to go. J Am Acad Dermatol 2000;43:234-7.

129. Chuang TY, Brashear R. Risk factors of non-melanoma skin cancer in United States veterans
patients: a pilot study and review of literature. J Eur Acad Dermatol Venereol. 1999; 12:126-32.

130. Lookingbill DP, Lookingbill GL, Leppard B. Actinic damage and skin cancer in albinos in northern
Tanzania: findings in 164 patients enrolled in an outreach skin care program. J Am Acad Dermatol. 1995; 32:
653-8.

30



Juliano Vilaverde Schmitt

3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

1. Avaliar a expressao de fatores ligados a vias de apoptose, inflamacéo e proliferacéo
celular em queratoses actinicas, pele fotoexposta e pele fotoprotegida.

2. Avaliar a prevaléncia de queratoses actinicas em pacientes com mais de 50 anos de
idade e a influéncia da exposicao regular ao acido acetilsalicilico.

3. Avaliar os fatores de risco ambientais, comportamentais, aspectos de fotoprotecéo,
caracteristicas fenotipicas e familiares relacionados ao desenvolvimento de
gueratoses actinicas.

3.2. Objetivos especificos

1. Descrever e comparar a expressao de fatores ligados a diferentes vias de apoptose
e inflamacédo (p53, p105/p50, survivina e COX-2), além de proliferacdo celular (Ki-
67) em queratoses actinicas, epiderme fotoexposta e epiderme fotoprotegida.

2. Correlacionar a expressdo de proteinas das vias apoptéticas, inflamatoérias e de

proliferacéo celular com o grau de displasia (NIQ) das les@es.
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Resumo

Fundamentos: Queratoses actinicas sdo proliferacbes de queratindcitos atipicos, que
podem evoluir como neoplasia invasiva. A investigacdo de vias inflamatérias, de
apoptose, e proliferacdo celular pode contribuir no entendimento da carcinogénese

cutdnea em humanos.
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Objetivos: Avaliar a expressdo de marcadores de proliferacdo, resisténcia a apoptose e
inflamacédo nas lesdes de queratoses actinicas, pele normal fotoexposta e fotoprotegida.
Métodos: Estudo transversal envolvendo portadores de queratoses actinicas dos
antebracos. Obtiveram-se fragmentos de pele que incluiam lesGes de queratoses
actinicas e pele fotoexposta perilesional, e fragmento de pele fotoprotegida axilar. As
amostras foram submetidas a marcacédo imuno-histoquimica para p53, survivina, Ki-67,
pl05/p50 e COX-2. Marcacbes nucleares foram mensuradas pelo HSCORE e as
citoplasmaticas pela fracdo de campos marcados. As lesdes foram graduadas quanto ao
grau de atipia pela classificacdo de neoplasia intraepitelial queratinocitica (NIQ).
Resultados: Foram avaliadas 38 queratoses actinicas em 13 pacientes, cuja idade variou
de 37 a 88 anos, havendo oito lesdes de NIQ I, 21 lesbes de NIQ Il e nove lesbes de NIQ
IIl. Os marcadores Ki-67, p53, suvivina e COX-2 foram menos expressos na pele normal
fotoprotegida em comparagcéo com as lesdes de QAs (p<0,05). A marcacao nuclear para
pl05/p50 foi mais intensa na pele fotoprotegida que nas QAs (p<0,05). Evidenciou-se
expressdo de fatores de atividade proliferativa, inflamatéria e antiapoptética na pele
fotoexposta. Houve correlacéo positiva entre o grau de atipia e os marcadores p53, Ki-67,
COX-2 e survivina (p<0,05), assim como entre a marcacao para COX-2 com p53,
survivina e Ki-67 (p<0,05).

Conclusdes: A expressao de fatores proliferativos (Ki-67), inflamatérios (COX-2) e
antiapoptoticos (survivina e p53) correlacionou-se positivamente com o grau de displasia
da epiderme, e foi maior nas lesdes de QAs que nos epitélios normais fotoexposto e

fotoprotegido, indicando a existéncia de dano genémico tecidual subclinico.

Palavras-chave: Ceratose actinica, Apoptose, Raios Ultravioleta, Neoplasias, Carcinoma

de Células Escamosas; p53; Survivina; Cox-2; fator nuclear kappa beta.

Abstract

Background: Actinic keratosis are proliferations of atypical keratinocytes, which can
evolve into invasive cancer. The investigation of inflammation, apoptosis and cell
proliferation pathways may contribute to the understanding of skin carcinogenesis in
humans.

Objectives: To evaluate the expression of proliferation, resistance to apoptosis and
inflammation markers in lesions of actinic keratosis, chronically sun-exposed adjacent skin

and photoprotected.

33



Juliano Vilaverde Schmitt

Methods: Cross sectional study involving patients with actinic keratosis on the forearms.
Skin fragments were obtained including lesions of actinic keratosis and perilesional
photoexposed skin, and axillary skin fragment. The samples were submitted to
immunohistochemical staining for p53, survivin, Ki-67, p105/p50 and COX-2. Nuclear
staining was measured by HSCORE and cytoplasmic ones by the fraction of fields
marked. The lesions were graded according to degree of atypia by keratinocytic
intraepithelial neoplasia (KIN) index.

Results: A total of 38 actinic keratosis in 13 patients, whose ages ranged from 37 to 88
years, was evaluated, with eight KIN | lesions, 21 KIN II lesions and nine KIN III lesions.
Ki-67, p53, survivin and COX-2 were less expressed in normal unexposed skin when
compared to lesions (p <0.05). The pl05/p50 nuclear staining was more prominent
inphotoprotected skin than in AKs (p <0.05). There was expression of proliferation,
inflammatory and antiapoptotic factors in exposed skin. There was positive correlation
between the degree of atypia and p53, Ki-67, COX-2 and survivin (p <0.05), as well as
between the staining for COX-2 with p53, survivin and Ki-67 (p<0.05).

Conclusions: The expression of proliferative (Ki-67), inflammatory (COX-2) and
antiapoptotic factors (surviving and p53) correlated positively with the degree of dysplasia
of the epidermis, and was higher in AK lesions than in photoexposed and photoprotected

normal skin, indicating the existence of subclinical tissue genomic damage.

Key-words: Actinic keratosis; Apoptosis; Ultraviolet rays; Neoplasms; Carcinoma,
Squamous cell; Tumor Suppressor Protein p53, Survivin; Cox-2; Nuclear factor kappa
beta.

Introducéo

Queratoses actinicas (QAs) sédo neoplasias intraepiteliais de queratindcitos comuns
em areas fotoexpostas de individuos de pele clara, e apresentam risco (5-20%) de
evolucao para neoplasia invasiva. Seu desenvolvimento depende do desequilibrio entre
fatores de proliferacédo celular e apoptose, permitindo o acimulo de mutac¢@es, induzidas
principalmente por radiacdo ultravioleta B (UVB), nas populacbes celulares
remanescentes.?

Ha uma intrincada rede de vias bioquimicas de ativacao celular controladora da
proliferacdo e apoptose dos queratindcitos, garantindo a homeostase dos tecidos e

impedindo a carcinogénese. O estudo da expressao simultanea de marcadores teciduais
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nas lesbes permite a evidenciacdo dos fatores alterados, além da comparacdo com
tecidos adjacentes ou n&o.*”

O principal marcador de proliferacdo queratinocitica € o Ki-67 que estd envolvido
com a transcricdo do RNA ribossomal e o ciclo celular. indices de proliferacdo se
correlacionam diretamente com invasividade e progndéstico de diversas neoplasias
cutaneas.®*?

A proteina p53 € um importante supressor tumoral associado ao reparo ao DNA
lesado, induz a apoptose de células que apresentam dano irreversivel ao DNA, promove
interrupcdo do ciclo celular e da angiogénese, impedindo a replicacdo de células

mutantes.*1°

Survivina € uma das proteinas da familia de inibidoras da apoptose (IAP),
interferindo com a ativacdo das caspases 3 e 7. Também atua em importantes vias de
mitose, desenvolvimento e diferenciacéo celulares.***?

A enzima ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2) catalisa a conversao do acido araquidénico
em prostaglandina H2, é expressa na epiderme apo0s exposicdo ao UVB ou em
dermatoses inflamatoérias, exerce papel antiapoptético, angiogénico e proliferativo em
neoplasias queratinociticas.?*?®

Adicionalmente, a via do fator nuclear kappa beta (NF-kB) que exerce atividade
préinflamatdria, controla a expressédo de algumas proteinas antiapoptoéticas das familias
Bcl-2 e IAP e proliferativas, como a ciclina D1 e a quinase dependente de ciclina 2.24%
Vérios canceres estdo associados a alteracdes dessa via, como: colorretal, estdmago,
ovario, prostata, laringe, esdfago e melanoma. O fator pl05/p50 representa duas
subunidades envolvidas na ativacdo da via NF-kB, e sua expressdo nuclear indica
atividade tecidual da via.”>®*

A utilizacdo de técnicas imuno-histoquimicas alia simplicidade, praticidade,
acessibilidade, e permite a percepcao geral simultanea das altera¢cdes morfofuncionais no
tecido. Em conjuncédo com os dados clinicos e histopatoldgicos fornece informacdes sobre
o comportamento biolégico, indica investigagcbes moleculares posteriores, além de
contribuir com a concepcéo e constatacao da efetividade de tratamentos.

Os autores objetivam avaliar a expressdo de fatores ligados a diferentes vias de
inflamacdo, apoptose e proliferacdo celular em QAs, epiderme fotoexposta e

fotoprotegida.
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Casuistica e Métodos

Estudo tipo transversal, envolvendo pacientes adultos, de ambos os géneros,
portadores de QAs nos membros superiores atendidos no ambulatério de dermatologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu-SP, Unesp - Univ Estadual Paulista, durante o més
de junho/2011.

Foram excluidos pacientes que apresentassem lesfes recidivadas de tratamentos
prévios, com evidéncias de imunossupressao, exposi¢ao prévia a radioterapia oncologica
ou fototerapia, uso de retinoides tépicos ou sistémicos ha menos de seis meses, uso de
AINHs em qualquer dose e portadores de genodermatoses com propensao ao
desenvolvimento de cancer de pele.

ApdOs obtencdo do consentimento esclarecido (Anexo 2), foram obtidos sob
anestesia local: um fragmento fusiforme de pele englobando uma lesdo de QA e pele

normal perilesional dos membros superiores e outro de pele normal axilar (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquematica da exérese fusiforme da queratose actinica e

da amostragem da pele normal fotoexposta perilesional.

Objetivou-se a amostragem de 38 QAs, sendo incluidos consecutivamente todos 0s
pacientes disponiveis que apresentassem critérios de inclusdo (amostra por
conveniéncia). Todo o processo de coleta dos fragmentos de pele e esclarecimento junto
ao paciente foi realizado pelo pesquisador principal (J.V.S.).

Os fragmentos foram fixados em formalina 10% tamponada e incluidos em parafina
no periodo maximo de 24 horas. Foram confeccionadas laminas coradas em hematoxilina
e eosina (HE) para confirmacao diagndstica por dermatopatologista experiente (M.E.A.M.)
das QAs e estimativa da displasia a partir da graduacdo NIQ (neoplasia intraepitelial
queratinocitica): I, Il e lll (Quadro 1).*? Para fins de correlacdo dos marcadores, a pele
normal adjacente e fotoprotegida foram consideradas como NIQ grau O.
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Posteriormente, foram realizados cortes (4 pm) para a coloracdo por imuno-
histoquimica pelo método avidina-biotina-peroxidase,®®* empregando anticorpos
monoclonais para: proteinas p53 (n&o-selvagem), Survivina, Ki-67, p105/p50 e COX-2
(Tabela 1). Foi realizado bloqueio da peroxidase enddgena em agua oxigenada 3% e
recuperacdo antigénica pelo método do calor em camara pressurizada. Os anticorpos
primarios foram incubados por 18h a 4° C em camara imida. Como revelador, foi utilizado
o cromogeno 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, CA, USA) contracorado por
Giemsa, para diferenciar a melanina.**** Todas as diluicdes foram padronizadas segundo
a minima concentracdo discriminante visualmente. O controle positivo das marcacdes
utilizado foi um caso de carcinoma espinocelular (CEC) e como controle negativo, foi

omitido o anticorpo primario.

Quadro 1. Critérios para a classificacdo NIQ.*
Grau Definigéo

Hipercromia dos nucleos da camada basal e suprabasal;
Variabilidade no tamanho dos queratindcitos;

Variabilidade na perda de polarizacdo nuclear dos queratinocitos;
Auséncia de hiperqueratose ou paraqueratose;

Auséncia de acometimento de anexos.

Proliferac&o atipica de queratindcitos nos 2/3 inferiores da epiderme;
Aumento do indice mitético;

Nucléolos proeminentes;

Irregularidade dos contornos dos queratindcitos;

Alternancia de ortoqueratose e paraqueratose;

Acantolise;

Aumento da pigmentacdo da camada basal.

Proliferacdo atipica de queratindcitos em todo epitélio;
Extens&o das atipias para os foliculos;
1l Perda da camada granulosa;
Presenca de paraqueratose;
Doenca de Bowen.
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Tabela 1. Lista de anticorpos primarios, fabricante/clone e diluicdo utilizados.

Anticorpo primario Fabricante / clone Diluicdo padronizada
Ki-67 DAKO / MIB-1, M7240 1/300
p53 DAKO / DO-7, M7001 1/150
Survivina NeoMarkers / MS1203 1/800
COX-2 Cayman / CX229 1/400
p105/p50 Cell Signaling / 3035 1/100

A analise da marcacao nuclear do Ki-67, survivina, p105/p50 e p53 foi realizada pelo
calculo do HSCORE, realizado nas areas de maior marcacdo (hotspot ou highspot) do
tecido amostrado, sob visualizacdo em microscopio de luz (400x). O HSCORE se baseia
na soma da multiplicagdo da percentagem de nucleos fortemente marcados por trés, dos
moderadamente marcados por dois e 0s pouco marcados por um, resultando em um
escore que varia de zero a 300, para cada campo amostrado. Foi descrito originariamente
por Ishibashi e colaboradores, em 2003, para quantificacdo de marcacao nuclear de
receptores de horménios sexuais.*®

Para a analise da marcacao da COX-2, todos os campos histologicos da epiderme
foram avaliados na lesédo, pele adjacente e pele fotoprotegida. O valor de cada tecido
amostrado resultou da fragcdo de campos em que se observava positividade do marcador.

Dados quantitativos foram representados pelas médias e desvios padrédo ou pela
mediana e quartis (1°. e 3°.) se a normalidade ndo fosse evidenciada pelo teste de
Shapiro-Wilk; e foram comparados pareadamente a partir de modelo linear generalizado
misto. A correlacdo da expressao de proteinas das vias de apoptose e proliferacéo entre
si e com o grau de displasia foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo linear (r) de
Spearman. Dados qualitativos foram comparados entre si pelo teste do qui-quadrado, o
ajuste multivariado foi realizado a partir de regressao logistica multipla e o efeito de
associacao foi estimado pela razdo de chances (odds ratio). Valores ausentes ou outliers
(>3 desvios padréo) foram tratados por imputacdo multipla.*’

Os dados foram analisados pelo software IBM SPSS 20.0.* Foram considerados
significativos valores de p<0,05.

O dimensionamento amostral se baseou na estimativa do aumento de mais que 30%
na expressao de fatores proliferativos e antiapoptoéticos entre pele normal e QAs para
detectar diferencas com poder de 80% e nivel alfa de 5%.%°

O projeto foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa da instituicdo (CEP no. 3424-
2010 - Anexo 1).
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Resultados

Foram incluidos no estudo 13 pacientes: quatro mulheres e nove homens, cujas
idades variaram de 37 a 88 anos, em que foram amostradas 38 QAs. As QAs
apresentaram diferentes graus de displasia (NIQ): 8 (21%) grau I, 21 (55%) grau Il e 9
(24%) grau lll.

Foram contabilizados, em média, 102 nucleos por campo histolégico amostrado
(400x). As expressOes de cada marcador estao representadas na figura 2 e os valores

dispostos na tabela 2.

Tabela 2. Expressao dos marcadores em cada tecido amostrado.

Anticorpo primério Queratose actinica  Pele perilesional Pele fotoprotegida
(N=38) (N=38) (N=13)
Ki-672 117,8+31,1* 65,5+36,3* 42,5+18,2%
p53a 147,6+36,7* 82,8144 9% 60,1+41,3*
Survivinaa 88,4+20,4* 45,7+26,2 53,3£32,6*
COX-2b 0,68+0,19* 0,45+0,23¥ 0,26+0,26*
p105/p50ac 0 (0-14) 8 (0-13)* 0 (0-10)

@ HSCORE (0 a 300) — média+desvio padréo; b Fragéo de campos positivos — médiat+desvio padrédo; ¢ mediana (1°.-3°. quartis)
* p<0,05 QAxPerilesional; # p<0,05 QAxFotoprotegida; ¥ p<0,05 PerilesionalxFotoprotegida; £ p=0,08.

Todos os tecidos amostrados apresentaram marcacao para Ki-67; survivina, COX-2,
p1l05/p50. Apenas quatro amostras (3 QAs e 1 pele axilar) ndo apresentaram marcagao
para p53.

A expressdo predominante de survivina foi nuclear, mais frequente nas QAs
(100,0%), que no epitélio perilesional (73,7%) e fotoprotegido (73,7%) (p<0,01). Ja a
marcacao citoplasmatica foi mais comum na pele perilesional (60,5%) que nas QAS
(18,4%) ou pele axilar (38,5%) (p<0,01). Quando avaliadas a expressao de survivina
nuclear e citoplasmatica conjuntamente, houve associagcdo inversa entre a marcacao
citoplasmatica e lesdes de QAs (razdo de chances = 0,2; p<0,01). N&o houve interagéo
significativa entre a expressao nuclear ou citoplasmatica (p>0,1).

Houve fraca expressédo de COX-2 na derme das lesbes, havendo conformidade com
o infiltrado inflamatério presente.

A expressao predominante do pl105/p50 foi citoplasméatica em todos os fragmentos
de epidermes avaliados. A intensidade de marcacéo citoplasmatica da pele fotoprotegida

foi menor que nas QAs e peles fotoexpostas perilesionais (p<0,01).
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Queratose actinica Pele Fotoexposta Pele fotoprotegida

Figura 2. Expresséo de marcadores de proliferacédo e apoptose nos epitélios amostrados
(Giemsa-DA,; 200x): Ki-67 (A, B, C), p53 (D, E, F), survivina (G, H, I), COX-2 (J, K, L) e
p105/p50 (M, N, O).

40




Juliano Vilaverde Schmitt

A correlacdo da expressdo entre os marcadores teciduais esta disposta na tabela 3
e apéndice 2. Destacam-se as correlacdes positivas significativas entre os marcadores,

exceto para p105/p50.

Tabela 3. Correlacdo linear (rspearman) €ntre os marcadores imuno-histoquimicos de
proliferacdo e apoptose.

Anticorpo primario p532 Survivinad COX-2b  pl105/p50a  NIQc
Ki-67a 0,52* 0,46* 0,28" -0,06 0,66*

p532 - 0,51* 0,27* 0,10 0,61*
Survivinaa - - 0,29* 0,07 0,64*
COX-2b - - - 0,12 0,50*
p105/p502 - - - - -0,05

aHSCORE; b Fragao de campos positivos; ¢ Neoplasia intraepitelial queratinocitica; * p<0,02.

Discusséo

O presente estudo demonstrou progressiva expressdo de fatores antiapoptéticos
(p53) e inflamatorios (COX-2) e fatores de proliferacdo (Ki-67) da pele fotoprotegida em
relacdo a pele fotoexposta e QAs, evidenciando que a exposicdo cronica a radiacdo
ultravioleta (RUV) promove alteracdes teciduais que tornam toda area exposta susceptivel
a carcinogénese (campo de cancerizacdo). Esse achado é substanciado pela correlacao
entre a expressao desses fatores e o0 grau de displasia do epitélio.

Carcinogénese € um fenébmeno complexo que depende do sucesso de mutacdes no
DNA, gerando imortalizacdo e replicagdo celular. RUV, especialmente UVB, é um
carcinbgeno que age nas fases de iniciacdo e promoc¢do das principais neoplasias
cutaneas, constituindo o agente ambiental mais importante na dermatologia.

A adequada manutencdo tecidual envolve a indugédo, por meios genéticos, da
apoptose de células senescentes ou alteradas, com alto grau de especificidade e
eficiéncia, mantendo a morfogénese e a homeostase.*** Falhas nos mecanismos de
regulacdo ou execucao da apoptose estéao relacionadas a uma ampla gama de doencas,
incluindo neoplasias.**

Alteracfes na proteina p53 sdo descritas em mais de 90% das neoplasias malignas.
Entre as neoplasias queratinociticas, ocorrem em 50-81% das QAs, 70% das doencas de

Bowen, 90-100% dos CECs e 70-74% dos carcinomas basocelulares.****
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UVB promove uma mutacdo especifica no gene da proteina p53 (fingerprint),
possibilitando a investigacao especifica em neoplasias induzidas pela RUV por técnicas
de deteccéo molecular, como o PCR (polymerase chain reaction).*®*°

O antigeno Ki-67 é um marcador de proliferacdo celular frequentemente utilizado
para identificar a proporcéo de células proliferativas em um tecido, sendo identificado em
19-24% das células em QAs. E associado a invasividade e pior progndstico de neoplasias
queratinociticas.®*®

Na pele fotoexposta, clinicamente normal, ocorre a formacdo de agrupamentos de
gueratinécitos que expressam p53 e Ki-67 de forma isolada, evidenciando clones
mutantes, em proliferacdo, com potencial de desenvolvimento de QA ou CEC local.**’
Em nosso estudo, esses agrupamentos representavam as areas hotspot do epitélio e
foram avaliados como representantes do tecido, j4 que se evidenciava franca instabilidade
gendmica local, elevando seu HSCORE. Entretanto, na maior parcela dos campos

suplementares, os queratindcitos ndo evidenciavam alteracdes significativas (Figura 3).

Figura 3. Clones de queratinécitos marcados por p53 em meio ao epitélio
fotoexposto ndo marcado.

A expressao nuclear de survivina esta associada ao comportamento neoplasico de
tecidos e maior agressividade de tumores e, por esse motivo, preferiu-se estima-la a partir
do HSCORE.}“8% Ha poucos estudos, com diferentes técnicas, que avaliaram a
expressdo de survivina em QAs, porém, esteve presente em 83% das lesGes analisadas
por hibridizacdo in situ.’® Apesar de estar primariamente associada a neoplasias
malignas, a expressdo aumentada de survivina também ocorre em hiperproliferacdes
benignas de pele como observado em lesdes de psoriase, queratose seborreica e verruga

vulgar.*®* Em nossa casuistica, verificamos positividade para survivina em todos os tipos

42



Juliano Vilaverde Schmitt

de tecido estudados, porém, na pele normal, prevaleceu a localizacéo citoplasmatica, ao
contrario das QAs, que foram mais frequentemente nucleares.

Ao contrario de alguns estudos, verificamos positividade nuclear para survivina na
pele normal, o que pode ser explicado pela exposicéo antigénica decorrente da técnica de
preparo das coloracdes.®

Survivina também participa da via de sinalizacdo Wnt/3-catenina que desempenha
papel importante na carcinogénese cutanea contribuindo para o desenvolvimento de QAs
e CECs.’”%? Recentemente, foi proposto que a expressdo de survivina constitua um
evento precoce do desenvolvimento neoplasico atuando na etapa de iniciacdo de células-
tronco tumorais. A epiderme é continuamente suprida por queratinécitos derivados de
células progenitoras e, portanto, mutacdes adquiridas nestas células podem induzir a
transdiferenciacdo em células-tronco tumorais as quais proliferam como células
malignas.’

COX-2 é uma enzima classicamente associada com a resposta inflamatéria, porém,
nas ultimas décadas, foi reconhecido seu papel na carcinogénese, estando associada a
neoplasias de diversas origens teciduais. Além de estimular a proliferacdo celular e a
angiogénese, demonstrou-se que a elevacdo da COX-2 esta relacionada a resisténcia a
apoptose em VArios tumores, tais como colorretal, mama, pulmé&o e préstata.?*?®

Na pele normal a COX-2 é induzida pela radiacdo UV e esta hiperexpressa em
CECs (50%) e QAs (50%).%*** Nossos dados corroboram esses resultados ao mostrarem
aumento na fracdo de campos marcados nas lesbes em comparagdo com a pele normal
fotoexposta e fotoprotegida. Além disso, houve significativa correlagdo entre a expressao
da COX-2 e dos marcadores de proliferacdo e resisténcia a apoptose estudados, assim
como com maiores graus de atipia celular.

NF-kB € um fator de transcricdo envolvido em varias funcbes celulares,
particularmente, na resposta a agressées, regeneracéo e inflamacéo.> Alids, alteracdes
dessa via estdo associadas ao desenvolvimento de certas neoplasias. Exposicdo a
radiacdo UV ativa o NF-kB por vias precoces, como a inibicdo da transcricdo do seu
inibidor (IkB), ou mesmo, independentemente da inativacéo de IkB.>>>®

Ha uma atuacdo mudltipla e controversa do NF-kB na apoptose, por uma via
inativando e, por outra, ativando a via JNK, a qual atua na inducdo da apoptose.>*°

O estresse oxidativo induzido pelo UVB parece promover a expressao de proteinas
envolvidas na inflamag&o e no ciclo celular como a INOS, COX-2 e ciclina D1 pela via

MAPK/ NF-kB.>* A ativacéo do receptor TNF-R1 pode ativar o NF-kf através da via TRAF-
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2, por outro lado a regido promotora do TNFa apresenta um sitio consensual de ligacéao
para o NF-k@3, indicando que ele deve estar associado a liberacdo de TNFa induzida pelo
uv.®

A ativacdo do NF-kB em queratindcitos imortalizados (HaCaT) exerce importante
papel na promocdo do desenvolvimento tumoral, sendo que o estimulo proliferativo
verificado pelo TNFa é dependente desta via. Esses dados se mostram inversos aos
achados do efeito do NF-k3 sobre queratindcitos normais, onde a sua ativacéo tem efeito
antineoplasico. Isso indica que alteragbes preliminares em genes supressores tumorais
como o p53 ou p21, que estdo presentes em células HaCaT, criariam um ambiente que
propicia o efeito proliferativo e antiapoptético do NF-kB.°#®* Em suma, a ativacdo do NF-
KB teria efeito antineoplasico em queratindcitos normais, porém pro-neoplasico em
gueratinécitos com alteracdes genéticas precoces no processo carcinogénico, como a
inativacao de genes supressores tumorais.

Em concordancia com as observacdes da sua atuagéo paradoxal, os nossos dados
nao mostraram correlacéo significativa entre a marcac¢ao nuclear para p105/p50 e outros
fatores de proliferacdo e apoptose, porém, descreve-se originalmente, a expressao
comparativa de pl05/p50 nas QAs, pele fotoexposta e fotoprotegida. Esses achados
indicam a necessidade do estudo pormenorizado da participacdo da via do NF-kB no
processo de carcinogénese cutanea, vislumbrando, inclusive, o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas ou preventivas.

A familia Bcl-2, inclui um grupo de proteinas evolucionariamente correlacionadas
gue atuam na permeabilidade da membrana externa mitocondrial, com efeitos
antiapoptoticos, como as unidades Bcl-2, Bcl-xL e Bcl-w, ou com efeitos proapoptéticos,
como as unidades Bax, Bak e Bok.®* A expressdo da proteina Bcl-2 foi avaliada em
diversos estudos com QAs, sendo evidenciada entre 25% e 100% das lesdes,
principalmente nas formas hipertréficas, sugerindo maior risco de progressdo dessas
lesbes para doenca invasiva.®>®’

Neste estudo, foram exploradas e correlacionadas as expressbes de fatores de
diferentes vias de proliferacdo, inflamacéo e apoptose em QAs, pele fotoexposta e pele
fotoprotegida, além da displasia do epitélio. Ao passo que a avaliacdo simultanea desses
tecidos favoreceu o entendimento da dinamica em relacdo ao estimulo carcinogénico do
UV, a exploragdo meticulosa de fatores consecutivos de vias individuais, sistemas de

controle pds-transcricional, ou mesmo o polimorfismo génico desses peptideos envolvidos
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permitiia um conhecimento mais apurado do processo, 0 que deve ser conduzido
posteriormente.

A andlise quantitativa da marcacdo imuno-histoquimica é influenciada por fatores
gue dependem do tecido, da doenca estudada, da fixacdo, do tempo de armazenagem,
da espessura do corte, da contracoloracdo, do anticorpo utilizado, da padronizacédo da
técnica, de componentes humanos da confeccdo das laminas, da qualidade do
microscopio, sua intensidade de luz e aspectos subjetivos do avaliador.®®"°

Adicionalmente, ndo ha uma relacao linear (estequiométrica) entre a quantidade de
proteina e a intensidade do sinal da imagem, o que ocorre principalmente pela saturacéo
da cor e da escala exponencial de luminancia nas fotos digitais. Isso exige cautela na
interpretacédo de resultados quantitativos que se baseiem unicamente na intensidade da
marcacéo. > "3

O emprego do HSCORE como estimativa semiquantitativa de marcagdo imuno-
histoquimica é bastante reprodutivel e absorve informacao relativa simultaneamente ao
percentual de nudcleos e sua intensidade de marcacdo, apesar da contagem tender a
subestimar campos muito intensamente marcados e superestimar oS menos marcados.
Técnicas morfométricas digitais apresentam alta correlacdo com HSCORE, com a
vantagem da exclusdo da subjetividade do avaliador (Anexo 5)*®’*"® Entretanto, a
escolha do campo amostrado (hotspot) interfere significativamente no resultado, visto que
podem n&do ser representativos da maior fracdo do tecido, como a existéncia de
agrupamentos isolados de células marcadas, ou decorrerem de artefatos de
processamento da lamina.

Além disso, a variabilidade interna entre as classificagdes subjetivas do HSCORE
(ndcleos muito, médio e pouco marcados) pode reduzir a variabildiade interna das
amostras, reduzindo o poder em testes estatisticos. O uso de técnicas morfométricas
digitais adequadamente validadas pode suplantar esses problemas, assim como
aumentar a agilidade da analise em um namero maior de campos amostrados.

Quando o marcador é expresso de forma irregular, ou infrequente no tecido, a
ampliacdo do numero de campos amostrados ou mesmo, a andlise do nimero de campos
positivos em relacdo ao todo pode representar melhor o fendmeno. O calculo da fracao de
campos com nucleos marcados se correlaciona linearmente com o HSCORE dos hotpots
em tecidos com distribuicdo homogénea das marcagdes (Apéndice 1).

QAs e queilites actinicas devem ser percebidas como modelos de carcinogénese

cutaneo-mucosas em humanos. Além da sua incidéncia, a expressao diferencial de
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fatores de proliferacdo celular ou das diferentes vias intrinsecas de apoptose na pele
fotoprotegida, fotoexposta e lesional permitem a investigacéo clinica de fatores de risco
epidemiologicos, ou 0 ensaio de medidas preventivas contra o CEC de pele e mucosas.

O conhecimento das alteracdes nas vias de apoptose, inflamagé&o e do ciclo celular
permite o desenvolvimento de medidas pontuais que interfram nas fases da
carcinogénese cutanea, especialmente em pacientes de alto risco, como albinos,
imunossuprimidos ou portadores de sindromes genéticas predisponentes ao cancer de
pele_76-8o
O uso regular de filtro solar reduz a incidéncia de QAs e CECs em até 40% de
pacientes imunocompetentes, e em até 30% de novas QAs em imunossuprimidos por
transplante de érgdos sélidos.®*®* Histologicamente, a expresséo de p53 na epiderme

7

fotoexposta é reduzida pela metade em usuarios regulares de fotoprotetores, e nos
fragmentos de pele coletados nos meses de inverno.*"%

Recentemente, a inclusdo de fatores anti-inflamatdrios e antioxidantes nos filtros
solares, busca atenuar o efeito de outras vias, como NF-kB, e ativacdo de
metaloproteinases dérmicas no processo de envelhecimento e carcinogénese.®

Anti-inflamatdérios ndo-hormonais e aspirina promovem o bloqueio da COX-2 e,
provavelmente, do NF-k3, com potencial de intervengdo na carcinogénese. Entre usuérios
regulares de AINHs por mais de um ano, mesmo em doses baixas, houve menor risco de
CEC (razdo de chances = 0,2) e menor contagem de QAs (razdo de chances = 0,5).%
Resultados semelhantes quanto ao CEC foram encontrados em um estudo populacional
com 1484 participantes, verificando reducédo de risco com varios AINHSs, principalmente o
AAS, e mais intensamente para tumores positivos para p53 ou com perda de heterozigose
do gene PTCH.*

Um estudo aberto verificou significativa reducéo nas QAs pelo uso topico de gel de
diclofenaco de sddio, um potente inibidor da COX-1 e 2, resultando em 81% de resposta
completa.® Diversos estudos subsequentes corroboraram este achado.%*%

As abordagens citotoxicas para o0 tratamento das QAs incluem a terapia
fotodindmica, que interfere com o ciclo celular das células em rapida proliferacéao,
atingindo taxas de resposta de cerca de 70-90%, especialmente, nas lesées menos

hiperqueratésicas.*°>*%

O mebutato de ingenol € um novo agente citotoxico que
demonstrou rapido efeito em 56-75% das QAs e nas células displasicas do epitélio

adjacente.'®
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Técnicas fisicas e destrutivas como a laserterapia, acido tricloroacético e crioterapia
com nitrogénio liquido séo eficientes tratamentos de QAs visando também a prevencéo da
transformacdo invasiva, porém, carecem de especificidade para as células displasicas,
devendo ser suplantados pelos tratamentos de “campo” e medidas de
quimioprevencéo.'®%” A exploracado de vias de escape da carcinogénese deve subsidiar
0 progresso dessa abordagens no desenvolvimento de novas estratégias de abordagem
das QAs.

Conclusdes

A expressao de fatores proliferativos (Ki-67), inflamatorios (COX-2) e antiapoptoticos
(survivina e p53) correlacionou-se positivamente com o grau de displasia da epiderme, e
foi maior nas QAs que nos epitélios fotoprotegido e fotoexposto, indicando a existéncia de

dano gendmico tecidual subclinico e risco de neoplasia subsequente.
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Resumo:

Fundamentos: Queratoses actinicas sdo proliferacdes atipicas de queratinécitos com
potencial de transformacdo em carcinoma espinocelular invasivo. Estudos clinicos e
laboratoriais verificaram efeito preventivo do acido acetilsalicilico e outros anti-
inflamatorios ndo hormonais no desenvolvimento de varias neoplasias.

Objetivos: Investigar a influéncia do uso oral regular de &cido acetilsalicilico na
prevaléncia de queratoses actinicas.

Métodos: Estudo tipo caso-controle com pacientes do ambulatério de dermatologia,
maiores de 50 anos, sem evidéncia de imunocomprometimento, avaliados no periodo de
2009 a 2011. Os casos foram definidos como aqueles que estavam em uso regular de
acido acetilsalicilico oral, por mais de seis meses consecutivos. Avaliaram-se: idade,
género, fototipo, tabagismo, uso de medicamentos, ocorréncia de cancer de pele pessoal

ou familiar, habitos de fotoprotecdo e exposicdo solar. Foram contadas queratoses
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actinicas na regido medial da face e nos membros superiores. As contagens foram
ajustadas pelas covariaveis a partir de modelo linear generalizado (Binomial negativo).
Resultados: Foram avaliados 74 casos e 216 controles. O tempo mediano de uso de
acido acetilsalicilico foi de 36 meses. Casos diferiram dos controles quanto a idade mais
elevada, maior prevaléncia do uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina,
maior pratica de lazer exposto ao sol e menor nimero de queratoses faciais e dos
membros superiores (p<0,05). O modelo multivariado evidenciou que uso de acido
acetilsalicilico associou-se a menores contagens de queratoses actinicas faciais
(eritematosas e hipertroficas) e eritematosas dos membros superiores (p<0,05),
independentemente dos demais fatores de risco.

Conclusdes:O uso regular de &cido acetilsalicilico oral, por mais de seis meses,
associou-se a menor prevaléncia de queratoses actinicas, especialmente as faciais e

eritematosas.

Palavras-chave: Ceratose actinica, Apoptose, Epidemiologia, Raios Ultravioleta,
Neoplasias, Carcinoma de Células Escamosas; Acido acetilsalicilico, Estudos de Casos e

Controles

Abstract

Background: Actinic keratoses are atypical proliferations of keratinocytes with a potential
for turning into invasive squamous cell carcinoma. Clinical and laboratorial studies have
observed a preventive effect of acetylsalicylic acid and other non-hormonal anti-
inflammatory drugs in the development of many neoplasms.

Objectives: To investigate the influence of a regular oral use of acetylsalicylic acid in the
prevalence of actinic keratoses.

Method: A case-control study with outpatients of a dermatologic clinic, above 50 years of
age, with no evidence of immunosuppression and assessed between 2009 and 2011.
Cases were defined as those who had been under regular use of oral acetylsalicylic acid
for more than six consecutive months. The assessment focused on: age, sex, skin-type,
tobacco smoking, use of medication, occurrence of individual or family skin cancer,
sunscreen and sun exposure habits. Actinic keratoses were counted in the medial region
of the face and upper limbs. Counts were adjusted by co-variables by a generalized linear
model (negative binomial).

Results: A total of 74 cases and 216 controls were assessed. The median time of aspirin
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use was 36 months. Cases differed from controls as to the highest age, highest
prevalence of use of angiotensin-converting enzyme inhibitors, more frequent practice of
sun-exposed leisure activities, and fewer keratoses on the face and on the upper limbs
(p>0.05). The multivariate model showed that the use of acetylsalicylic acid was
associated to lower counts of face actinic keratoses (erythematous and hypertrophic) and
upper-limb erythema (p>0.05), regardless of other risk factors.

Conclusions: The regular use of oral acetylsalicylic acid for more than six months was
associated to a lower prevalence of actinic keratoses, especially facial and erythematous

ones.

Key-words: Actinic keratosis; Apoptosis; Epidemiology; Ultraviolet rays; Neoplasms;

Carcinoma, Squamous cell; Acetylsalicylic acid, Case-Control Studies.

Introducéo

Queratoses actinicas (QAs) sao proliferacfes atipicas de queratindcitos induzidas
principalmente pela radiacdo ultravioleta (RUV). Além do potencial (5-20%) de
transformacdo como neoplasia invasiva, refletem o fotodano acumulado e indicam maior
risco de desenvolvimento de canceres de pele em toda regido acometida pela doenca.’®

Sdo frequentes em areas fotoexpostas da populacdo idosa de pele clara,
representando 5,1% das queixas em consultas dermatolégicas no Brasil. Na Australia,
estima-se que 40-50% da populagdo acima dos 40 anos apresente ao menos uma
lesdo.%’

Considerando-se que QAs possam representar modelos de estudo de
carcinogénese cutanea “in vivo”, a identificacdo de fatores que possam prevenir QAs se
reflete em potenciais medidas preventivas ou terapéuticas relacionadas ao cancer de
pele, especialmente o carcinoma espinocelular (CEC).®

Ha décadas, estuda-se o papel dos anti-inflamatérios ndo-hormonais (AINHS), e
principalmente do &cido acetilsalicilico (AAS), na prevencdo de alguns tipos de cancer,

9-11

especialmente canceres de colon e cutaneos. Os resultados favoraveis em estudos

experimentais e ensaios clinicos foram atribuidos principalmente a inibicdo da enzima
ciclooxigenase tipo 2 (COX-2), que exerce papel antiapoptético, angiogénico e
proliferativo nessas neoplasias.***?

Aspirina® ou AAS é uma medicacdo antiga e de baixo custo utilizada como

antitérmico e anti-inflamatério que atua pela inibicéo irreversivel das cicloxigenases 1 e 2.
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No entanto, vem sendo indicada em baixas doses na prevencdo de eventos
tromboembdlicos. Estudos clinicos realizados nestas populag¢des indicaram reducdo na
incidéncia de algumas neoplasias, 0 que alertou para novas possibilidades terapéuticas.
Além do bloqueio da COX-2, acredita-se que outras atividades farmacodinamicas do AAS
possam compor seu efeito antineoplasico.®

Os autores objetivam investigar a influéncia do uso oral regular de AAS na

prevaléncia de QAs em adultos, imunocompetentes, acima dos 50 anos de idade.

Casuistica e Métodos

Estudo tipo caso-controle, envolvendo individuos adultos maiores de 50 anos,
voluntérios, esclarecidos e concordantes, de ambos o0s géneros, selecionados entre
pacientes do ambulatério de dermatologia geral da Fundacdo Pr6-Hansen, Curitiba-PR,
no periodo de abril de 2009 a setembro de 2011.

Os casos foram definidos como aqueles que usaram um minimo diario de 80mg de
AAS oral, em mais de quatro dias por semana, por mais de seis meses consecutivos. Os
controles foram aqueles que nao referiram uso prévio de AAS.

Foram excluidos pacientes com indicios de imunossupressao, portadores de
sindromes genéticas predisponentes a neoplasias, com déficit de comunicacao,
acamados, com dermatoses difusas no tegumento, fototipos V ou VI, que fizeram uso de
outros AINHs regularmente, que interromperam o uso de AAS ha mais de dois meses da
entrevista, que usaram retinoides topicos, sistémicos ou medicacfes imunossupressoras;
que trataram QAs em algum momento ou que se submeteram a tratamentos fototerapicos
e radioterapicos prévios.

N&o foi adotada sistematizacdo especifica da coleta da amostra (amostra por
conveniéncia), ou proporgao entre casos e controles, sendo incluidos consecutivamente
todos os pacientes disponiveis que apresentassem critérios de incluséo.

A partir de formulario padronizado (Quadro 1) os pacientes foram entrevistados e
examinados por dermatologista experiente (J.V.S.), ap0s assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 4).

Foram contadas as lesbes de QAs visiveis de regido predefinida na face,
centralmente, e, nos antebracos, abrangendo dos cotovelos até o dorso das maos (Figura

1). Foi empregada caneta marcadora de pele para auxilio na contagem.*
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Quadro 1. Formulario padronizado utilizado na entrevista.

Tipo de Registro: [ Controle [0Caso [Excluido

Hoje: ...... [oiiidiii. Iniciais: ...ccovovvveeennne. Prontuério: ....... Sexo:OJ1.M O2F
Ano de Nascimento (<1949): .....oiiiieiiiiiiiiiieeee e Fototipo: 01 02 O3 04 O5 06
Telefone de Contato:.. Cidade: O 1. CuritiDa [ 2.0Ura . .....ccoouuriiiiiiiieeiieee et

Radioterapia para cancer? Sim Tratamento com fototerapia? 0Sim Acamado? OSim
Tomou retindide? O0Sim Inconsciente? [OSim Imunossuprimido? 0Sim N&o concorda? [0Sim
Tratou QA na Dermato? 0Sim Usa AAS <4x/semana? 0Sim Usa AINH regularmente? [0Sim

Usa medicamentos orais: J1.N&0 [J2.SiM QUAI (IS): «.uuueeeiiiieieiiiiiee ettt
CrEMES QUE USOU: ..utiiiiiiiiiieeeias ittt e e e st e e et e e e e e e s r et et e e e e e s a s nee s [ Retindide topico [05-FU
Comorbidades? [11.N&0 J2.SiM QUAI (IS): «.iiuureeiiiiiiee ittt et enees
Utilizou AAS (>4x/sem) nos altimo ano : J1.Ndao [J2.Sim
Més/ano de inicio:.......... Lo, Ja parou: 01.Na0 [2.SiMm QUANAO: .....ceviiiviiieiiiiieeeiiiee e
Qual adose diariade AAS: ..o Quantos dias por semana? .........cccceeeeee..

Queimadura solar prévia? [J1.N&o [12.Sim
Histdria Pessoal de cancer de pele: O1.NEO 02.SiM QUAIZ:....coiiiiiiiiiiiii et
Historia Familiar de cancer de pele (pais, irméos, filhos, tios): [01.Ndo 02.Sim

Profisséo / Atividade: [ 1.Protegido (Indoor) [0 2.Exposto ao sol Qual?: ........ccooveiiiiiieeeiiiiieee e
HA qQUANTOS ANOS?.. ... ieiiieiiiee et e e e e e e e s re e e e e e e nenes

Atividade Lazer: 1.Protegido (Indoor) 0 2.EXposto a0 SOl QUAI?: .....eeviieiiiiiiiiiiiieee e
HA QUANTOS @NOS?.....iiiiiiiiiiiie et
= V= B o] =1V o TR SERR PO

Usa Filtro solar (ha > 2 anos): 01.Nunca [O2.todo dia [03.s06 ao sair de casa [14.s6 praia/piscina
Fumou >4x/sem? [1.Nado [J2.Sim > AINDA FUMA? [03.Sim [4.Nao
Ha quantos anos parou?.................... Com que idade COMEGOU?.....covviiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaereeerenenenenes
Quantos cigarros por dia?................. Chegou afumar qUANTOS? . ....eviiiiiiieeiiiie e
Nimero de QA na FACE: ENtematoSa.......ccooueiiiieaiiieiiiee it Hipertrofica.........cccceeveeee
NUimero de QA N0 MSD: ErtemMatOSa........ueeiveiaiiieaiiieiiieesiee et e e siee e Hipertrofica.........ccccvueenn.
NUumero de QA N0 MSE: ErtematOSa.......ccuuviiieeeeiiiiiiiiiiieee et ee e e s sanaeee e Hipertréfica ......cocoeeeennes

As principais variaveis analisadas foram o numero e tipo de QAs (eritematosas ou
hipertroficas) presentes nas areas padronizadas na face e membros superiores (MMSS),
além do uso de AAS oral (tempo e carga acumulada). As demais variaveis independentes
foram: idade, sexo, fototipo, tabagismo, uso de inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA), ocorréncia de cancer de pele pessoal ou familiar, habitos de
fotoprotecao e exposicao solar (ocupacional ou lazer).

Variaveis quantitativas foram representadas pelas médias e desvio padrédo, ou
medianas e quartis (1° e 3°) quando a normalidade ndo for evidenciada pelo teste de
Shapiro-Wilk.*> A comparacéo entre grupos foi realizada pelo teste t de Student ou Mann-
Whitney, se indicado. Variaveis quantitativas do tipo contagem foram comparadas por
modelo de regressdo binomial negativo.’® Variaveis qualitativas foram representadas

pelos seus percentuais e comparadas pelos testes do qui-quadrado ou qui-quadrado de
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tendéncia, se houvesse caracteristica ordinal. A correlacdo entre variaveis quantitativas
foi estimada pelo coeficiente de correlac&o linear de Spearman (rs)."

Inicialmente, casos e controles foram comparados bivariadamente a fim de
evidenciar a homogeneidade dos grupos. A dimensao do efeito das variaveis categoricas
foi estimada pela razdo de chances (Odds Ratio - OR) e seu intervalo de confianga de
95% (IC 95%).18

Posteriormente, foi desenvolvido um modelo exploratério de risco de QAs a partir de
modelo de contagem linear generalizado (Binomial negativo), composto pelas covariaveis
gue atingissem p<0,3. A dimensdo do efeito foi representada pelo estimador B da
regressdo.™

Dados faltantes foram estimados por técnica de imputagéo multipla.?

Foram considerados significativos valores bicaudais de p<0,05.

Os dados foram tabulados em MS Excel 2003® e analisados usando os softwares
SPSS 17.0.%

O dimensionamento amostral baseou-se em um pré-teste com 50 casos e 50
controles e calculado para um modelo de regressao multipla, estimado seu “power” de 0,8
e nivel alfa bilateral de 0,05. De acordo com a estimativa de variaveis no modelo final, foi
avaliado em 70 casos e 70 controles a amostra minima.**?®

O projeto foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa do Hospital de Clinicas de
Curitiba-PR (N° 299.EXT.005/2009-03) (Anexo 3).

Figura 1. Area padronizada para contagem de QAs faciais (A) e dos antebracos (B)
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Resultados

Foram avaliados 290 pacientes, sendo 74 usuarios regulares de AAS e 216
controles. Os principais dados clinicos e demogréficos estdo dispostos na tabela 1 e
figura 2. Casos e controles ndo apresentaram homogeneidade quanto a idade,
prevaléncia do uso de IECA e numero de QAs faciais eritematosas.

Entre os casos, o tempo mediano (1°. e 3°. quartis) de uso de AAS foi de 36 (17-
74) meses, 81% utilizaram a dose diaria de 100mg e a dosagem acumulada mediana foi
de 27,7 (13-59) g.

A mediana (1°. e 3°. quartis) amostral do numero total de QAs foi 2 (1-5) para a
face e 1 (0-3) para os MMSS, sendo que 80% dos pacientes apresentavam ao menos
uma lesdo de QA na face. Observou-se correlacdo entre o nimero de lesfes e a idade
tanto para lesdes da face quanto dos MMSS (rs = 0,3 e 0,4; p<0,01). Da mesma forma, o
namero de lesdes na face se correlacionou com o nimero de lesées nos MMSS (rs = 0,5;
p<0,01). A figura 3 evidencia que as contagens de QAs totais faciais e de MMSS séo
menores entre 0s casos (p<0,05).

Dezoito por cento dos entrevistados ja receberam o diagndéstico de cancer de pele
alguma vez, sendo que estes apresentavam maior contagem mediana (quartis 1 e 3) de
QAs tanto na face quanto em MMSS (4 (2-7) x 2 (1-5); p<0,01 e 2 (0-10) x O (0-2);
p<0,01).

Os usuarios de AAS regulares eram mais velhos e executavam mais atividades de
lazer ao ar livre. Houve mais aposentados entre os usuarios de AAS (23% x 10%; OR =
2,6 (1,3-5,3); p<0,01), da mesma forma, os praticantes de atividades de lazer ao ar livre
eram mais frequentemente aposentados (24% x 9%; OR = 3,3 (1,7-6,5); p<0,01). Quando
ajustados por aposentadoria, casos e controles ndo diferiram em relacdo a pratica de
lazer exposto ao sol (p=0,20).

As comorbidades mais significativamente associadas aos usuarios regulares de
AAS foram cardiopatia isquémica (18% x 2%; OR = 11,3 (3,6-35,9); p<0,01), hipertenséo
arterial sistémica (84% x 39%; OR = 8,12 (4,1-16,0); p<0,01) e diabetes melitus tipo 2
(30% x 6%; OR = 6,6 (3,1-14,0); p<0,01).

A tabela 2 apresenta os coeficientes da regressdo das contagens de QAs faciais e
dos MMSS. Destaguem-se padrdes de variaveis de risco diferentes para cada subtipo da
neoplasia, a influéncia da faixa etaria e dos fototipos claros na incidéncia de QAs em
todos o0s grupos, a reducdo mais evidente do numero de QAs faciais (eritematosas e
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hipertroficas) e as eritematosas dos MMSS entre os usuarios de AAS, além do tabagismo
influenciando fundamentalmente a contagem dos MMSS.

O tempo de uso de AAS e a carga de AAS também se correlacionaram a menores
contagens de QAs (eritematosas e hipertroficas) faciais e dos MMSS (p<0,05).

Tabela 1. Principais dados clinicos e demograficos de casos e controles.

Variaveis Casos Controles OR (IC 95%) pa
Género Feminino — N(%) 47 (64) 149 (69) 0,78 (0,5-1,4) 0,39p
Idade — mediana (Q1-Q3) 63,5 (58-70) 59 (55-66) - 0,00¢
Fototipo — N(%) 0,41d
-1 20 (27) 44 (20) 1,40 (0,7-2,8)
1] 30 (41) 98 (45) 0,94 (0,5-1,8)
\% 24 (32) 74 (34) 1,0
Historia de qllJ\Ie(madura solar - 44 (59) 141 (65) 0,78 (0,5-1,3) 0,375
0
Historia pessoal de cancer de i b
o fﬂek?l.— Nd %), d 11 (15) 41 (19) 0,75 (0,4-1,5) 0,43
istoria familiar de cancer de
oele — N(%) 11 (15) 28 (13) 1,17 (0,6-2,5) 0,680

Profisséo exposta ao sol

(Gltimos 10 anos) — N(%) 13 (18) 35 (16) 1,10 (0,6-2,2) 0,790
Lazer exposto ao sol — N(%) 30 (41) 63 (29) 1,66 (1,0-2,9) 0,07
Uso diério filtro solar por mais
de 2 anos — N(%) 10 (14) 46 (21) 0,58 (0,3-1,2) 0,14p
Uso regular de IECA — N(%) 35 (47) 39 (18) 4,07 (2,3-7,2) 0,000
Tabagismo atual — N(%) 10 (14) 41 (19) 0,67 (0,3-1,4) 0,290
QAs face — Mediana (Q1-Q3) 1(0-4) 3(1-6) - 0,02¢
QAs face eritematosa 1(0-4) 3(1-5) - 0,01e
QAs face hipertrofica 0 (0-0) 0 (0-0) - 0,59
QAs MMSS - Mediana (Q1-Q3) 0(0-3) 1(0-3) 0,03¢
QAs MMSS eritematosa 0(0-3) 1(0-3) - 0,02¢
QAs MMSS hipertréfica 0 (0-0) 0 (0-0) - 0,72¢
aValores ndo ajustados; ? Teste do qui-quadrado; © teste de Mann-Whitney; ¢ Teste do qui-quadrado de tendéncia; ¢ Regresséo binomial
negativa

OR = Raz&o de chances (Odds Ratio); IC 95% = intervalo de confianca de 95%.; Q1-Q3 = primeiro e terceiro quartis; IECA = Inibidor da
enzima conversora da angiotensina; QA = Queratose actinica; MMSS = Membros superiores.
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Teste de Mann-Whitney; Z=-3,5; p<0,01.

Figura 2. Distribuicdo das idades dos pacientes em cada grupo.
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Modelo linear generalizado (Binomial negativo); p(face)=0,02; p(MMSS)=0,03.

Figura 3. Contagem (escala de Log,) das QAs faciais e dos membros superiores entre

casos e controles.
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Tabela 2. Modelo linear generalizado (binomial negativo) para a contagem de QAs
ajustado pelas covariaveis de risco.

PN QAs faciais 0As MMSS
Variaveis® Eritematosa Hipertrofica Eritematosa Hipertrofica
estimador p  estimadorf p  estimador p estimadorf p
Uso do AAS -0,8 0,00 -0,7 0,01 -0,3 0,03 -0,4 0,24
Idade 0,1 0,00 0,1 0,00 0,1 0,00 0,1 0,00
Género feminino -0,2 0,11 - - - - - -
Fototipo 0,00 0,00 0,00 0,00
I-11 1,1 1,7 2,9 2,6
0,6 1,0 1,3 1,6
vV 0,0 0,0 0,0 0,0
Historia de queimadura 03 0.12 10 0.01
solar
Historia pessoal de . 0,7 016 03 0,10 05 015
cancer de pele
Historiade cancerde 3 g g : : 07 000 08 010
pele na familia
Profissdo exposta ao ) ) ) 0.4 0,09 08 0,03
sol (nos dltimos 10
Lazer exposto ao sol 0,2 0,12 11 0,02 - - - -
Uso regular de IECA - - - - 0,3 0,11 0,5 0,16
Uso diario filtro solar 19 0,08 06 0.14 11 0.05
por mais de 2 anos
Tabagismo atual - - - - 0,9 0,00 14 0,00
Deviance (modelo) 216,7 91,0 336,2 1458
p (modelo) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

aComposicao de cada modelo com varidveis que resultem em p<0,3; Efeito do modelo: analise tipo |.
IECA = Inibidor da enzima conversora da angiotensina; QA = Queratose actinica; MMSS = Membros superiores.

Discusséo

Uso regular de AAS oral associou-se, independentemente, a menor contagem de
QAs, especialmente, as formas eritematosas (face e MMSS) e hipertréfica da face. A
evidéncia que o tempo de uso e a carga de uso também foram associados a reducéo da
contagem, o que fortalece a hipotese que AAS possa interferir na génese de QAs. Uma
possivel explicacdo para esse fenébmeno € a inibicdo da COX-2.

Na epiderme normal, apenas uma leve expressdo da COX-2 é observada na
camada suprabasal, enquanto a COX-1 esta presente em toda a epiderme, no entanto,
apos exposicao a RUV, ocorre rapida inducédo da expressdo da COX-2 que exerce efeitos
pro-inflamatérios e antiapoptéticos, promovendo resposta inflamatéria que exerce papel
critico na carcinogénese.?*%°

Ocorre aumento da expressédo de COX-2 na epiderme murina submetida a radiacéo
UVB, assim como em lesdes de QAs, carcinoma espinocelular (CEC) e carcinoma

basocelular (CBC).?” Da mesma forma, em humanos, ha expresséo significativamente
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elevada de COX-2 em lesbes de CEC (40%), doenca de Bowen (22%) e QAs (31%) em
comparacdo com a pele normal.?®?°

Ratos transgénicos que promovem elevada expressdo de COX-2 sado mais
suscetiveis a tumores cutaneos induzidos pelo UV, enquanto ratos deficientes em COX-2
tém uma taxa de tumores 75% menor que ratos normais.>>3* Além disso, se verifica que a
presenca de QAs inflamadas em humanos esta associada a progressao para doenca
invasiva nestas lesdes.*

A COX-2 e a prostaglandina E2, por ela mediada, sdo reguladores positivos da
proliferac&o tumoral, principalmente pelas vias Ras/Raf/MAPK e Pt13K/Akt.*® Por sua vez,
a via da MAPK parece induzir a producdo de COX-2 gerando um ciclo de
retroalimentacao positivo.>* Esta mesma via pode ainda ativar a producdo de fator de
crescimento epitelial (EGF) em tumores colorretais.*

Outra propriedade da COX-2 relacionada a carcinogénese € a promoc¢ado da
angiogénese tumoral. Sua expressao esta correlacionada com a vascularizacdo do tumor,
densidade de capilares e sintese de fator de crescimento vascular endotelial.?®>* Da
mesma forma, em estudos com AINHs em céancer de colon, verificou-se producédo de
fatores angiogénicos dependentes da atividade da COX-2.*3

Além de estimular a proliferacdo celular e a angiogénese, demonstrou-se que a
elevacdo da COX-2 esta relacionada a resisténcia a apoptose em varios tumores, tais
como colorretal, mama, pulmdo e préstata. A atividade dessa enzima se mostrou
correlacionada com a expresséo de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl2.*%*

Verificou-se decréscimo na formacdo de tumores de pele induzidos por UV em
camundongos que receberam celecoxib (reducédo de 89%) ou indometacina (reducéo de
78%).%"3® Observou-se também reducdo de mais de 50% na incidéncia de tumores de
pele induzidos por RUV em ratos nus que receberam nimesulida, um inibidor seletivo da
COX-2.*° Adicionalmente, celecoxib inibiu o crescimento de células de melanoma,
inclusive em linhagens que n&o expressavam COX-2.%

Entre usuérios regulares de AINHs por mais de um ano, mesmo em doses baixas,
houve menor risco de CEC (OR=0,2) e menor contagem de QAs (OR=0,5).*! Resultados
semelhantes quanto ao CEC foram encontrados em um estudo populacional com 1484
participantes, verificando reducédo de risco com varios AINHSs, principalmente o AAS, e
mais intensamente para tumores positivos para p53 ou com perda de heterozigose do
gene do PTCH.*°
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Clouser e cols. também identificaram em um estudo prospectivo observacional, que
envolveu 2297 participantes, associacdo inversa entre o uso de AINHs e risco de CEC e
CBC, porém, neste estudo, o uso em curto prazo foi mais protetor que o uso em longo
prazo.*? Ainda, Asgari e cols. ndo verificaram associac&o entre o uso de AINHSs e risco de
CEC em uma investigacéo que incluiu 830 norte americanos.*

O efeito terapéutico do uso topico de AINHs em QAs ja foi significativamente
avaliado. Um estudo aberto verificou significativa reducado nas QAs pelo uso toépico de gel
de diclofenaco de sédio, um potente inibidor da COX-1 e 2, resultando em 81% de
resposta completa.** Diversos estudos subsequentes corroboraram este achado.*>3

O wuso oral de -celecoxib, um inibidor seletivo da COX-2, foi avaliado
prospectivamente em um estudo com 240 individuos para a preven¢édo de CEC e CBC em
portadores de 10 a 40 QAs. Apés nove meses de seguimento ocorreram
significativamente menos novas lesdes de CEC (Risco relativo - RR=0,4) e CBC (RR=0,4)
nos usudrios de celecoxib, porém, ndo houve reducdo no nimero de QAs.>*
Coincidentemente, um estudo prospectivo, controlado e duplo-cego verificou 20% menos
novas lesbes de CBC em portadores da sindrome do nevo basocelular apés trés anos de
uso de celecoxib.”

Além dos tumores queratinociticos, observou-se também menor risco de
desenvolvimento de melanoma cutaneo em usuarias regulares de AINHs (RR=0,5), mas
n&o em homens.*® Este achado foi confirmado em dois estudos posteriores (OR=0,5),*"*’
porém, uma coorte envolvendo 63.809 participantes n&o verificou tal associagéo.®

Apesar da inibichio da COX-2 pelo AAS ocorrer em uma propor¢gdo dose-
dependente, o uso oral de apenas 81mg diario reduz significativamente os niveis de
prostaglandina E2 na mucosa colonica distal, justificando o efeito clinico sob baixas
doses, como aconteceu em nossa amostra.>® Além disso, j4 foram propostos mecanismos
antineoplasicos independentes da COX-2 para o AAS, tais como a ativagdo do fator
nuclear kappa beta (NF-kB) e o estimulo a expressdo de proteinas de reparo do DNA
como: hMLH1 e hPMS2.%9%2

Em nosso estudo, os grupos foram bastante semelhantes quanto as variaveis
estudadas, exceto quanto a idade, prevaléncia de comorbidades, frequéncia de uso de
IECA e maior relato de atividades de lazer ao ar livre entre 0os casos. Tais caracteristicas
eram previsiveis pelo fato que a indicacdo de AAS pressupde doencas cardiovasculares,
gue sédo mais prevalentes com o envelhecimento. Da mesma forma, casos apresentaram

maior tempo livre para o lazer pelo fato de que grande parte ser aposentada e pode ser
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estimulada a préatica de atividades fisicas ao ar livre, como caminhadas, por motivos
terapéuticos e preventivos.

Em contrapartida, maior atividade de lazer exposta ao sol e maior idade deveriam
ser fatores que elevassem a incidéncia de QAs entre 0s casos. A menor contagem de
lesbes nesses pacientes reforca a evidéncia que AAS exerca papel protetor no
desenvolvimento de QAs.

Alguns estudos epidemiolégicos identificaram um possivel efeito antineoplasico dos
IECA.%*%* Tais efeitos seriam atribuidos a reducdo nas atividades angiogénica e
promotora de crescimento tumoral da angiotensina Il. Christian e cols. verificaram efeito
preventivo do IECA sobre lesbes de CEC (RR = 0,7) e CBC (RR = 0,6), no entanto, os
pesquisadores ndo controlaram os efeitos pelo uso de AAS ou outros AINHS, além disso,
as QAs sO foram contadas no inicio daquele estudo e analisadas como variavel de
ajuste.®® Em nossa casuistica, verificou-se significativa associacdo entre o uso de AAS e
de IECA, pois sdo medicac¢des frequentemente indicadas para doencas cardiovasculares.
Apesar disso, 0 uso de AAS pareceu associar-se a menor contagem de lesdes de QA na
face, mesmo quando ajustado pelo uso de IECA. Na analise dos fatores de risco para
QAs, o uso de IECA, na forma que foi contabilizado, ndo se associou ao nimero de QAs.

A prevaléncia de QA foi elevada nesta amostra (83,1%), sendo mais numerosa
proporcionalmente a idade, aos fototipos baixos e associada a ocorréncia de cancer de
pele. Tais achados corroboram observacdes epidemiologicas prévias e aludem ao
provavel aumento da incidéncia de QAs com o prolongamento da longevidade da
populacdo e aumento das suas atividades de lazer expostas diretamente ao sol, tornando
ainda mais premente, a investigacdo de elementos que venham a prevenir QA e sua
transformacéo para CEC.?’

As variacbes na prevaléncia de QAs observadas nos diferentes estudos
epidemiologicos podem dever-se a composicdo étnica da populagdo, habitos de
fotoprotecdo e fotoexposicdo, aos niveis de radiacdo ultravioleta a qual ela esta
submetida assim como a metodologia de contagem utilizada por cada equipe. Na regido
estudada, localizada no paralelo 25-Sul, a populacdo € composta majoritariamente por
descendentes europeus. Além disso, a metodologia utilizada promoveu a busca ativa de
lesdes, mesmo que clinicamente ndo significativas, em uma populacdo especifica,
constituida de pacientes dermatologicos em geral, contribuindo para a alta prevaléncia de
QAs na amostra.

Tabagismo é fator de risco reconhecido para diversos tumores solidos, além de
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atuar como cofator em outras neoplasias, por exemplo, no caso dos tumores relacionados
ao papilomavirus.®>® Ha alguns estudos que relacionam o cancer de pele ao fumo,
especialmente o CEC (RR = 2,0).°”% Além disso, héa forte associacéo entre tabagismo e
gueratoacantoma solitario (OR = 9,1), que alguns autores consideram como uma forma
de CEC bem diferenciado.”®™

Nossos dados mostraram associacao entre tabagismo atual e o nimero de lesdes
de QA nos MMSS, mas nédo na face. Uma explicacdo para isso seria a de que na regiao
de origem dos pacientes, situada a aproximadamente 1000 metros de altitude, com clima
frio a maior parte do ano, ocorre maior protecéo solar dos MMSS devido ao vestuario, que
na face, permitindo a atuacao local predominante de outros carcinégenos que nao a RUV.
Esse achado deve ser elucidado em estudos com desenhos proprios.

Além de padrdes diferentes das QAs da face e dos MMSS, que podem ser
justificados pela dificuldade de quantificacdo da fotoexposicdo e fotoprotecéo,
identificamos diferencas nos perfis de risco para QAs hipertroficas e eritematosas. Isso
pode decorrer da distribuicdo de lesdes hipertroficas, mais comumente localizadas nos
MMSS, assim como ocorrerem em menor amplitude de contagem que as eritematosas,
reduzindo o desempenho exploratério dos modelos estatisticos. No entanto, é possivel
também que QAs hipertroficas apresentem menor resposta ao AAS, ou ainda que
representem maior risco de evoluirem ou até ja apresentarem carater invasivo, podendo
se encontrar em estagios mais avancados da carcinogénese.’® Estes dados sugerem que
estudos de fatores de risco e mesmo ensaios clinicos em QAs devem considerar a
localizacdo das lesdes e os tipos clinicos na analise dos resultados obtidos.

Foi identificada associacdo negativa entre o uso regular por mais de dois anos de
filtro solar e as lesdes de QA, principalmente as hipertréficas, o que reforgca a importancia
da fotoexposicdo na génese das QAs. O efeito preventivo e terapéutico do uso de filtro
solar sobre QAs ja fora relatado previamente (OR=1,5 para remissao e RR = 0,6 para
incidéncia), principalmente em locais e periodos do ano com elevados indices de RUV."*
75

Nosso estudo apresenta algumas limitacdes decorrentes da possivel imprecisdo do
diagnéstico clinico das QAs, além do que, a contagem manual das lesdes apresenta
reprodutibilidade variavel."*"® Apesar disso, nossos resultados mostraram-se coerentes
com os dados da literatura e com a fisiopatologia das lesdes. A quantificacdo diferencial
entre QAs eritematosas e hipertréficas também revelou elementos que favorecem a

abordagem por subgrupos ao invés de contagens totais de lesdes utilizadas por outros
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autores, principalmente enquanto ndo se conhece a histéria natural e evolutiva da génese
e transformacéao entre esses subtipos.

Como nosso estudo foi realizado entre pacientes dermatolégicos de instituicdo
publica do Sul do Brasil, ndo podemos extrapolar seus resultados para outras realidades.
No entanto, a associacdo entre 0 uso de AINHs e QAs ja foi verificada em populacdes
distintas, a consisténcia entre os resultados das analises e a magnitude dos efeitos
encontrados favorecem o reconhecimento da associacdo entre o uso de AAS e menores
contagens de QAs.** Além disso, os rigidos critérios de exclusdo e emprego de variaveis
de controle reduziram o efeito de vieses de selecgéo.

Ensaios clinicos posteriores com amostragem representativa devem substanciar
nossos achados, e definir o papel do uso regular de AAS e outros AINHS na prevencgao de
QAs.

Conclusdes

QAs sdo associadas a idade elevada e fototipos mais claros. O uso regular de AAS
oral, por mais de seis meses, associou-se a menor prevaléncia de QAs, especialmente as
faciais e as eritematosas nos MMSS, 0 que corrobora resultados de estudos prévios
guanto ao potencial efeito antineoplasico cutdneo do AAS.
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6. Conclusdes gerais

1. Foram avaliadas e descritas as expressdes histoldégicas de fatores ligados a
proliferacdo, apoptose e inflamac&o, comparativamente, em queratoses actinicas,
epiderme fotoexposta e epiderme fotoprotegida.

a. Evidenciou-se correlacdo da expressdo de marcadores de proliferacéo (Ki-
67), resisténcia a apoptose (p53 e survivina) e inflamagdo (COX-2) com o
grau de displasia do epitélio (NIQ).

b. Houve maior expressao dos marcadores de proliferacao (Ki-67), resisténcia
a apoptose (p53 e survivina) e inflamacdo (COX-2) nas queratoses acinicas
gue na pele fotoprotegida.

c. O marcador pl105/50 expressou-se mais no epitélio fotoprotegido que nas
queratoses actinicas.

d. A expressdo de fatores antiapoptéticos, de atividade inflamatoria e
proliferativos na pele fotoexposta indica dano genémico tecidual subclinico e
risco de neoplasia subsequente.

2. Foi avaliada e descrita a prevaléncia de queratoses actinicas em pacientes com
mais de 50 anos de idade e a sua relacdo com a exposi¢ao ao acido acetilsalicilico.

a. O uso oral regular de acido acetilsalicilico associou-se a menores contagens
de queratoses actinicas faciais e eritematosas dos membros superiores.

b. Queratoses actinicas foram mais numerosas entre os individuos com idade
elevada, fototipos claros, com profissao ou lazer expostos ao sol, tabagistas,
gue referem nao usar regularmente filtro solar, que sofreram queimaduras
solares na juventude e com histérico pessoal ou familiar de cancer de pele.

3. Os resultados corroboram a importancia da identificacdo de fendtipos e
comportamentos de risco para queratoses actinicas, evidenciam o dano gendémico
induzido pela radiagédo ultravioleta na sua génese, e indicam que atitudes de
prevencao primarias, além de substancias que interfiram na atividade apoptoética e

inflamatoria possam evitar ou interferir com o processo de carcinogénese cutanea.
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7. Perspectivas

O presente estudo contribui para maior conhecimento dos aspectos epidemiolégicos
relacionados as QAs e os resultados sugerem a possibilidade de reducéo do risco de seu
desenvolvimento a partir de intervencbes em vias de inflamagdo que interagem com
sistemas de apoptose, como a COX-2 e NF-kp.

Esse trabalho deve ser reproduzido em diferentes populacdes, de diferentes
composi¢des étnicas, sociais, culturais e geograficas, para ratificar os resultados e
demonstrar sua validade externa. Além disso, a complementacdo das evidéncias deve ser
conduzida a partir de ensaios clinicos controlados e randomizados empregando AAS, ou
outro AINH, na prevencao de QAs e CECs, especialmente, em grupos de risco.

O estudo detalhado de diferentes componentes de cada via identificada nesse
estudo pode, além de substanciar o conhecimento da carcinogénese, indicar estratégias
terapéuticas e preventivas inovadoras.

E recente no conhecimento humano que cancer represente doenca genética,
decorrente de sucessivas mutacfes soméaticas que evoluem clonalmente, aumentando o
potencial proliferativo e invasivo de suas células, assim como seu entendimento na
perspectiva da evolucdo das espécies.

A vida surgiu na Terra ha 3,7 bilhGes de anos e, apenas ha 600 milhdes de anos,
originaram-se 0s primeiros organismos pluricelulares. Para manter as comunidades de
células coesas e interativas, formando corpos eficientes e competitivos evolutivamente, as
células precisaram desenvolver mecanismos que controlassem sua proliferacdo, por
vezes inibindo-a ou até desencadeando sua prépria morte em detrimento do sucesso de
uma estrutura organizacional.

A caracteristica mais almejada pelos organismos vivos € a capacidade de se
proliferar eficientemente nos mais diversos ambientes. Com o surgimento dos organismos
multicelulares mais complexos, esta caracteristica teve de ser controlada, sob o risco de
causar o que hoje chamamos de cancer.

Um dos principais mecanismos que a evolucao criou para propiciar o adequado
desenvolvimento dos seres pluricelulares complexos e evitar o crescimento desordenado
de células é a apoptose, presente desde a fase embrionaria e que atua por meio de
mecanismos intrinsecos celulares ou extrinsecos, como sinalizadores provenientes do

ambiente ou de outras células.
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Véarias moléculas, genes e mutacdes ja foram identificados em diferentes neoplasias,
sendo que a progressao do cancer geralmente se da através de processos de mutacdes
cumulativas e sequencialmente ordenadas, suplantando os mecanismos de apoptose.

Apesar da natureza aparentemente cadtica e aleatdria das altera¢des que levam ao
cancer, a evolucdo progressiva dos tumores invasivos a partir de lesbes menos
agressivas, ou pré-malignas, evidenciam a ordem que existe por tras deste processo. As
lesBes de QAs sdo um exemplo vivido dessa percep¢do da carcinogénese.

O conhecimento detalhado do processo de carcinogénese, de elementos
ambientais, fenotipicos, comportamentais e das vias metabolicas envolvidas nas fases de
iniciacdo, promocéao e proliferacdo neoplasica permitem a elaboracédo de estratégias de
prevencdo primaria e tratamentos de menor morbidade, preferencialmente, em lesbes
ainda pré-neoplasicas. A acessibilidade, simplicidade e seguranca do exame clinico e da
amostragem de tecidos dermatolégicos favorecem o estudo da carcinogénese cutanea,
em que QAs sédo modelos de evolugcao para neoplasia invasiva; e intervencdes diretas ao
tecido sob risco, genomicamente alterado (campo de cancerizacdo), nas QAs e queilites
actinicas podem reduzir a incidéncia e complicacdes diretas dos CECs.

O aumento da longevidade da populacdo pressupde incremento na incidéncia de
neoplasias cutaneas, provavelmente, devido ao dano cumulativo pela exposicdo a RUV,
exposicdo a carcin0bgenos ocupacionais, possivel impacto da dieta e resisténcia a
insulina, menor capacidade de reversdo do dano oxidativo sistémico, efeito de processos
infecciosos e inflamatdrios crénicos, menor vigilancia imunoldgica e atividade apoptética.

Além disso, como a ocorréncia de QAs ocorre, especialmente, apdés a idade
reprodutiva, € pouco provavel que a pressao seletiva decorrente de seu impacto na
gualidade de vida, ou mesmo da mortalidade especifica, promova a progressao
populacional de grupos mais resistentes a carcinogénese cutanea.

Esses elementos indicam a expectativa de aumento, nas proximas décadas, na
incidéncia de QAs e do desenvolvimento de CECs a partir dessas lesfes, alertando a
comunidade dermatolégica a necessidade de abordagens preventivas eficazes,
precocemente, nos pacientes de risco.

Finalmente, resultados de estudos que evidenciem os fatores de risco
comportamentais, de exposicao, ou elementos preventivos sdo fundamentais na proposta
de regulamentacdo sanitdria de profissdes associadas a maior probabilidade de

desenvolvimento de neoplasias cutaneas.
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8. Apéndices

Apéndice 1

Correlacéo entre avaliacdo semiquantitativa HSCORE e avaliagdo quantitativa do
percentual de campos marcados pelo p53 (rpearson=0,70; p<0,01) em cada tecido

amostrado.
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Apéndice 2

Matriz de dispersédo de pontos da expressao entre os marcadores teciduais

estudados.
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9. Anexos
Anexo 1

Parecer do comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da Unesp de

Botucatu do estudo: Expressao de fatores antiapoptéticos em queratoses actinicas.

&% Universidade Estadual Paulista
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Oistrto Rubilc Junior, s/n* - Botucatu - S P
CEP 18818870

FooelFax (Do) 38110143 Ragatraco ho Meisséno da Saude
e-mal socrotana capelupgRimd unesp e wm X1 de abedd e 1067
a-mail cootdenadona tsardendtmb uneso br

Botucatu, 01 de fevereiro de 2.010 OF. 014/2010-CEP

Ilustrissimo Senhor

Prof. Dr. Hélio Amante Miot

Departamento de Dermatologia e Radioterapia da
Faculdade de Medicina do Campus de Botucatu

Prezado Prof. Hélio,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projefo de
Pesquisa, (Protocolo CEP 3424-2010) Expressdo de fatores antiopoptoticos
em queratoses actinicas, que serd conduzido por Juliano Vilaverde Schmitt,
orientado por Vossa Senhoria, com a colaboragdo da Prof® Dr® Maridngela
Esther Alencar Marques, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em
reunido de 01 de fevereiro de 2.010

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execucdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades™

Atenciosamente,
———

Y v-t_

YA :
Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP
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Anexo 2
Termo de consentimento livre e esclarecido do estudo: Expresséo de fatores

antiapoptoticos em queratoses actinicas.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIO EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO 196/96 ~CNS-MS)
Vocé foi atendido (a) no ambulatério de Dermatologia da Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu,

e recebeu o diagndstico de “queratose actinica” nos bragos.

Vocé esta sendo convidado(a) para participar de um projeto de pesquisa chamado “EXPRESSAQO DE
FATORES ANTIAPOPTOTICOS EM QUERATOSES ACTINICAS”.

E através das pesquisas clinicas que ocorrem 0s avancos importantes em todas as areas, e sua

participacdo € fundamental.

Esta pesquisa pretende estudar alteracdes que ocorrem nas lesdes de pele chamadas queratoses
actinicas, as quais apresentam risco de evoluir para cancer de pele se ndo tratadas. Essa andlise permitira
uma maior compreensao dos processos que levam ao cancer de pele assim como poderé trazer novas

perspectivas de tratamento.

Caso vocé participe da pesquisa, serdo feitas algumas perguntas sobre sua saude e uso de
medicacdes. Conforme € de seu conhecimento, vocé estd sendo atendido(a) para o tratamento de queratoses

actinicas nos bragos, e foi agendada a remocéo dessas lesoes.

Para participar dessa pesquisa, solicitamos que uma das lesdes a ser tratada no seu brago, seja
removida com uma pequena cirurgia, usando anestesia local, e costurada. Um pequeno fragmento de 3
milimetros da pele da axila é também necesséario para permitir comparacéo entre a lesdo e a pele normal.

Deve ser realizado curativo nas lesdes e apos sete dias o fio de sutura sera removido nessa instituicao.

Durante o procedimento, pode haver leve desconforto no local e, durante os 7 dias de curativos em

casa, pode haver sangramento, inchaco e dor nos locais dos cortes da pele.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, € seu direito e isso ndo vai interferir com o seu tratamento

ou a preferéncia de agendamento médico.

Caso vocé precise de orientacdo, ou auxilio médico decorrente do atendimento nesse ambulatdrio ou
do procedimento realizado deve procurar 0s responsaveis pela pesquisa, Dr. Juliano Vilaverde Schmitt ou Dr.
Hélio Amante Miot de segunda & sexta-feira através dos telefones (41) 3024-2757 e (14) 3882-4922.

Estéo garantidas todas as informacdes que vocé necessitar, antes durante e depois do estudo.
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Uma via desse termo de consentimento deve ser guardada com vocé, e outra sera arquivada junto ao
pesquisador. A sua participagdo neste estudo € voluntaria. Porém, se vocé ndo quiser mais fazer parte da

pesquisa podera solicitar de volta o termo de consentimento livre esclarecido assinado.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais. No entanto, se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou

publicacdo, isto seré feito sob forma codificada, para que seu nome ou sua identificacdo sejam privativos.

Todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa sdo da responsabilidade do

pesquisador. Pela sua participagdo no estudo, vocé ndo recebera nenhum valor em dinheiro.
Quando os resultados forem publicados, néo aparecera seu nome, e sim um codigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do

estudo do qual fui convidado a participar. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagcdo no

estudo a qualquer momento sem justificar minha decis@o e sem que esta decisdo afete meu tratamento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Orientador: Hélio Amante Miot, Rua Magnolia, 400. Fone: (14)3882-4922. E-mail: heliomiot@uol.com.br. Pesquisador(a): Juliano

Vilaverde Schmitt, Fundacéo Pré-Hansen. Fone (41) 3024-2757 / 3077-9757. E-mail: julivs@gmail.com.
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Anexo 3
Parecer do comité de ética em pesquisa com seres humanos do Hospital de Clinicas
de Curitiba do estudo: Acido acetilsalicilico e risco de queratoses actinicas: um estudo

caso-controle.
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Anexo 4
Termo de consentimento livre e esclarecido do estudo: Acido acetilsalicilico e risco

de queratoses actinicas: um estudo caso-controle.

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIO EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO 196/96 -CNS-MS)
Vocé foi atendido(a) no ambulatério geral de dermatologia da Fundacdo Pro-Hansen e recebeu um

convite para participar de um projeto de pesquisa chamado “ACIDO ACETILSALICILICO E RISCO DE
QUERATOSES ACTINICAS” que pretende estudar a relagdo entre o uso prolongado do &cido

acetilsalicilico e a prevencdo de lesdes de pele relacionadas ao desenvolvimento do céncer de pele.

A pesquisa consta apenas de algumas perguntas sobre seus habitos, sua profissao e sua infancia. Logo
apos, sua pele serd examinada para a verificacdo de algumas alteraces relacionadas a exposi¢do ao

sol.

Caso vocé nao queira participar da pesquisa, é seu direito e isso ndo vai interferir com o seu tratamento

ou a preferéncia de agendamento médico.

Caso vocé precise de orientacdo, ou auxilio médico decorrente do atendimento nesse ambulatorio, deve
procurar o responsavel pela pesquisa, Dr. Juliano Vilaverde Schmitt, na Fundacéo Pré-Hansen, fone (41)
3024-9757.

Uma via desse termo de consentimento deve ser guardada com o sujeito da pesquisa, e outra sera

arquivada junto ao pesquisador.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Orientador: Hélio Amante Miot, Rua Manoel Fernandes Cardoso, 690, casa 14. Fone: (14)3882-4922. E-mail:
heliomiot@uol.com.br. Pesquisador(a): Juliano Vilaverde Schmitt, Fundacéo Pré-Hansen. Fone (41) 3024-2757. E-mail:
julivs@gmail.com.
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Anexo 5
Correlacéo entre avaliacdo semiquantitativa HSCORE e avaliagdo morfométrica

computacional da marcacao epidérmica do p53 (rpearson=0,99; p<0,01) — dados ainda ndo

publicados.
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