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RESUMO

Este trabalho avaliou as alteragdes na expressao de carboidratos e a densidade populacional
de células tumorais e Células de Langerhans (CL) a partir da analise computadorizada de
imagens comparando as marcacdes de diferentes lectinas vegetais e imunohistoquimica
sobre tecidos neoplasicos cutdneos. Foram selecionados fragmentos teciduais de pele,
obtidos cirurgicamente por biopsia excisional, diagnosticados como carcinoma basocelular
(CBC, n=35), carcinoma epidermdide (CEp, n=18), tricoepitelioma (TE, n=12),
ceratoacantoma (KA, n=19), ceratose seborréica (CS, n=16) e ceratose actinica (CA, n=18),
de ambos os sexos com idade média 59,7 anos. Foram testadas as lectinas Concanavalina A
(Con A), Wheat germ agglutinin (WGA), Peanut agglutinin (PNA) Ulex europaeus
agglutinin (UEA-I) e Tetragonolobus purpurea agglutinin (LTA), todas conjugadas a
peroxidase. No estudo imunohistoquimico, a proteina S 100 foi marcada para analise das
CL. Os resultados mostram que em relagdo as neoplasias benignas, observou-se que o KA
exibiu padrdes aberrantes de expressdo dos carboidratos glucose/manose, o-fucose e D-
galactose, evidenciados pela intensa marcagao pelas lectinas Con A (94,7%), LTA (84,2%)
e PNA (89,4%), respectivamente. Os tumores malignos expressaram padrdes de marcagao
distintos que os diferenciou das outras neoplasias cutineas; o EpC exibiu marcacao
significante apenas para lectina PNA, sendo incipiente para as outras lectinas. O CBC
exibiu padrdes de marcagdo diferentes daqueles observados nas lesdes benignas
principalmente, os casos de TE. Nao foram observadas variagdes numéricas
estatisticamente significativas das CL entre os tumores malignos, como CBC (19,85+5,81) e
CEp (20,08+4,24). Contudo, houve maior nimero de CL nas lesdes benignas; (102,04+17,11),
TE (79,74+9,35), CS (122,38+9,92) e KA (110,62+31,4), que também mostraram diferengas entre
si e quando comparadas as populagdes existentes nos tumores malignos e epiderme normal
(p<0,05). As células de Langerhans ndo demonstraram diferencas significativas quanto a
média das areas e volumes das celulares entre as neoplasias benignas e malignas. Desta
forma, de acordo com os dados qualitativos e quantitativos obtidos pode-se constatar que
ocorrem alteragdes bioquimicas e populacionais celulares importantes que podem servir

como parametros adicionais na distingdo de tipos histologicos de neoplasias cutaneas.



ABSTRACT

This work evaluated alterations in the expression of carbohydrates and the density of
tumour cells and Langerhans cells (LC) using lectin histochemistry,
immunohistochemistry and computer image analysis in neoplasic cutaneous tissues.
Biopsies of basal cell carcinoma (BCC, n=35), epidermoid carcinoma (EpC, n= 18),
tricoepithelioma (TE, n=12), keratoacanthoma (KA, n=19), seborrheic keratosis (SK,
n=16) and actinic keratosis (AK, n=18) were used. Patients were from both Sex and the
average age was of 59.7 year-old. Thelectins Concanavalin A (Con A), Wheat germ
agglutinin (WGA), Peanut agglutinin (PNA), Ulex europaeus agglutinin (UEA-I) and
Tetragonolobus purpurea agglutinin (LTA) were used conjugated with peroxidase. In
the immunohistochemistry study the S-100 protein was used to analyse the epidermal
LC. The results showed that in the benign lesions, KA presented a pattern of aberrant
expression of glucose/mannose, a-fucose e D-galactose residues, evidenced by the
intense by Con A (94.7%), LTA (84,2%) and PNA (89,4%), respectively. The malign
tumours presented distinct patterns of stainning when compared to the benign lesions. It
was not observed significant variantions LC population among the malign tumours BCC
(23.25+5.81) e EpC (20.88+4.24). However, it was observed a higher number of LC in
studied benign lesions AK (102,04+17,11), TE (79,74+9,35), SK (122,38+9,92) and
KA (110,62+31,4), when compared to the malign tumours and their normal counterpart
(p<0.05). LC did not show significant difference related to the area and volume of LC in
both benign and malign tissue. Despite the qualitative and quantitative data obtained in
this study it is observed that biochemical and cell number alterations ocurred becoming
important addictional parameters for distinction of histological features of cutaneous

neoplasms.



INTRODUCAO

As neoplasias sdo desordens do crescimento e da diferenciacdo celulares que se
manifestam como tumores formados por uma massa de células atipicas, resultantes de
uma série de mudancgas bioquimicas no ambiente celular (Andrade, 1999).

Em muitos casos, no entanto, ndo se definiram ainda critérios morfologicos para
estabelecer um julgamento preciso quando ambigiiidades sdo observadas no tecido
tumoral, considerando ndo haver marcadores histologicos prioritarios, excludentes, que
possam por si s6 servir de referencial para um estagio lesional especifico ou para
predizer o comportamento de um determinado tumor (Wakimoto et al., 1996).

Atualmente, sugere-se que uma das provaveis estruturas associadas a protecao
dos tumores contra os mecanismos de defesa imunoldgica do hospedeiro sdo
glicoproteinas superficiais, componentes determinantes da habilidade de sobrevida e
metastatizagdo das células tumorais (Dalziel et al., 1999; Wang et al., 2000). Além
disso, o reconhecimento proteina-carboidrato esta relacionada a diversos eventos
celulares dentre os quais destacam-se o controle do crescimento, a sinalizacdo e a
motilidade das células (Klein et al., 1981; Loris et al., 1998; Santos, 2001).

O fenomeno das variagdes na expressdao de carboidratos superficiais em células
transformadas tém sido amplamente estudado através da histoquimica com lectinas
(Mitchell & Schumacher, 1999; Herling et al., 2000; Thies et al., 2001). As lectinas ao
reconhecerem residuos especificos de glicoproteinas tornam-se potenciais ferramentas
da histopatologia seja para a identificacdo dos diferentes graus de diferenciagdo que
acometem as células neoplédsicas ou para analise patobioquimica dos tipos celulares
transformados (Basarad ef al., 1998; Herling et al., 2000).

Apesar de todas as interrelagdes feitas entre a histoquimica com lectinas e
células tumorais, existem poucos trabalhos demonstrando a eficiéncia do emprego desta
técnica na marcacao de tumores de pele, benignos ou malignos, havendo ainda muitas
aplicacdes reservadas para este promissor campo de investigagao.

Assim, buscamos neste trabalho estudar as alteragdes na expressao de
carboidratos em células tumorais e de vigilancia imunoldgica (Células de Langerhans) a
partir da andlise computadorizada de imagens comparando as marcagdes de diferentes

lectinas vegetais e imunohistoquimica sobre tecidos neoplasicos cutineos.



HISTOFISIOLOGIA DA PELE

A epiderme ¢ um tecido epitelial estratificado cdrneo; nela encontramos as
células do sistema ceratinico e seus anexos (pé€los, unhas e glandulas), as do sistema
melanico, as dendriticas indeterminadas, as de Merkel e células de Langerhans. O
sistema ceratinico ¢ constituido, na sua parte mais profunda, pela camada basal formada
por células mais jovens, colunares, justapostas umas as outras € em constante
multiplicagdo, chamadas ceratindcitos (células basais). Estas com citoplasma basoéfilo e
nucleo grande e oval, que vao se orientando no sentido da exteriorizacdo, sofrendo
modificagdes morfoldgicas e histoquimicas importantes, passando a ser poligonais e de
citoplasma acidofilo recebendo a denominacdo células espinhosas de Malpighi. Estas
células a medida que se exteriorizam podem até perder o nicleo e formar uma camada
acidofila anucleada chamada de camada cornea (Azulay & Azulay, 1997).

As células da epiderme estdo unidas por placas de aderéncia (desmossomos e
hemidesmossomos) e glicocalice. A epiderme e a derme unem-se de maneira sinuosa e
interpenetrante, desta forma, a epiderme penetra na derme por cones interpapilares e a
derme invade a epiderme através de papilas dérmicas, existindo entre elas uma camada
basal, rica em polissacarideos neutros, com a funcao de agir como suporte mecanico,
promovendo adesdo, crescimento, diferencgiacdo e migracao de células basais (Bucana et
al., 1992).

O sistema melanocitico € constituido pelos melandcitos, produtores de
pigmentos, localizados predominantemente na camada basal na proporcdo de 1
melandcito para 10 ceratindcitos basais. Os melandcitos sdo células que através dos seus
dendritos injetam granulos de melanina nos ceratindcitos (Azulay & Azulay, 1997).

Ainda na pele encontram-se glandulas sudoriparas écrinas e apocrinas, € as
glandulas sebaceas. As unidades celulares secretoras das glandulas sao formadas por um
epitélio simples constituido por células claras que apresentam actimulos de glicogénio e
células escuras (mucdides), que possuem granulos secretores com conteudo
glicoprotéico (Gartner & Hiatt, 1999).

As células da derme, ricas em proteoglicanos e glicoproteinas, sdo representadas
por células mesenquimais primitivas, que se diferenciam posteriormente em

fibroblastos, histiocitos e mastocitos (Wang & Su, 1995).



A hipoderme ou paniculo adiposo ¢ a camada mais profunda da pele sendo
constituida de lobulos de lipdcitos delimitados por septos de coldgeno com vasos
sangiiineos (Azulay & Azulay, 1997).

A funcdo protetora da pele se da através de seu sistéma melanico, impedindo a
entrada ou absorvendo as radiagdes ultravioletas e ionizantes. Ha outros tipos de
protecdo fisico-quimicas presentes na epiderme, como a manutencdo do pH 4cido da
camada coérnea e do manto lipidico com atividades antimicrobiana e imunolégica,
através das células de Langerhans. Na derme, as células envolvidas na resposta imune

sdo os macrofagos, linfocitos e mastocitos (Salmon et al., 1994).

IMUNOLOGIA CUTANEA

O sistema imunoldgico pode sofrer especializagdes a medida que ¢ solicitado a
se expressar nos diferentes orgdos e tecidos do corpo, fendmeno conhecido como
"esferas regionais de influéncia imunoldgica" (Steinman et al., 1995). Na pele, os
elementos basicos para resposta imune estdo agrupados no tecido linféide associado a
pele (SALT - Skin Associated Lymphoid Tissue) constituido de: (I) um grupo de células
epidérmicas, especializadas na captura, processamento e apresentacdo de antigenos
(células de Langerhans); (II) subpopulacdes de linfocitos T circulantes, com afinidade
especial pela pele; (III) queratindcitos, células-chave na imunologia cutanea, capazes de
expressar moléculas de adesdo e coestimuladoras; (IV) células endoteliais, responsaveis
pelo trafego de entrada e saida das células na epiderme (Wright-Browne et al., 1997).

No SALT, as células de Langerhans sdo células dendriticas apresentadoras de
antigenos que residem predominantemente na epiderme (Holikova et al., 2000) e
ocupam o posto mais avangado na ativagdo da resposta imune, trabalhando para prover
a pele protecdao contra toxinas ambientais, infecgdes e desenvolvimento de neoplasias
(Salmon et al., 1994; Martinez, 1998).

Em 1968, Paul Langerhans descreveu uma populagdo de células dendriticas na
epiderme humana, posteriormente chamadas de Células de Langerhans (CL); oriundas
da medula 6ssea tendo portanto origem mesodérmica (Bergfelt, 1993). Estas apresentam
como caracteristica peculiar uma organela em forma de disco com uma vesicula na
extremidade, a qual recebe a denominagao de granulos de Birbeck (Pereira, 1999).

As CL expressam moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC),

moléculas CD4+, e varios marcadores de membrana, como o CD1 ¢ CDI11. Na



epiderme normal, as CL constituem de 2 a 6% do total das células, formando uma rede
facilitadora para interacdo com as moléculas e substancias antigénicas que se encontram
no estroma da pele (Wang & Su, 1995). Sua participagdo na resposta imune ¢
fundamental e inclui o papel de sentinela, captura e processamento de pequenos
fragmentos peptidicos imunogénicos, além da ativagdo e coestimulagdo da proliferacao
de células T (Ardavin, 1997).

Ao fagocitarem o antigeno, as CL produzem nele modificagdes fisico-quimicas e
em seguida o expdem. Da producdo de RNA pelas CL sdo derivadas duas fracdes, uma
fragdo contendo porg¢des do antigeno original (superantigeno), enquanto a outra fragao
seria totalmente livre do antigeno e teria o papel de RNA mensageiro, induzindo a
producdo seletiva de IgM (Pereira, 1999).

As CL ocupam o posto mais avangado do sistema imunoldgico, possuem
especializacdes que favorecem a execucdo de suas fungdes, como granulos
intracitoplasmaticos que aparecem como resultado da internalizagdo de moléculas de
superficie celular do MHC-II, moléculas estas necessarias para estimular a resposta
imune das células T dependentes (Roitt ez al., 1997).

A eficiéncia das CL para funcionar como células apresentadoras de antigeno
depende ndao somente da expressdo das moléculas de superficie do MHC-II, mas
também das moléculas de adesdo de membrana (galectinas, glicoproteinas e
glicolipideos), permitindo o contato fisico direto entre as CL e células T (Udey, 1997).

As respostas imunes cutaneas envolvem agdes coordenadas das células da derme
e epiderme em conjunto com a rede intrinseca de citocinas trabalhando para prover a
pele protecdo imune contra toxinas ambientais, infecgdes e desenvolvimento de
neoplasias (Salmon et al., 1994). Estudos indicam haver relagdo entre a supressdo do
sistema imunolédgico e a tendéncia que alguns individuos tem em desenvolver formas
mais agressivas de tumores de pele (Oram et al., 1995).

Sabe-se que, a pele, através do SALT, ¢ capaz de exercer uma vigilancia
imunolégica sobre as células tumorais. Dentre as inimeras altera¢cdes que acompanham
o crescimento tumoral, € sabido que as células de Langerhans epidérmicas tem um papel
importante nos mecanismos de defesa contra neo-antigenos (Tilman & Scheriner, 1995).
Por exemplo, CL sofrem uma diminui¢do numérica e mudangas imunofenotipicas
significativas nas lesdes de pele com sarcoma de Kaposi em pacientes aidéticos

(Valcuende et al., 1994). Contudo, alguns estudos s3o conflitantes quanto as variagdes



na densidade e distribuicdo deste tipo celular em diferentes neoplasias cutineas
(Bergfelt, 1993; De Carli, 1996).

A fungdo do sistema imune local na patogénese destes tumores tem sido bastante
estudada devido ao fato das células CD4+, CD8+ ¢ CL exercerem uma resposta imune
anti-tumor mediada por células T podendo até ocorrer regressao espontanea (Hunt et al.,
1994).

Berman e colaboradores (1995), estudando 58 casos de carcinoma basocelular,
verificaram que o aumento no numero de células de Langerhans varia com a regido do
corpo estudada e idade do paciente. Entretanto, estudos imunohistoquimicos e de
microscopia eletronica mostraram diminuicdo do ntimero de CL a medida que
aumentava o potencial de malignidade (De Carli, 1996).

Estudos em humanos demonstraram alteragdes quantitativas das CL em lesdes
epidérmicas (Santos & Pereira, 1997; Robson et al., 2001; Myagi et al., 2001). Também
concluiu-se que as CL encontram-se diminuidas nas lesdes de pele no sarcoma de
Kaposi (Vacuende & Ramirez, 1994), na dermatite de contato provocada pelo Sulfato
Lauril-sédico (Mikulowska & Falk, 1994) e quando expostas diretamente a luz
ultravioleta, um dos fatores ambientais responsaveis pelo surgimento de neoplasias
(Bernerd et al., 1999).

Anteriormente estudou-se a presenca das CL em carcinomas basocelulares
contudo, os resultados sobre a densidade e distribuicao deste tipo celular foram bastante
conflitantes (Azizi et al., 1987; Tilmam et al., 1995; De Carli, 1996). Mesmo assim, a
quantificagdo da densidade de CL, a partir de testes imunohistoquimicos pode servir
como um indicador de defesa contra neoplasias malignas (Maceira & Magalhaes, 1998).

Alteragdes na expressdo de carboidratos e na distribuicdo de proteoglicanos
pelas células epidérmicas ocorrem durante os diferentes estagios de desenvolvimento e
progressao tumoral (Rolim, 2000; Lytinska et al., 2001). Fatos estes que estimularam
diversos estudos envolvendo tumores de pele, mais especificamente tipos celulares
epidérmicos, como por exemplo linfécitos e CL, a luz da histoquimica de lectinas
(Sames ef al., 1999a; 1999b).

Lectinas endogenas, como a Galectina-3 e Galectina-7 das CL, evidenciam
funcdes imunorreguladoras correlacionadas a varias doengas de pele (Bernerd et al.,
1999). Atualmente, os carboidratos superficiais das CL tem sido estudados tanto na pele

normal (Condaminet et al., 1998), como nas formagdes tumorais cutaneas (Holikova et

al., 2001).



Virios trabalhos tém utilizado lectinas como marcadores de CL (Condaminet et
al., 1998; Holikova et al., 2001), como por exemplo, no diagndstico de granulomas
eosinofilicos (Hadju ef al., 1986) e lesdes histiociticas da pele (Kanitakis et al., 1988),
correlacionando os padroes de ligacdo lectina-carboidrato com o aumento da densidade

deste tipo celular.

CANCER - SITIO DE TRANSFORMACOES

Embora o estudo histoquimico dos tumores possa ser visto como um exercicio
académico, assume grande importancia pratica no momento de decidir sobre o
tratamento de cada paciente. Embora um cancer possa ser fortemente sugerido clinica e
radiologicamente, seu diagndstico nao pode ser definido até que se obtenha confirmagao
citologica ou histoldgica. Sem a prova anatomopatoldgica de malignidade, o tratamento
ndo pode ser adequadamente planejado, procedimentos terapéuticos ndo podem ser
comparados, nem qualquer prognostico pode ser feito de maneira precisa (Faria, 1999).

A histopatologia ¢ de extremo valor na confirmagdo do diagndstico do cancer
como também na determinacdo da diferenciagdao (grau) e na invasividade tumoral
(estadio). O tecido a ser analisado ¢ obtido a partir de uma amostra do tumor (biopsia
incisional) ou da peca completa (biopsia excisional) (Bacchi et al., 1999).

A maioria dos tumores ainda retém algumas das caracteristicas estruturais das
células das quais se originaram e isto permite ao patologista estabelecer, a grosso modo,
o grau de malignidade pela extensdo com que o tumor se distancia do normal
(graduacdo). Mas ainda ha problemas, pois alguns podem ser tdo indiferenciados que
ndo mais retém qualquer estrutura indicativa do tecido de origem. Em outros, algumas
células podem se desenvolver de maneira anormal. E comum que as células tumorais de
um oOrgdo glandular tal como a mama, que tem normalmente uma estrutura colunar,
possam originar células escamosas semelhantes aquelas encontradas em tumores de
pele. Este processo ¢ conhecido como metaplasia (Montenegro & Franco, 1999).

A Uniao Internacional contra o Cancer prop0s um sistema para estadiamento dos
canceres chamado TNM, onde o T se refere ao tumor (tamanho da neoplasia), N aos
noddulos linfaticos (nimero de nédulos comprometidos em relacdo ao tumor primitivo) e

M as metastases (extensdo e¢ numero de 6rgdos atingidos). O sistema nao utiliza os



mesmos critérios para todas as neoplasias e baseia-se em padrdoes morfologicos
arbitrarios (Bachi et al., 1999).

Os tumores de pele ou de 6rgdos que podem ser facilmente examinados
freqlientemente se apresentam como um nddulo. Pode-se também observar, por
exemplo, na epiderme, a formagdao de tUlceras que ndo cicatrizam, resultantes da
destruicdo de tecidos por enzimas liberadas de células tumorais mortas (Murphy &
Mihm, 1994).

Os possiveis fatores desencadeantes das neoplasias sdo os estimulos ambientais
e/ou mutagdes genOmicas, resultando na ativacdo de oncogenes, responsaveis pelo
crescimento celular e regulacdo da apoptose, além de ocorrer a inativacdo dos genes
supressores. Com isso, a expansdo clonal ocasiona mutagdes adicionais (progressao),
induzindo heterogeneidade celular e conseqiiente formagdo de um neoplasma maligno
(Robins et al., 1996).

No tocante as func¢des bioquimicas dos genes supressores de tumor, as vias de
transducdo dos sinais de inibi¢do do crescimento tumoral sdo menos compreendidas que
aquelas para progressdo tumoral. Dai, a sinaliza¢do inibitéria do crescimento
provavelmente origina-se na superficie celular com a participagdo de receptores,
moléculas transdutoras de sinais e reguladoras transcripcionais de origem celular
(Graubert & Lay, 1996).

As proteinas normais codificadas pelos proto-oncogenes (genes que regulam a
proliferacdo celular) desempenham fungdes iniciais no nucleo, no citoplasma e
membrana plasmatica das células durante o desenvolvimento das neoplasias. Dentre
estas moléculas, destacam-se os fatores de crescimento, proteinas envolvidas na
recepgao e traducgdo de sinais localizados na superficie celular (Robins ef al., 1996).

Os diferentes tipos de carboidratos na superficie celular apresentam uma
importante funcdo no controle de varios processos fisiologicos e patobioquimicos no
organismo (Sharon & Lis, 1989). Mudangas quantitativas e/ou qualitativas nos
componentes lipidicos e protéicos das membranas e organelas celulares também sao
evidentes durante o desenvolvimento dos processos patoldgicos (Astoul et al., 2000).

O mecanismo de reconhecimento molecular na superficie da célula, o que a
torna capaz de reconhecer células semelhantes e assim interagir com as mesmas
mantendo a homeostase, ¢ afetado quando células normais sofrem neoplasia. O

resultado ¢ um crescimento ¢ divisdo incontrolados, devido as alteragdes nos



mecanismos de reconhecimento que agem na membrana celular (De Robertis & De
Robertis, 1993; Devlin, 1998).

Estudos com extratos de tumores realizados por Hirschefelt & Thonsen na
década 30 foram os primeiros a demonstrar alteracdes bioquimicas nas células tumorais,
o que foi posteriormente confirmado como padroes de glicosilagdo aberrantes
associados ao tumor (Dabelsteen et al., 1992).

Alteragdes na glicosilagdo sdo agora modelos universais em células cancerosas e
certamente estruturas formadas por carboidratos sdo marcadores bem conhecidos na
progressdo de tumores. Como as células normais durante a embriogénese, as células
tumorais também sofrem ativacdo e rapido crescimento, aderem a uma variedade de
outros tipos de células e invadem tecidos. O desenvolvimento embrionério e a ativagdo
celular sdo acompanhados por mudangas no perfil de glicosilagdo celular (Narita, 1989;
Gheri et al., 1999).

As tultimas evidéncias confirmatorias destes conceitos podem ser encontradas no
aumento das ligacdes das lectinas Canavalia ensiformes (Con A) e Wheat germ
agglutinin (WGA) em tumores de células animais. Essas transformacdes celulares sdo
freqlientemente acompanhadas por um aumento geral no tamanho dos glicolipideos do
metabolismo. E com o advento da tecnologia de anticorpos monoclonais, descobriu-se
que muitos dos anticorpos "tumor-especificos" reconhecem os epitopos carboidratados
especialmente em glico-esfingolipideos. Além do que, correlagdes significativas entre
certos tipos de glicosilacdo alterada e o atual prognostico de tumores referidos de
animais experimentais ou humanos aumentam o interesse sobre essas mudancas
bioquimicas especificas (Leboit & Sexton, 1993; Mitchell & Schumacher, 1999;
Villanueva, 2002).

NEOPLASIAS CUTANEAS

Os tumores benignos sdo de crescimento lento, expansivo e sdo bem tolerados
pelo organismo do hospedeiro. Suas células se dispdem de forma harmodnica em relacdo
ao estroma além de serem raramente sujeitos a processos degenerativos importantes
como necrose ou hemorragia (Hart & Suini, 1992).

Dados recentes mostram que as neoplasias mais frequentes no Brasil sdo as de

pele, tanto nos homens como nas mulheres. A maioria dos neoplasmas de pele ocorre



em areas do corpo expostas ao sol e ,consequentemente, sao facilmente diagnosticados
(Kligerman, 2001).

Dentre os tumores benignos de pele, os mais frequentes sdo cistos epidermoides
ou sebaceos, com localizacao preferencial na face e pescoco apresentando revestimento
epitelial semelhante ao da epiderme, resultando muitas vezes em cornificacao da lesao;
ceratose seborréica, com proliferagdo predominantemente de células basaloides sem
atipia e com pigmentacdo melanica varidvel; e ceratoacantoma, resultante de uma
proliferacdo de células escamosas e excessiva producdo de queratina (Fonseca & Lopes
de Faria, 1981; Franks, 1990; Gheri et al., 1999).

Atualmente admite-se que os tumores malignos de pele se originam de células
embriondrias da epiderme, anexos e da derme. Cerca de 70% correspondem a carcinoma
basocelular (CBC), 20% a carcinoma epidermoéide e 4% a melanomas (Faria, 1999;
Wennberg, 2000).

O carcinoma de células escamosas nasce nos ceratinocitos da epiderme, ¢
localmente invasivo ¢ pode sofrer metastase. E caracterizado por uma placa ou nodulo
descamativo hiperceratdtico, que frequentemente sangra ou sofre ulceragdo. Ele invade
profundamente a derme, comprometendo os tecidos adjacentes (Gartner & Hiatt, 1999;
Petter & Haustein, 2001).

Os CBC sdo tumores malignos cutaneos, que se desenvolvem a partir de
estruturas epiteliais epidérmicas, similares as células da camada basal ou anexiais
(Grosshans, 1992). Devido a extensa sinonimia utilizada para denominar este tipo de
lesdo, chegou-se a um concenso no uso das expressdes carcinomas ou epiteliomas
basocelulares (Mehregan et al., 1995). Podem surgir em toda 4rea tegumentar, sendo
mais comum nas areas expostas a radiacdo solar, principalmente cabega (regido nasal) e
pescoco (Champion et al., 1992; Burdgerman-Shah, 1995). Manifesta-se sob varios
tipos histologicos como nodular, desmoplasico (esclerodermiforme), superficial e
fibroepitelioso (Garcia ef al., 1995; Elder et al., 1997).

Muitos fatores estdo relacionados com o surgimento do CBC, como alteragdes
cromossomiais (Stanley, 1991), =xeroderma pigmentar (Itoh et al., 1995),
imunossupressao ¢ AIDS (Wang & Su, 1995). Dados epidemioldgicos mostram que a
radiagdo ultravioleta solar ¢ o mais frequente agente causador do cancer de pele (Porto,
1995; Karrer et al., 1997).

A radiacdo ionizante e os raios ultravioletas (UV) induzem transformacao

neoplasica em varios tecidos no homem. Em geral, as células sdo sensiveis a energia



radiante na proporg¢ao direta de sua atividade mitotica e proliferativa e sendo inversa ao
seu grau de diferenciacdo. Os efeitos oncogénicos da radia¢do resultam da agdo direta
ou indireta sobre o DNA. Por outro lado, alteragdes de membranas, proteinas, enzimas e
outros componentes do citosol também podem ocorrer (Montenegro & Franco, 1999;
Bernerd et al., 1999).

Histologicamente, o CBC apresenta células com nucleo grande e oval, auséncia
de figuras de mitose e pouco citoplasma, assemelhando-se as células da camada basal da
epiderme. O estroma do tecido conjuntivo prolifera com o tumor, além de evidenciar
quase sempre pequeno infiltrado linfocitario nas proximidades (Elder et al., 1997).

Os CBC sao tumores que evoluem lenta e indefinidamente com suas células
apresentando um ciclo de duplicagdo em 217 horas, com fase S em 20 horas (Miller,
1991). Santos e colaboradores (1994) mostraram que carcinomas basocelulares com
padrdo histolégico esclerodermiforme tem maior potencial invasivo, enquanto os de
padrao basoescamoso, maior potencial metastatico.

Estudos histoquimicos das regides de organizacao nucleolar marcados pela prata
(AgNOR) e imunohistoquimicos do antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA)
através da andlise digital de imagens, t€ém sido considerados bons marcadores
morfologicos da atividade proliferativa celular em diferentes tumores (Mello et al.,
1995; Ishida ef al., 2001). No Brasil, Di Chiacchio & Cucé (1997), também estudaram
tipos histologicos de CBC quanto a proliferagdo celular e malignidade através dos
AgNOR.

Clinicamente, tumores epiteliais benignos as vezes sao confundidos com lesdes
malignas, particularmente quando exibem lesdes pigmentadas e inflamadas (Murphy &
Mihm, 1994; Garcia et al., 1995). Nenhuma caracteristica clinica ou histologica isolada
pode ser confidvel na diferenciacdo entre carcinoma de células escamosas e
ceratoacantoma. Os carcinomas de células escamosas sao tumores de pele relativamente
comuns que geralmente, quando ndo tratados, evoluem e metastatizam, enquanto que o
ceratoacantoma frequentemente regride espontaneamente (Patel et al., 1994). As
tentativas em distinguir esses tumores através, por exemplo, da analise do conteudo de
fibras elasticas, glicogénio citoplasmatico e alteracdes no DNA, tém se mostrado
infrutiferas como ferramentas diagnoésticas devido a consideravel semelhanca entre
esses tumores (Kwa et al., 1992).

Na histologia de rotina, ndo ha um padrdo nitido e preciso de demarcagdo para

diferenciar todos os tumores de pele. Diversas lesdes neoplésicas epidérmicas como,



carcinoma de células escamosas e ceratoacantoma sdo muitas vezes dificeis de se
distinguir através do exame histologico de rotina (Cribier ef al., 1999), bem como, a
diferenciacdo histologica entre tricoepitelioma e carcinoma basocelular; ou doencga de
Bowen, ceratose actinica e ceratose seborréica, pode ser bastante dificultada em
pequenas amostras teciduais (Ishida et al., 2001; Petter & Haustein, 2001).

Uma intima relacdo entre tricoepitelioma e CBC evidencia uma possivel origem
comum a partir de linhagens de células epiteliais germinativas. Todavia, os dois tipos de
tumores diferem principalmente quanto ao grau de maturidade e diferenciagdo de suas
células, o que nem sempre ¢ possivel constatar pelas técnicas histologicas usuais (Elder
et al, 1997). Desde entdo, diversas metodologias e ferramentas, como a
imunohistoquimica, imunofluorescéncia e histoquimica com lectinas (Smoller et al.,
1995; Basarad et al., 1997; Sames et al., 1999b; Plzak et al., 2000; Minwalla et al.,
2001), vem sendo testadas a fim de diferenciar, por exemplo, ceratoacantomas, ceratose
actinica, carcinoma de células escamosas, casos de tricoepitelioma e carcinoma

basocelular (Smoller et al., 1995; Poniecka & Alexis,1999).

LECTINAS - FERRAMENTAS BIOTECNOLOGICAS

Proteinas e lipideos polares constituem quase toda a massa das membranas
biologicas. A pequena quantidade de carboidratos presentes ¢ geralmente constituinte de
glicoproteinas ou glicolipideos. As proporgdes relativas destes glicoconjugados sao
distintas em diferentes membranas refletindo a diversidade de seus papéis bioldgicos
(Nelson & Cox, 2000).

As proteinas das membranas se dividem em duas classes: proteinas periféricas
ou integrais. Fazendo parte das proteinas integrais estdo as glicoproteinas, cada uma
com sua propria composi¢ao em carboidratos (Stryer, 1996).

Os agucares encontrados em glicoproteinas e glicolipideos incluem glucose,
galactose, manose, fucose, arabinose, N-acetilgalactosamina, N-acetilglicosamina, acido
idurdnico e sidlico. Em geral as glicoproteinas contém residuos de agticares na forma D,
com excecdo de L-fucose, L-arabinose e acido L-iduronico (Devlin,1998).

Os residuos de carboidratos dos glicoconjugados podem possuir uma grande
quantidade de informagdes codificadas por unidades de mondmeros, diferindo no
nimero ¢ tipo de residuos de agucares, sua sequéncia, tipo de ligacdo anomérica,

presenca ou auséncia de ramificagdo, contribuindo, desta forma, para uma micro-



heterogeneidade estrutural. Por causa da sua complexidade e variagdo molecular, os
carboidratos presentes na superficie celular servem como sinais de reconhecimento
(Sharon & Lis, 1993; Nelson & Cox, 2000).

Esses sinais, codificados por estas diversidades estruturais, sdo reconhecidos por
lectinas divalentes ou polivalentes na superficie de contato das células em um caminho
complementar e andlogo a interagdo ligante-receptor (Spicer & Schulte, 1992).

Lectinas s@o uma classe de proteinas de origem ndo imunoldgica, de distribuicao
ubiqua na natureza e que reconhecem carboidratos livres ou ligados as superficies
celulares através de sitios de ligacdo a carboidratos, nos quais a hidrofobicidade ¢ a
principal forca de interagcdo (Kennedy et al., 1995; Nishimura et al., 2000).

As lectinas sO vieram despertar maior interesse a partir de 1960, sendo
descobertas duas novas aplica¢des. A primeira descrita por Nowel (1960) que verificou
a atividade mitogénica da lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) sobre linfocitos. A
segunda, através dos estudos de Aub (1963) ao verificar que a lectina do germe do trigo
(WGA) aglutinava muito mais intensamente células transformadas do que células
normais, concluindo que altera¢cdes malignas eram acompanhadas por mudangas nas
superficies celulares (Mota, 2001).

Lectinas atuam como mediadores no reconhecimento celular em uma vasta linha
de sistemas biologicos (Katink-Prastowska, 1999). Desta forma, as diversas atividades
bioldgicas das lectinas tém favorecido a utilizagdo dessas proteinas em variadas fungdes
como ativagdo de respostas celulares especificas relevantes na imunidade relativa aos
fendmenos proprios da relagdo parasita-hospedeiro (Eichinger, 2001), como agentes
mitogénicos e aglutinantes celulares (Kabin, 1998; Haas et al., 1999), na determinagdo
de grupos sangiiineos humanos (Cummings, 1997), como citotoxinas na terapia do
cancer (Thrush et al., 1996; Wang et al., 2000), no reconhecimento celular (Sharon &
Lis, 1989; Sames et al., 2001), na inibicdo do crescimento do numero de células
tumorais (Abdullaev & De Mejia, 1997; Rolim ef al., 2001) e na indugdo de apoptose
(Costa-Barbosa, 1997).

As lectinas mais comumente utilizadas como mitégenos sdo a PHA, Con A e
jacalina (Artocarpus heterophyllus), usadas na rotina de cariotipagem e avaliagdo da
imunocompeténcia (Kabir, 1998; Janeway et al., 2000).

Muitas lectinas de origem vegetal sdo glicoproteinas. E neste caso a sua
biossintese ¢ complementada por uma N-glicosilagdo, co-tradugdo ¢ uma modificagdo

do N-glicano pods-traducao (Peumans & Van Damme, 1998). Sua estrutura pode conter



até 10% de carboidratos na forma de um pequeno niimero de unidades N-glicosideos;
que podem ser de dois tipos, um grupo apresentando N-acetilglicosamina e manose, €
outro contendo B1-2 xilose e &1-3 L-fucose (Beltrdo, 2001).

Cations divalentes, como Ca**, Mn*", sdo requeridos pela maioria das lectinas
para o reconhecimento do seu carboidrato especifico. Para essas lectinas, o cation
divalente participa de uma forma indireta para ligacdo ao carboidrato, pois estabiliza a
ligacdo ao sitio-receptor e fixa as posi¢des dos aminodcidos que interagem com o agucar
ligante (Weis & Drickamer, 1996).

A interagdo lectina-carboidrato ocorre através de uma por¢do limitada da
molécula protéica. E o segmento chamado de Dominio de Reconhecimento de
Carboidrato ou CRD (Carbohydrate-Recognition Domain) que consiste em um dominio
globular com uma alta conservagdo de residuos de aminoécidos. Os carboidratos
interagem com lectinas através de pontes de hidrogénio propiciadas pela disponibilidade
de um grande numero de hidroxilas nos agucares, que agem como doadores ou
receptores de hidrogénio. Também participam da interacdo lectina-carboidrato,
interagdes hidrofobicas e forcas de Van Der Walls (Elgavish & Shannan, 1997; Loris et
al., 1998; Santos, 2001).

Com o passar do tempo, a disponibilidade de um numero cada vez maior de
lectinas com diferentes especificidades para carboidratos resultou em uma crescente
utilizagdo dessas versateis proteinas como instrumentos de pesquisas biomédicas
(Shinagawa & Andreson, 2000).

Tumores malignos freqiientemente demonstram padrdoes aberrantes na
glicolisacdo de glicoconjugados em suas células. As lectinas com suas afinidades para
determinados agucares, tem sido empregadas como marcadores histoquimicos para
glicoconjugados da superficie celular de células normais e transformadas (Muramatsu,
1993).

Os primeiros estudos de canceres com a técnica da histoquimica de lectinas
originaram-se dos trabalhos de Klein e colaboradores (1981; 1983). Desde entdo varias
pesquisas tem sido desenvolvidas no intuito de demonstrar a viabilidade e eficiéncia das
lectinas como marcadores de células transformadas (Beltrao et al., 1998; Beltrao, 2001).
O reconhecimento de uma lectina ao seu grupo de carboidratos ¢ analogo a do anticorpo
em relacdo ao antigeno e os detalhes da técnica imunohistoquimica sdo semelhantes

(Leathem, 1995; Rolim, 2001).



Um numero crescente de trabalhos tem demonstrado que os carboidratos da
superficie celular sdo modificados durante as transformag¢des malignas, em tumores de
células diferenciadas e metastases (Xu et al., 2000). Consequentemente as proteinas
ligantes de carboidratos da superficie celular (lectinas enddgenas) sofrem modificagdes
tanto funcionais quanto na sua estrutura molecular (Shinagawa & Anderson, 2000).

Modificacdes estruturais das glicoproteinas de membrana durante a divisdo
celular tém sido associadas com o potencial de malignidade dos tecidos. As variagdes na
topografia da superficie celular podem estar relacionadas a um estagio especifico da
doenca e as lectinas podem ser ferramentas tuteis no diagndstico e prognostico
(Dall'Olio, 1996). A caracterizagao dos glicoconjugados contidos em uma variedade de
tumores, através de lectinas, tem sido utilizada, por exemplo, no prognostico de cancer
gastrico (Kakeji et al., 1991) e pulmonar (Matsumoto et al., 1992).

Lorea e colaboradores (1997) investigando o efeito in vitro das lectinas PNA,
WGA, Con A, PHA e GSA (Griffonia simplicifolia agglutinin), na proliferacdo de
linhagem de células de melanoma, observaram que, das lectinas utilizadas quatro
determinaram um significante efeito toxico do tipo dose-dependente na proliferagdo
celular do melanoma. Baixas doses de PNA obtiveram um efeito estimulatorio
induzindo aumento da proliferacao celular.

Os glicoconjugados da superficie de células tumorais representam um elemento
critico na expressdo das estruturas de carboidratos durante os processos de progressao
de células malignas no cancer de cérebro (Bardosi et al., 1988; Costa et al., 2001).
M¢étodos histoquimicos utilizando glicoproteinas marcadas com biotina foram usados
para caracterizar receptores endogenos de lectinas em células de menigiomas bem
como, diferentes padrdes de marcagdo de lectinas também foram avaliados em vérios
subtipos de tumores cerebrais (Bardosi, 1988). Além disso, culturas de células da glia
do cortex cerebral de ratos foram marcadas intensamente com as lectinas de GSA,
WGA, Con A e RCA (Ricinus communis agglutinin) (Colton et al., 1992).

Investigacdes sobre as mudancas de expressdo de oligossacarideos complexos
durante o desenvolvimento de carcinoma invasivo de células escamosas do colo uterino
através da ligagdo da lectina purificada de JFL (Artocarpus integrifolia), conjugada a
peroxidase e comparada com controles normais, mostraram intensa marcagdo dessa
lectina nos tecidos neoplasicos (Sames et al., 2001). O uso das lectinas RCA, GSA,
LTA (Lotus tetragonolobus agglutinin) e UEA-1 (Ulex europeus agglutinin) em

histoquimica, tanto do epitélio do colo uterino normal como em carcinomas



demonstraram modificagdes nas terminagdes das estruturas dos oligossacarideos
(Valentiner ef al. 2002). A HPA (Helix pomatia agglutinin) tem sido bastante usada no
progndstico de neoplasias epiteliais (Schumacher et al.,1996; Mitchell & Schumacher,
1999; Thies et al., 2001).

A UEA-1 ¢ uma lectina que reage especificamente com a X-L-fucose presente
nas células endoteliais, ceratindcitos e células das glandulas ecrinas da pele, tanto no
estado normal como durante estresses quimicos e fisicos variados, constituindo
portanto, em um bom marcador para evidenciar proliferacdo ou deple¢do de tipos
celulares especificos (Elder et al., 1997).

A maioria dos estudos histoquimicos com lectinas utilizando material cirtrgico
se refere a tumores derivados de tecidos epiteliais e mesenquimais, todos mostrando
diferenciacdo glandular, ndo somente pelo fato destes tumores serem de grande
importancia clinica mas, também porque a marcagdo com lectinas ¢ particularmente
satisfatoria nas investigagdo desses tumores (Schumacher et al., 1996; Mota, 2001).

A partir destes fatos, nos ultimos anos, a utilizacdo de extratos naturais ou
componentes purificados, como as lectinas vegetais, tornou-se um meio viavel para o
estudo de varias caracteristicas bioquimicas do cancer (Abdullaev & DeMejia, 1997,
Katnik-Prastowska, 1999; Wang et al., 2000).

Embora a interagdo seletiva de lectinas com células malignas tenha sido
reportada had muito tempo, a utilizagdo das lectinas como instrumentos auxiliares no
estudo de tumores, necessita de maiores estudos, principalmente para suprir a pouca
disponibilidade de marcadores ou de sondas especificas para alguns tipos de neoplasias
(Kannan ef al., 1993; Nakanish et al., 1993). Além do que, melhores resultados tem sido
obtidos com a combinagao de outras ferramentas e técnicas, tais como a analise lectina-
carboidrato em paralelo com métodos imunologicos, analise quantitativa (estudo
morfométrico de imagens) e técnicas de genética molecular (Brooks et al., 1993;
Sakamoto et al., 1993; Denirkaia et al., 1999; Lee et al., 2000; Novik, 2000; Phillips et
al. 2001; Villanueva, 2002).

ANALISE COMPUTADORIZADA DE IMAGENS EM PATOLOGIA

A computacdo digital tem trazido grandes beneficios na armazenagem,

descriminacdo e estudo estatistico de dados numéricos. A possibilidade do computador

constriuir graficos complexos, avaliar padroes de cor e armazenar imagens, tem sido



amplamente utilizada nas analises morfométricas de padrdes histologicos e citoldgicos
(Hamilton, 1997; Lambert et al., 2001).

Viérias técnicas morfométricas foram elaboradas durante as ultimas décadas com
a expectativa de introduzir na pratica da patologia critérios objetivos e reproduziveis
concernentes ao diagnostico e ao prognostico de doengas. Todavia, os estudos
quantitativos ndo foram inicialmente considerados praticos face, a complexidade das
técnicas e o longo tempo envolvido no processo (Bartels, 1994; Fereira-Gonzalez &
Garret, 1996).

O desenvolvimento de métodos para processamento de imagens tem facilitado
aos interessados em extrair cada vez mais informacdes devido a capacidade de se
realcar, excluir e delimitar certas caracteristicas obtidas pela imagem digital. Estas
imagens digitais sdo representadas por uma matriz cujos elementos sao chamados pixels
(picture elements) que representam a unidade fundamental de analise de uma figura
através de tonalidades especificas de cor (Erler & Marchevsky, 1994; Synopsis, 1996;
Phillips et al., 2001).

Com o advento dos programas computacionais especializados em analise de
parametros microscopicos, cada vez mais esta pratica tem se tornado freqiiente nos
laboratdrios seja para pesquisa ou diagnostico de rotina (Hamilton, 1997; Barbosa-
Junior, 2001).

As vantagens da mensuragdo das estruturas bioldgicas na histopatologia e na
citopatologia incluem: i) diminui¢do da variabilidade na quantificacdo dos aspectos
celulares e teciduais; ii) promogao de uma escala numérica e reprodutivel dos aspectos
qualitativos; iii) aumento da sensibilidade na detec¢do de alteragdes minimas; iv)
avaliacao dos efeitos de diferentes métodos de processamento histoldgico; v) emprego
no controle de qualidade; vi) determinacdo da forma e tamanhos padrdes para ensino e
diagnostico; vil) maximizagdo como ferramenta de pesquisa (Hamilton & Allen, 1995;
True, 1996).

Através da analise computadorizada de imagens podem ser processadas medidas
lineares, contagem de objetos, determinacdo de forma, estercologia, além de
mensuragdes mais complexas e multiparamétricas (Bartels & Thompson, 1994; True,
1996; Oberholzer ef al., 1996). Estes novos parametros tém servido como auxiliares no
diagnoéstico de neoplasias dos mais variados tipos (Herman, 1996; Waldman et al.,

1996; Novik, 2000; Rubegni ef al., 2001).



Avaliagdes histolégicas através da imunohistoquimica (Weinberg, 1994),
imunofluorescéncia (Waggoner et al., 1996), densitometria do DNA (Cohen, 1996) e
reconstrucdo tri-dimensional de estruturas (Whinster & Cookson, 1995) conjugadas a
métodos morfométricos computadorizados, tanto no modelo experimental murino
(Figuerédo-Silva et al., 1999), como em seres humanos (Maia et al, 1999) tem
fornecido resultados mais precisos e completos para os mais diversos tipos de alteragcdes
morfoldgicas nos tecidos.

Através da captagdo de imagens histoldgicas pelo computador, novas aplicagdes
tém surgido no intuito de agilizar o fluxo de informagdes sobre temas e problematicas
no campo da interpretacao das diversas alteracdes morfoldgicas e até bioquimicas dos
ambientes celulares, durante as mais variadas situacdes de estresse, resultando em mais
precisdo dos resultados obtidos (Rashbass, 2000; Furness & Rashbass, 2000; Petersen et
al., 2000).

A selecdo de imagens histologicas registradas pelo computador tem servido para
o ensino através da criacdo de sistemas de instrugdo computadorizada como, por
exemplo, roteiros de apoio ao diagndstico do melanoma, carcinomas basocelulares e
sistema de estadiamento de tumores segundo o critério TNM (Massad et al., 1998).

Esta op¢ao metodoldgica tem se apoiado cada vez mais em novas tecnologias
permitindo a troca de informacdes e resultados de estudos em tempo real através da
captacdo e analise de imagens utilizando-se da rede mundial de computadores/internet
(Eusebi et al., 1997; Strauchem, 2000; Demartines et al., 2000).

Os dois métodos basicos para realizar medi¢des aplicando-se sistemas
computacionais sdo: I) sistema interativo de andlise de imagens através de um operador
para definir as estruturas de interesse usando cursores ou canetas digitais; II) sistema
automatico de analise de imagens que, através de video camera acoplada, captura as
imagens histologicas para serem armazenadas na memoria do computador (Hamilton,
1997; Lambert et al., 2001).

A avaliagdo de tumores cutineos utilizando-se andlise computadorizada de
imagens trouxe novas luzes para o melhor entendimento dos processos neoplasicos.
Como por exemplo, na andlise histomorfométrica de duas categorias de carcinomas
basocelulares (De Rosa et al., 1990); a quantificacdo imunohistoquimica para proteina
S-100 e enolase em melanomas malignos e nevus intradérmicos comuns (Rode et al.,
1990); tecidos marcados com anticorpos para células endoteliais de lesdes benignas de

pele e melanoma maligno metastatico (Smolle et al., 1989). Além disso, analises



estereologicas t€ém fornecido as bases anatomo-quantitativas para distinguir tumores de
pele morfologicamente assemalhados (Binder et al., 1992).

Somando-se a tudo isso, a tecnologia da anélise computadorizada de imagens de
biopsias de pele e tumores epidérmicos tem demonstrado um enorme avango no
entendimento da biologia e patobioquimica das neoplasias cutaneas, bem como
fornecendo diretrizes para novas formas diagnosticas e terapéuticas (Contet-Audonneau,
Jean marie & Pauly, 1999; Kivinen et al., 1999; Menzies, 1999, 2001; Gutkowicz-
Krusin et al., 2000; Hasan et al., 2001; Bystryn, 2001).



RELEVANCIA DO ESTUDO

A dificuldade no diagnostico de muitas neoplasias cutaneas estd relacionada a
varios fatores, tais como a ampla variedade de tumores e seus subtipos morfologicos
(Weyers et al., 1993). Outro fator importante, diz respeito aos processos de
diferencia¢do, uma vez que, os estudos ainda sdo inconclusivos sobre se a origem
celular de algunas lesdes malignas ¢ apenas devido a diferenciacdes de tumores
benignos ou se surgem de linhagens celulares normais (Thies et al., 2001).

Com isso, técnicas histoquimicas utilizando anticorpos (Poniecka & Alexis,
1999) e lectinas vegetais (Basarad et al., 1998; Minwalla et al., 2001), tém sido testadas
como ferramentas de apoio para o diagnostico diferencial de tumores das mais variadas
origens.

A utilizagdo de lectinas para este tipo de abordagem baseia-se no principio de
que as interagdes lectina-carboidratos favorecem o entendimento sobre a origem
histogenética e comportamento dos tumores durante sua progressao (Herling et al,
2000). Evidenciando que a expressao de glicoconjugados esta geralmente alterada nas
células tumorais em comparagdo com sua contraparte normal (Rudiger et al., 2000;
Plzak et al., 2000; Lytinska et al., 2001).

Por outro lado, no apoio a interpretacio dos resultados obtidos pela
histoquimica, os sistemas computadorizados de analise de imagens tém fornecido dados
qualitativos e quantitativos mais refinados esclarecendo assim, varios aspectos
histomorfologicos das neoplasias (Demirkaya et al., 1999; Lee et al., 2000).

Desta forma, devido ao fato de que s@o escassos os estudos sobre a expressao de
carboidratos pelos diferentes tipos histologicos de neoplasias cutdneas (Chan et al.,
2001), pareceu-nos oportuno investigar esta correlacdo a luz da histoquimica com
lectinas, imunohistoquimica e analise digital de imagens. E para tal finalidade,
propomo-nos avaliar o perfil dos carboidratos expressos pelas células tumorais e células
da vigilancia imunologica (Células de Langerhans), bem como os disturbios na

densidade populacional nos tumores mais frequentes que acometem a epiderme.



OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a eficiéncia da histoquimica com lectinas e imunohistoquimica, conjugadas a
analise computadorizada de imagens, como instrumentos auxiliares no diagnostico

diferencial de lesdes malignas e benignas da pele.

ESPECIFICOS

» Obter dados quantitativos dos padrdes de marcagdo das lectinas (WGA, Con A,
LTA, PNA e UEA-I) entre tumores benignos (Tricoepitelioma, Ceratose seborréica,
Ceratose actinica e Ceratoacantoma) e malignos (Carcinoma basocelular e

Carcinoma epidermoide) de pele;

» Evidenciar, através da analise de imagem da histoquimica com lectinas, a expressao
de carboidratos nas células de Langerhans em diferentes tipos de neoplasias

cutaneas.

» Comparar as alteragdes quantitativas e padrao de distribuigdo das populagdes de

células de Langerhans entre neoplasias cutaneas e epiderme normal



MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS DE TECIDOS

Foram selecionados fragmentos teciduais de pele, obtidos cirurgicamente por
biopsia excisional, diagnosticados como carcinoma basocelular (n=35), carcinoma
epidermoide (n=18), tricoepitelioma (n=12), ceratoacantoma (n=19), ceratose seborréica
(n=16) e ceratose actinica (n=18), de ambos os sexos, de cor branca ¢ com idade média
59,7 anos, provenientes de varios hospitais e postos de satde e enviados para analise
histopatologica de rotina no setor de patologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA), orgdo suplementar da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Amostras de pele normal (n=20) foram selecionadas de elipses cutineas (didmetro > 5

cm), com bordas amplas e distantes da massa tumoral.

ESsTUuDO HISTOLOGICO

O material colhido foi fixado em formalina a 10%, tamponada, apds a descrigao
macroscopica dos tumores, os fragmentos de pele selecionados foram submetidos a
rotina histologica e incluidos em parafina, obtendo-se cortes com espessura de 4um, em
micrétomo horizontal (Yamato, Japao) e colocados em laminas previamente limpas e

preparadas com adesivo a base de 3-amino-propyltriethoxy-silano (Sigma, USA).

HISTOQUIMICA COM LECTINAS

Foram testadas as lectinas Concanavalina A (Con A), Wheat germ agglutinin
(WGA), Peanut agglutinin (PNA), Ulex europaeus agglutinin (UEA-I) e
Tetragonolobus purpurea agglutinin (LTA), todas conjugadas a peroxidase (Sigma,
USA). Os tecidos foram desparafinizados em xilol e hidratados em alcool (70-100%).
As laminas com os tecidos foram tratadas com solugdo de tripsina (0,1%) a 37°C por 2
min, em seguida colocados em metanol-H,O, por 20 min e incubados com as lectinas
(UEA-I, LTA ¢ WGA - 80ug/ml; PNA e Con A - 100ug/ml) a 4°C por 2 h. As laminas
foram mergulhadas (10 min) em 10 mM de tampao fosfato (PBS) pH 7.2. A peroxidase
foi visualizada pela incubagdo por 3 min em PBS contendo diaminobenzidina (DAB) e

H,0,. Os cortes foram contracorados com hematoxilina rapida e analisadas em



microscopio 6Optico (Olympus BH-2, Japao). Para controle, as ligacdes das lectinas
foram inibidas utilizando-se methyl-&-D-manose para Con A, &X-L-fucose para UEA-I e

LTA, D-galactose para PNA e N-acetilglicosamina para WGA (Sigma, USA).

IMUNOHISTOQUIMICA

No estudo histoquimico, a proteina S 100 foi marcada de acordo com o
protocolo de Murphy et al. (1981), para andlise das células de Langerhans epidérmicas
(CL). A deteccao dos antigenos foi realizada com o auxilio da técnica da Streptavidina-
Biotina-Peroxidase, com anticorpo primario anti-S 100 (Z311/DAKO) e soro normal de
porco para bloqueio da reacdo cruzada (X901/DAKO). As laminas foram incubadas
Overnight (16 h), sendo em seguida adicionado ao tecido o anticorpo secundario
biotinilado (Z196/DAKO). Para revelagdo foi utilizada solugdo cromogena de DAB-
H,0,. Para o controle negativo, omitiu-se o anticorpo primario. Formam consideradas
positivas apenas as células marcadas que exibiram ramificacdes dendriticas e nucleo

visivel.

ANALISE COMPUTADORIZADA DE IMAGENS

As imagens dos cortes histologicos foram captadas por video-camera digital
(Sony, Japan) acoplada ao microscopio, em seguida processadas pelo programa de
analise de imagens OPTIMAS™ versdo 6.1 (Optimas Corporation, USA). Os padrdes
de marcagao das lectinas (magnificagdo 200x) e imunohistoquimica para proteina S100
(magnificacdo 1000x) revelados pela reacdo do DAB+Peroxidase foram captados pelo
ajuste do contraste do nivel de cinza (gray value). A partir da captura das imagens dos
tecidos marcados com as lectinas inibidas e controle negativo da imunohistoquimica,
padronizou-se a margem de variagdo (threshold range).

Para minimizar distor¢des nos valores das medi¢des devido a presenga de células
nao marcadas, aplicou-se um Fator de Corrre¢do (FC) de acordo com a equagdo FC=s/S,
onde s € o valor da area superficial marcada e S, a area total medida (Van Bemmel &
Musen, 1997). A partir desse controle, foram feitas aleatoriamente as andlises de quatro
setores das laminas calculando-se area (um?), volume médios (um3 ) ¢ numero de

c¢lulas marcadas por campo. Ambos, espagos vasculares e hipoderme foram omitidos.



Os valores obtidos em cada caso foram comparados utilizando-se o teste-U de Mann-

whitney e Teste t de Student, para um nivel de significancia p<0,05.

RESULTADOS

A casuistica utilizada neste trabalho mostrou-se homogénea quando comparadas
as diferencas morfologicas dos tumores, idade e sexo dos pacientes (Tabela 1). A
maioria das lesdes analisadas foram da regido da cabeca e pescogo apresentando no
geral formato nodular, margens bem definidas e tamanho médio 0,95 cm’.

As lectinas utilizadas exibiram padrdes variados de marcagdo. Observou-se um
padrao de marcacdo superficial e paranuclear pelas lectinas Con A, WGA e PNA
(Figura 3A) e um padrdo difuso para a LTA e UEA-1 (Figura 3B). Na camada cornea
epidérmica, as amostras analisadas foram uniformemente marcadas por todas as lectinas
testadas.

Em relagdo as neoplasias benignas, observou-se que o KA exibiu padrdes
aberrantes de expressdo dos carboidratos glucose/manose, o-fucose e D-galactose,
evidenciados pela intensa marcacdo das lectinas Con A (94,7%), LTA (84,2%) e PNA
(89,4%), respectivamente. A AK exibiu marcagdo positiva pela PNA e WGA, sendo
negativa ou incipiente (<5%) para as demais lectinas testadas. Enquanto que, o TE
demonstrou as menores intensidades de marcacao (Figura 1).

Os tumores malignos expressaram padrdoes de marcagdo distintos que os
diferenciou das outras neoplasias cutaneas. O carcinoma epidermdide exibiu marcagao
significante apenas para a lectina PNA, sendo incipiente para as outras lectinas. O
carcinoma basocelular exibiu padrdes de marcacdo significativamente diferentes
daqueles observados nas lesdes benignas como por exemplo, nos casos de TE (Figura
1).

Uma intensa marcacdo da lectina PNA na maioria dos tumores testados
(84,86%), obteve-se a comprovacdo de uma expressao significante de D-galactose nas
neoplasias epidérmicas quando comparada aos demais grupos de carboidratos (Figura
30).

Os valores médios da area e numero de células neoplésicas, embora ndo sendo
significativos estatisticamente, demostraram haver uma maior celularidade nos tumores
benignos, que ao mesmo tempo exibiram menores areas celulares marcadas pelas

lectinas (Tabela 2).



A marcagdo pela histoquimica com lectinas mostrou-se ineficaz para a
identificacdo das células de Langerhans, ndo havendo diferencas entre CL associadas as
neoplasias e as contidas nas amostras de epiderme normal.

A analise de imagens das células de Langerhans epidérmicas foram realizadas
pelo ajuste do equipamento onde foram apenas consideradas células positivas aquelas
que apresentavam nucleo e processos dendriticos visiveis (Figura 4A).

Nao foram observadas variagdes numéricas estatisticamente significativas das
CL entre os tumores malignos, como CBC (19,85+5,81) e CEp (20,08+4,24). Contudo,
houve maior numero de CL nas lesdes benignas; CA (102,04+17,11), TE (79,74+9,35),
CS (122,38+9,92) e KA (110,62+31,4), que também mostraram diferencas entre si
(p<0,05) e quando comparadas com a densidade os tumores malignos e epiderme
normal (Figura 2).

As células de Langerhans ndo demonstraram diferencas significantivas quanto a
média das areas e volumes celulares entre as neoplasias benignas e malignas (Tabela 3).

Nos tumores benignos estudados, as CL mostraram um padrao de distribui¢do
uniforme dentro do estroma tumoral enquanto que nos malignos, as CL apresentavam-se
preferencialmente na periferia dos tumores (Figura 4B e 4C); observou-se também, uma
grande quantidade de células S100 positivas atreladas aos grupamentos linfoides

proximos as células neoplasicas.



Tabela 1. Média de idade dos pacientes e diametro médio da area tumoral

Homens Mulheres p
Idade (anos) 61,3+5,8 58,1+3,7 NS
Area tumoral (sz) 0,86+0,21 0,83+0,16 NS
Total de amostras 66 59 -

NS, ndo significante.

Tabela 2. Analise de imagens da area e numero de células tumorais
epidérmicas marcadas pela histoquimica com lectinas

Tumor Numero de Células* Area celular (pm®)*
Carcinoma basocelular 388,2+58,2 49,2+11,6
Tricoepitelioma 403,7+80,6 31,7+7,90
Ceratose seborréica 435,1+82,6 30,6+7,63
Ceratoacantoma 410,0+65,6 36,6+9,01
Ceratose actinica 390,2+54,6 40,0x11,2
Carcinoma epidermdide 375,3+37,5 42,8+8,10

* Média+xDesvio Padrio

Tabela 3. Area e volume médios das células de Langerhans em tumores de pele

Neoplasia*

Parametro**

Benigno (n=65) Maligno (n=53)

Area (um?) 15,66+4,5 16,02+3.8

Volume (pm?) 65,457+7,091 61,552+8,361

*Tumores benignos: Tricoepitelioma, Ceratose actinica, Ceratoacantoma, Ceratose
seborréica; Tumores malignos: Carcinoma basocelular, Carcinoma epidermoide.
**Resultados expressos em Média+DP.
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Figura 1. Histoquimica com lectinas em neoplasias cutineas (*EN, Epiderme
normal; CBC, Carcinoma basocelular; TE, Tricoepitelioma; CS, Ceratose
seborréica; KA, Ceratoacantoma; CA, Ceratose actinica; CEp, Carcinoma
epidermoide). Lectinas: Con A (Concanavalina A), LTA (Tetragonolobus purpureae
agglutinin), UEA-1 (Ulex europaeus agglutinin), PNA (Peanut agglutinin) ¢ WGA
(Wheat germ agglutinin).
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Figura 2. Andalise de imagens da densidade de células de Langerhans (CL) em
epiderme normal e com neoplasias (area total por campo = 12234 umz). Tumores
epidérmicos: CBC (Carcinoma basocelular), Cep (Carcinoma epiderméide), CA
(Ceratose actinica), CS (Ceratose seborréica), TE (tricoepitelioma) e KA
(Ceratoacantoma)



Figura 3. Histoquimica com lectinas em tumors de pele. (A) padrio de
marcag¢do da lectina WGA em ceratose actinica; (B) marcagdo difusa para
lectina UEA-I em tricoepitelioma e (C) marcacdo especifica (paranuclear) da
lectina PNA em amostra de carcinoma basocelular (Magnificacdao 200x).



Figura 4. Imunohistoquimica com proteina S100 em células de
Langerhans epidérmicas (CL). (A) Andlise de imagens evidenciando
nucleo e dendritos, magnificacdo 1000x; (B) Amostra de Tricoepitelioma
exibindo grande numero de CL, enquanto que no carcinoma epidermdide
houve uma menor densidade de CL (C), magnificagao 400x.



DISCUSSAO

Mudancgas qualitativas e quantitativas nos componentes glicoprotéicos das
membranas celulares sdo altamente significantes no desenvolvimento e progressao de
muitos processos neoplasicos (Yu et al., 2001). Em células tumorais o aumento no
conteudo e/ou expressdo de carboidratos superficiais tem sido amplamente
documentado através da histoquimica com lectinas (Herling ef al., 2000). As lectinas,
particularmente, sdo ferramentas sensiveis, estaveis e de facil utilizagdo para distinguir
células transformadas e ndo-transformadas (Schumacher et al., 1996; Elder et al., 1997,
Litynska et al., 2001).

Estudos indicam que a carcinogénese cutanea estd associada a padrdes de
glicosilacdo alterados nos glicoconjugados da superficie celular. Por exemplo, na
doenga de Bowen ¢ em muitos casos de carcinoma de células escamosas, ocorrem
distribuicao distinta desses antigenos carboidratados enquanto outros mostram uma
completa auséncia (Schaumburg-Lever, 1990; Dabelsteen et al., 1992). Recentemente,
lectinas foram testadas em tumores malignos e benignos de pele, demonstrando a
auséncia ou mascaramento de alguns carboidratos no tecido normal e a presenga dos
mesmos carboidratos em muitas células tumorais, como por exemplo, o antigeno T de
Thomsen-Friedenreich (Hassanein et al,, 2001; Bonkobara et al., 2001; Morita et al.,
2001).

No presente trabalho, as lectinas (WGA e PNA) marcaram de forma similar a
camada cornea e tecido colageno envolta da massa tumoral benigna e maligna. Estudos
anteriores demonstraram haver presenca de glicoproteinas nesses tecidos (Holt et al.,
1979; Herling et al., 2000).

Varias lectinas como a HPA e PNA, marcam as células tumorais de melanomas
malignos (Thies et al., 2001), demonstrando a associacao dos carboidratos superficiais
com o potencial metastatico de canceres de pele (Zebda et al., 1994). A expressao
diferenciada destes aglicares durante a transformagao dos melanocitos para ceratindcitos
serve como marcador distinto entre lesdes benignas e malignas da pele (Monastirli et
al., 2000; Minwalla et al., 2001).

Neste estudo, o perfil de marca¢do mais intenso para PNA foi observada nas
amostras de CBC, CEp, CS e KA. Trabalhos anteriores concluiram que o padrdo de
marcagdo da PNA foi mais intenso no ceratoacantoma do que no carcinoma de células

escamosas (Kannon & Park, 1990; Kanitakis ef al., 1992). Em ambos os casos, padroes



aberrantes de glicosilagcdo podem estar associados com a expressdo diferencial de
recptores da matriz extracelular na membrana das células transformadas (Chammas et
al., 1994).

A distin¢ao entre o carcinoma basocelular (CBC) e o tricoepitelioma (TE) torna-
se algumas vezes dificultada devido a semelhanga histoldgica destas lesdes (Miller,
1991). Essa distingdo ¢ de suma importincia clinica, pois enquanto o CBC deve ser
totalmente extirpado devido ao seu comportamento agressivo a alta possibilidade de
recorréncia local, o TE ¢ um tumor benigno que quando removido por bidpsia
superficial, ndo requer novo tratamento e intervencdo (Smoller et al., 1994). Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram que, principalmente, Con A e PNA
podem servir como marcadores na distingdo entre CBC e TE sinalizando as alteragdes
patobioquimicas especificas originadas destas neoplasias.

Nossos resultados confirmaram perfis de marcagdo da Con A, PNA, WGA ¢
UEA-I semelhantes a outros estudos utilizando lectinas que demonstraram a presenga
de aceptores para estas lectinas no parénquima tumoral em CBC (Kriiger et al., 1999),
padrao de marcacdo citoplasmatico similar das lectinas WGA e PNA na doenca de
Paget (Tamaki et al., 1985) e forte ligacdo da UEA-I em casos de hemangioendotelioma
epitelidide (Arnold et al., 1986).

A glicosilagdo aberrante ¢ uma caracteristica bioquimica comum de malignidade
em células epidérmicas. Alteragdes nos carboidratos superficiais acompanham as
transformagdes malignas, resultando no aumento da sintese de antigenos associados ao
tumor, o que influencia no desenvolvimento tumoral (Freije et al., 1989; Lalwani et al.,
1996). Como a parte terminal dos carboidratos ¢ fortemente imunogénica, essas
mudancas podem facilmente ser detectadas por marcadores especificos, através da
marcagdo de células apresentadoras de antigenos, como no caso das CL, baseados na
sua reatividade por glicolipideos bem caracterizados bioquimicamente (Dabelsteen et
al., 1992).

O SALT ¢ um potencial candidato para regulacio do comportamento dos
tumores que acometem a pele (Smolle & Wolf, 1997). E neste contexto, as células de
Langerhans (CL) tornam-se importantes elementos da vigilancia imune da epiderme
humana, através de uma certa relacdo numérica e topografica com outras células
epidérmicas. Na epiderme normal a propor¢do ¢ de 1 célula de Langerhans para 53
outras células epidérmicas, constatando-se assim, que as CL representam 1,86% de

todas as células epidérmicas (Bauer ef al., 2001).



A andlise dos carboidratos superficiais das CL provou existir mais aceptores
para os agucares manose ¢ fucose do que para os agucares N-acetilglucosamina
(GlcNac) e N-acetilgalactosamina (GalNac), sendo estas propor¢des alteradas
dependendo do estimulo imunogénico envolvido (Condaminet et al., 1998). Fato este,
ndo corroborado por este estudo que demonstrou um padrao de marcagdo ineficaz e
inespecifico para LTA/UEA-I e Con A que reconhecem porgdes de L-fucose e manose,
respectivamente.

Concluimos que as lectinas testadas falharam na identificagdo das CL em
neoplasias cutineas apesar de que, em outros trabalhos a marcagdo com a lectina PNA e
anticorpo policlonal para proteina S-100 terem sido recomendados como métodos
adicionais no diagndstico da histiocitose das células de Langerhans (Rabkin ez al., 1990;
Bouloc et al., 2000), além de exibirem uma forte marcagdo citoplasmatica em células
epitelidides em xantogranuloma juvenil (Kanitakis et al., 1988).

A explicagdo para os padrdes de marcagdo incipientes para as lectinas utilizadas,
pode ser devido aos diferentes estagios de maturagdo das CL ou simplesmente a perda
dos carboidratos superficiais devido a mudangas metabdlicas induzidas por substancias
produzidas pelas células tumorais (Hadju et al., 1986; Bergfelt et al., 1994).

Através da microscopia eletronica, a analise das populacdes de CL na pele tem
sido amplamente utilizada como um dos pardmetros para monitorar a reatividade
imunoldgica da pele (Scheymius et al., 1992; Bergfelt et al, 1994; Emilson &
Scheynius, 1995). Infiltragdes de CL reconhecidas imunohistoquimicamente como
células S-100 positivas (Matsuda et al., 1990) ou através da analise computadorizada de
imagens (Emilson & Scheynius, 1995) sdo consideradas componentes chave na
imunidade contra a malignizag@o das lesdes cutaneas.

A fim de quantificar as populagdes de CL varios estudos tem sido realizados
utilizando-se métodos bidimensionais em secc¢des verticais profundas ou cortes
superficiais da epiderme normal (Bauer ef al., 2001) e tumoral (Robson et al., 2001).
Devido a eficiéncia do confocal laser scanning microscopy (Bergfelt et al., 1994) e dos
sistemas de analise computadorizada de imagens na contagem das CL (Emilson &
Schemius, 1995), os dados podem ser digitalmente armazenados permitindo os mais
diversos estudos a partir das imagens dos tecidos até a reconstruc¢do tri-dimensional
(3D) das células.

As alteragdes na densidade de CL mostra-se de grande importancia pois estao

correlacionadas diretamente com as reagdes imunolédgicas dentro da epiderme, como na



indu¢do de sensibilizagdo e imunosupressao (Emilson & Schemius, 1995).
Principalmente quando se sabe que a imunossupressao pode levar ao aumento do risco
de desenvolvimento de cancer de pele (Wennberg, 2000).

O aumento estatisticamente significante na densidade de CL em tumores
benignos quando comparados com os tumores malignos e epiderme normal obtidos
neste estudo, foi similar aquele observado em outro trabalho sobre sarcoidiose e reagao
tuberculo6ide da pele (Chambers et al., 1990). Estes resultados aumentam a possibilidade
de haver uma patogénese diferenciada para os tumores benignos € a0 mesmo tempo um
efeito imunossupressivo das células tumorais malignas sobre as CL. Estudos recentes,
mostram que devido a distirbios na producao local de citocinas, ocorre uma aparente
inativagdo/ativacdo das CL, resultando em alteragdes numéricas deste tipo celular tanto
durante as infecc¢des virais por HPV (Arrese et al., 2001; Miyagi et al., 2001), durante a
utilizagdo de imundgenos cutaneos (Santos & Pereira Jr, 1997), quanto em neoplasias
malignas (Smolle ef al., 1997; McNiff et al., 1999).

Dados da literatura comprovam que ha uma maior densidade média de LC em
ceratoacantoma quando comparados ao carcinoma de células escamosas (Stephenson et
al., 1987). Por outro lado, outros estudos imunohistoquimicos exibiram marcagao
intensa em 80% dos carcinomas basocelulares e negativa para os tricoepiteliomas
(Smith et al., 2001). Outro fator que explica a menor densidade, area e volume das CL
sdo os efeitos cronicos da exposi¢do solar, através da radiacdo ultravioleta, acarretando
alteracdes morfologicas na area e volume celulares e comprimento dos dendritos (Yu et
al., 1994; Cho et al., 1999). Contudo, de acordo com os dados da andlise de imagens
obtidas neste trabalho, mesmo a maioria dos tumores sendo de areas expostas ao sol
(cabeca/pescogo), ndo se observaram diferengas significantes na area e volume das CL
nos tumores estudados.

Desta forma, os resultados conflitantes quanto a densidade de CL epidérmicas,
através de métodos morfométricos convencionais, pode ser explicada pela distribug¢do
casualizada das CL, os diferentes métodos de marcagdo e medicdo bem como a ampla
variedade de procedimentos de preparagao do material histoldgico (Bauer et al., 2001).

Células dendriticas S-100 positivas (CL) sdao reconhecidas como as mais efetivas
na indu¢do da resposta imune primaria, além de serem o melhor veiculo para captura de
antigenos tumorais especificos (Okuyama et al, 1998). Devido a este fato, a
imunomarcag¢do para proteina S-100 ¢ bastante recomendada como instrumento de

apoio no diagnostico de algumas lesdes (Robson et al., 2001). Com isso, a proteina S-



100, expressa por estas células, também desempenha fungdes importantes na regulagao
de proteinas efetoras especificas de sinalizacao celular (Donato, 2001).

Células de Langerhans tem sido implicadas como ativadoras dos linfocitos T em
carcinomas basocelulares (Hunt ef al., 1994). Nos tumores analisados neste trabalho
observou-se também grande quantidade de LC associadas com agregados linfoides
adjacentes as células neoplésicas, fato este que pode evidenciar uma migra¢do das CL
para regides proximas aos tumores benignos e ndo propriamente um aumento na
proliferacao deste tipo celular (Robson et al., 2001).

O sistema de analise de imagens utilizado no presente trabalho demonstrou ser
eficiente na quantificagao das CL marcadas pela imunohistoquimica, corroborando com
a idéia de que sistemas como este podem contribuir substancialmente como
ferrramentas auxiliares no prognoéstico e diagnostico de diversos estados patologicos,
principalmente o estudo de tumores (Borley & Warren, 2000; Lin et al., 2001).

Nossos resultados contribuem demonstrando diferencas na imunogenicidade dos
tumores confirmando que a densidade populacional de CL pode estar associada com um
melhor prognostico de malignidade (Matsuda et al., 1990) bem como, fornecem
paramétros quantitativos complementares na distingdo entre neoplasias benignas e
malignas da pele.

Pode-se concluir também que, em geral, quanto mais anapldsica torna-se uma
célula, mais intensa ¢ a sua marcagdo por determinadas lectinas. O que indica que a
distribui¢do e natureza dos glicoconjugados superficiais foram alteradas (Lalwani et al.,
1996, Okuyama et al., 1998). Desta forma, de acordo com os dados qualitativos
(histoquimica com lectinas) e quantitativos (andlise digital de imagens) obtidos neste
trabalho, pode-se constatar que as lectinas vegetais podem servir como potenciais
sinalizadores das altera¢des bioquimicas nas células tumorais, com isso auxiliando na

distingado de tipos histoldgicos de neoplasias cutaneas.



CONCLUSOES GERAIS

Os tumores malignos (Carcinoma Basocelular e Carcinoma Epidermoide)
expressaram padrdes distintos de marcacdo com lectinas que os diferenciaram das
neoplasias benignas de pele (Ceratoacantoma, Tricoepitelioma, Ceratose actinica,

Ceratose seborréica);

Nao houve diferengas estatisticamente relevantes na area e niimero médio das

células neoplésicas malignas e benignas marcadas pelas lectinas;

A marcag¢do pela histoquimica com lectinas mostrou-se ineficaz para a identificacao
das células de Langerhans (CL), ndo havendo marcacdo celular distintiva entre os

casos de neoplasias e as amostras de epiderme normal;

A forte marcacao dos tumores pela lectina PNA evidencia uma maior expressao de
D-galactose em neoplasias cutdneas quando comparada a outros tipos de

carboidratos celulares;

Houve reducdo numérica significativa na densidade de CL nos tumores malignos
(50,6%) e um aumento médio de CL nos tumores benignos (115,8%) quando
comparados a epiderme normal. Contudo, areas e volumes celulares médios das CL

entre as neoplasias benignas, malignas e epiderme normal nao exibiram diferengas;

O sistema de anédlise de imagens utilizado (OPTIMAS™ 6.1) demonstrou ser
eficiente na quantificacdo das CL identificadas pela imunohistoquimica e células

neoplésicas epidérmicas marcadas pela histoquimica com lectinas.
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