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Introducéo

Dentre os canceres de pele, 0 melanoma maligno cutaneo (MC) é o de menor incidéncia, representando cerca de 3 a 5%
dos casos. Contudo, é responsavel por aproximadamente 75% das mortes dentre esses tipos de canceres. O tempo de
evolugdo é essencial na determinagdo do prognéstico e a morbimortalidade do melanoma tem estreita relagdo com a
ocorréncia de metéastases. Na maioria dos casos, a tumorigénese resulta da interagéo de fatores como a exposicéo a luz
ultravioleta e fatores genéticos[1, 2].

O nevo melanocitico (NM) é uma lesdo neoplésica benigna comum, que acomete preferencialmente individuos
caucasianos e estd fortemente ligada a exposicdo solar, principalmente quando este efeito é acumulativo. Embora ndo
seja regra, nevo tem potencial para o desenvolvimento do mesmo, especialmente nos displasicos e que apresentam
atipias celulares. Estudos tém mostrado que existe uma interferéncia significativa nas vias de sinalizacdo dos nevos e
melanomas[3, 4].

O Ki67 é uma proteina nuclear, ndo histona, associada a proliferacdo celular. Uma vez que estd presente em todas as
fases ativas do ciclo, ela identifica bem a atividade proliferativa. O Ki67 é encontrado em tecidos neoplasicos malignos
e sua expressdo tem relacdo direta com a redugdo da taxa de sobrevida, aumento da mortalidade e das taxas de
recorréncia local e metastases em diversas neoplasias[5]. A proliferacdo celular é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento do tumor. Portanto, sua determinacdo pode fornecer dados relevantes sobre a agressividade e
prognéstico, bem como no desenvolvimento de terapia voltada para vias de divisao celular[6].

O presente estudo teve por objetivo a analise do indice de proliferacdo celular em les6es de melanoma cutaneo humano,
nevo melanocitico, e tecido epitelial cutdneo normal.

Materiais e métodos

Foram utilizadas 17 amostras de MC, 20 de NM, e 16 amostras de pele normal obtidas a partir de procedimentos
estéticos (controle). Os tecidos foram avaliados histologicamente confirmando-se os diagndsticos. Informagoes clinicas
como sexo, idade, localiza¢do anatdmica da bidpsia, aspectos histopatoldgicos e imunohistoquimicos foram analisadas.
As avaliagdes histopatoldgicas foram realizadas sob microscopia de luz, ap6s coloracdo com hematoxilina e eosina e
classificadas de acordo com o proposto por Clark[7].

As reagdes de imunohistoquimica foram realizadas através da técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase. As amostras
foram submetidas a recuperacao antigénica e incubadas com leite desnatado em pd. Em seguida, houve incubag¢do com
anticorpo anti- Ki67 (clone MIB-1, Dako)por 18 horas. A reacgdo foi revelada pelo emprego do aminoetilcarbazol e
contracorado com hematoxilina de Mayer.

Foram realizadas fotomicrografias no aumento de 400X, e a contagem de células ocorreu em nos 10 locais, onde a
expressdo de Ki67 foi mais acentuada. O indice de proliferacdo celular (IPC) foi determinado pela proporcao de células
neoplésicas ou epiteliais marcadas em relagdo ao total desses tipos celulares presentes no campo da imagem.

Os dados foram digitalizados no software de estatistica SPSS® 22.0. As médias dos indices de proliferacio celular dos
grupos investigados foram avaliadas pela anélise de varincia (Anova) e corre¢do de Bonferroni. Foram considerados
significativos resultados com p < 0.005.

Resultados

Os casos de melanoma foram representados por oito homens e nove mulheres, abrangendo uma faixa etéria entre 32 e
72 anos, com mediana de idade 55 anos. As lesdes do MC estavam distribuidas na regido de
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cabeca e pescoco (35.3%), tronco e dorso (23.5%), e membros (41.2%). A maioria dos casos se encontravam nos niveis
IV-V de Clark (64.7%).
A imunomarcacdo positiva para Ki67 foi definida como coloracéo nuclear positiva das células tumorais e/ou epiteliais
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(figura 1). As células proliferativas neoplésicas foram localizadas principalmente nas bordas das ilhotas infiltrativas dos
nevos e melanomas. No tecido cutdneo normal, foi observada fraca marcagdo, identificada principalmente na lamina
basal.

A figura 2 mostra a diferenca significativa do indice de proliferacdo celular entre os grupos de lesfes estudados
(p<0.001). A média do IPC do MC foi de 33.2 + 6.9% (17.5-48.1%); de 1.2 + 0.8% (0.1-2.6%) no NM; e 1.0 + 1.9% (0O-
6.2%) no grupo controle.

Discussao

O MC demonstrou maior indice de proliferacdo celular, em relagdo ao NM. O processo de desenvolvimento do cancer
ocorre em decorréncia de proliferagdo celular desregulada, a partir de propriedades adquiridas pelas células tumorais
como multiplicagdo ndo regulada e perda do controle da apoptose[1, 4]. O NM, por se tratar de lesdo neoplasica benigna,
bem como a pele normal, ndo apresentaram altas expressdes de Ki67. Elevada atividade proliferativa das células
tumorais correlaciona-se com maior agressividade da lesdo[8].

Anormalidades ocorridas durante o ciclo celular podem ter como consequéncia o desenvolvimento de tumores malignos.
Para regulacdo deste ciclo existem mecanismos de reparacdo de lesdes genéticas e do controle da divisdo celular. O
TP53, chamado "guardido do genoma", é um gene supressor de tumor, cuja funcdo esta deficiente no melanoma por
inativacéo de sua funcdo. No melanoma, o microRNA 18b (miR-18b) estando desregulado contribui de forma indireta
pra a inativagdo do p53. O oncogene MDM2 também estd envolvido no processo, ao agir diretamente sobre o p53
impedindo que este desempenhe suas funcfes. Assim o papel do miR-18b € suprimir o MDM2 e ativar 0 p53, acdo que
fica comprometida quando o miR-18b esta desregulado[9, 10].

O microRNA-21 (miR-21) ¢é outra molécula que compromete a expressao de mMRNA de proteinas supressoras de tumor,
promovendo sua inibi¢do. Ele também inibe a expressdo de mRNA de proteinas como a PTEN (homélogo de tensina e
fosfatase) e a PDCD4 (proteina de morte celular programada-4), supressoras tumorais. miR-21 impede que a PDCD4
promova a apoptose celular através da modulagdo da PTEN via PI3K (Fosfoinositideo 3-quinase). Ademais, 0 miR-21
interfere negativamente na via do p53 e induz a expressdo da ciclina D1 no ciclo celular. Portanto, a disfuncdo de genes
supressores de tumor torna o ciclo celular suscetivel a processos aberrantes e proliferacdo descontrolada, fundamentais
ao desenvolvimento e progressdo tumoral no melanoma cutaneo[9].

Concluséo

Ante ao estudo realizado, observa-se diferenca significativa do indice de proliferacdo celular, detectado pelo anticorpo
anti-Ki67 na imunohistoquimica, quando se comparam lesdes de MC com NC e tecido epitelial normal. Verificou-se
maior indice de proliferagio nos melanomas. indices baixos e semelhantes estatisticamente foram observados nos nevos
e tecidos normais de pele. Sugere-se, portanto, que o IPC mensurado pelo Ki67 possa contribuir para o diagnostico
diferencial entre as lesdes neoplasicas melanociticas malignas e benignas.
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Figura 1 - Grupos de amostras estudadas em diferentes coloragfes histopatoldgicas (barra de escala: 200pm) A-C:
Cortes histolégicos com coloragdo em Hematoxilina e Eosina (H&E). D-F: ldentificacdo do antigeno Ki67 por
imunohistoquimica (coloragdo com AEC e contracoloragdo com Hematoxilina de Mayers).
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Figura 2 - Médias do indice de proliferacdo celular dos grupos de amostras investigados. Teste estatistico: analise de

variancia com corre¢des de Bonferroni. Valores estatisticamente significativos: p<0.005.
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