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RESUMO

Introducdo: as queratoses actinicas s3o lesdes pré-malignas com risco de transformac¢io para carcino-
ma espinocelular invasivo. Nao hi correlagio identificada entre classificacio clinica e grau histolégico
destas lesdes.

Objetivos: correlacionar as caracteristicas clinicas das queratoses actinicas dos antebracos e dorso das
mios com o grau de atipia histolégica (Keratinocyte Intraepidermal Neoplasia); desenvolver e validar uma
escala de gravidade clinica correlacionada ao grau histolégico das queratoses actinicas.

Métodos: estudo transversal com 162 queratoses actinicas avaliadas clinicamente quanto a diametro,
eritema, infiltracio, hiperqueratose e exulceracio; biopsiadas 34 lesdes com diferentes padrdes. As carac-
teristicas clinicas foram correlacionadas com o grau de atipia histoldgica e a expressio de p53 e Ki-67.
Resultados: apenas o diametro das lesdes correlacionou-se significativamente com o grau de atipia
(p=0,04), e apenas o eritema, a hiperqueratose e o didmetro correlacionaram-se com as marca¢des imu-
no-histoquimicas. Foi desenvolvido um escore clinico incluindo o diametro, a hiperqueratose e a exulce-
racdo, o qual se correlacionou significativamente com o grau de atipia (Rho de Spearman=0,43; p=0,01).
Conclusdes: desenvolveu-se um escore composto por diametro, hiperqueratose e exulceragio correla-
cionado com o grau histolégico das queratoses actinicas dos membros superiores.
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ABSTRACT

Introduction: Actinic keratoses are premalignant lesions with a risk of transformation to invasive squamous cell carci-
noma. There is no identified correlation between clinical classification and histological grade of these lesions.
Objectives: To correlate the clinical characteristics of actinic keratoses of the forearms and back of the hands with the
degree of histological atypia (Keratinocyte Intraepidermal Neoplasia); to develop and validate a clinical severity scale
correlated with the histological grade of actinic keratoses.

Methods: Cross-sectional study with 162 actinic keratoses clinically evaluated for diameter, erythema, infiltration,
hyperkeratosis, and exulceration and 34 lesions with different patterns were biopsied. Clinical features were correlated
with the degree of histological atypia and p53 and Ki-67 expression.

Results: Only the diameter of the lesions was significantly correlated with the degree of atypia (p=0.04), and only
the erythema, hyperkeratosis, and the diameter linked with the immunohistochemical markings. A clinical score inclu-
ding diameter, hyperkeratosis, and exulceration was developed, which associated significantly with the degree of atypia
(Spearman’s Rho=0.43; p=0.01).

Conclusions: A score composed of diameter, hyperkeratosis, and exulceration correlated with the histological grade of
actinic keratoses of the upper limbs was developed.
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INTRODUGCAO

Queratoses actinicas (QAs) sdo as lesdes pré-malignas
mais frequentes na raca humana, e clinicamente descritas como
placas eritémato-descamativas de crescimento lento, secas, com
leve ou sem infiltracio da base, localizadas principalmente em
areas fotoexpostas, como o couro cabeludo, a face, a regido cer-
vical, a parte superior do tronco e as extremidades.'

Em 1999, Yantsos propds uma classificacio histologica
para as QAs, baseada na propor¢io de atipia celular intraepitelial
observada. Devido a continua progressio da atipia dos querati-
nocitos das QAs, a semelhanca da progressio das neoplasias in-
traepiteliais cervicais (NIC) do colo uterino associadas ao HPV
(human papillomavirus), foi proposto um termo anilogo para
classificacio do grau histologico das QAs - neoplasia intraepi-
telial de queratinédcitos (KIN - Keratinocyte Intraepidermal Neo-
plasia).?

As lesdes KIN 1, consideradas de baixo grau histologi-
co, apresentam atipia somente no terc¢o inferior da epiderme e,
teoricamente, baixa probabilidade de transformac¢io maligna. Ja
as lesdes KIN 2 e KIN 3, consideradas de alto grau histoldgico,
possuem, respectivamente, atipia nos dois tercos inferiores e em
toda a epiderme, e possuiriam maior chance de malignizacio.?

Em relacdo a classificacio clinica das QAs, a mais conhe-
cida é a classificacio de Olsen, que divide as lesdes em trés graus
distintos, de acordo com a sua espessura e a hiperqueratose. Nao
hi ainda, no entanto, uma classificacio clinica que buscou corre-
lacionar-se com o grau histoldgico das QAs segundo o KIN.>*

O presente estudo avaliou a correlacdo entre as caracte-
risticas clinicas das QAs e o grau de atipia no exame histopatol6-
gico, assim como o efeito combinado das caracteristicas clinicas
no desenvolvimento de uma classificacao clinica com melhor
correlacio entre clinica e o grau de atipia histologica das QAs
dos membros superiores.

METODOS

Estudo transversal, conduzido no periodo de fevereiro de
2019 a maio de 2019 no Ambulatério de Dermatologia Onco-
l6gica. Foram avaliados nove pacientes com diagnostico de QAs
nos antebracos e dorso das mios, ¢ biopsiadas 34 lesdes com
caracteristicas clinicas distintas. As bidpsias foram realizadas por
excisdo eliptica com margens de 2mm apds demarcac¢io dos seus
limites clinicos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
(Parecer 1.874.384).

Os critérios de inclusio foram: ser maior de 18 anos de
idade; apresentar lesdes compativeis clinicamente com QAs nos
antebracos e dorso das mios; ndo apresentar lesdes que gerassem
davida diagndstica com carcinoma espinocelular in situ (doenca
de Bowen) ou com carcinomas invasivos; apresentar até 20 QAs
por regiio anatomica examinada.

Foram excluidos pacientes com qualquer genodermatose,
imunossuprimidos, aqueles previamente submetidos a radiotera-
pia, usuarios prévios de retinoides via sistémica e os submetidos
a qualquer tratamento clinico para QAs em um tempo inferior
a seis meses.

Foram avaliadas cinco caracteristicas clinicas de forma
independente por dois dermatologistas: didmetro em milime-
tros, eritema, infiltra¢io, hiperqueratose e exulceracio. A tabela
1 detalha a graduacio clinica utilizada, e a figura 1 a ilustra com
fotografias.

Foram examinadas clinicamente, no total, 162 lesdes.
Destas, 34 lesdes com diferentes caracteristicas clinicas foram
submetidas a excisio.

As bidpsias foram fixadas em formalina 10% tamponada,
incorporadas em blocos de parafina, submetidas a cortes histo-
lbégicos transversais de 4um no centro da lesdo e, posteriormen-
te, coradas por hematoxilina & eosina. Ap6s a confirmacio do

TABELA 1: Caracteristicas clinicas avaliadas em cada lesdo de queratose actinica

Caracteristica clinica

Graduacgido clinica

Avaliado em milimetros, com régua.

Diametro . . n ~
Considerado o maior diametro de cada lesao
. Grau 1. Ausente ou rosa-claro
Eritema . .
Grau 2. Eritema vivo
N Grau 1. Lesio plana, sem sinais de infiltracio
Infiltra¢io ;
Grau 2. Placa elevada ou papula
Grau 1. Ausente ou lesdo levemente aspera a palpacio
. descamacio é mais palpavel do que visivel
Hiperqueratose ( N palp . d . )
Grau 2. Aspecto descamativo evidente
Grau 3. Queratina compacta aderida a superficie da lesio
- Grau 1. Ausente
Exulceragio

Grau 2. Presente (incluindo areas com crosta hematica)
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Figura1:

* A - Eritema

grau 1, infiltragdo
grau,
hiperqueratose
grau,
exulceragdo grau 1.
B - Eritema grau 1,
infiltragdo grau 1,
hiperqueratose
grau 2,

exulceragdo grau 1.

C - Eritema grau 1,
infiltragdo grau 2,
hiperqueratose
grau 3,
exulceragdo grau 1.
D - Eritema grau 1,
infiltragdo grau 2,
hiperqueratose
grau 3,
exulceragdo grau 1
(drea sangrante se
deve ainjecdo de
anestésico).

E - Eritema grau 2,
infiltragdo grau 1,
hiperqueratose
grau1,
exulceragdo grau 2

diagnéstico histopatologico das QAs, todas foram graduadas de
acordo com o escore KIN por dois dermatologistas titulados.

Para a imuno-histoquimica, foram montadas seccdes
histolégicas de 4pum de espessura em laminas silanizadas (Sigma
Chemical Corporation, Saint Louis, MO, EUA) e submetidas a
colora¢io para detec¢io de Ki-67 e p53 por meio da técnica de
imunoperoxidase e o método de avidina-biotina peroxidase. Para
a proteina p53, foi utilizado o anticorpo murinho monoclonal
anti-p53 humano, clone D0-7 (Dako, code n° M7001, CA, USA)
a uma diluicio de 1/30. Para o Ki-67, foi utilizado o anticorpo
murinho monoclonal anti-Ki-67 humano, clone MIB-1 (Dako,
code F7268, CA, USA) a uma titulacio de 1/30. A expressio
imuno-histoquimica foi considerada positiva quando os nucleos
marcados coravam-se de marrom. O controle negativo foi testa-
do com a auséncia do anticorpo primario, e cortes histologicos
de carcinoma mamario foram utilizados como controle positivo.

A expressio nuclear da proteina p53 e Ki-67 dos quera-
tindcitos foi avaliada no epitélio lesional e perilesional de forma
semiquantitativa por dois dermatologistas titulados. Atribui-se a
numeracdo de zero a trés, conforme o percentual de ndcleos
marcados da seguinte maneira: (0) rea¢io imuno-histoquimica
negativa; (1) <30% de ntcleos marcados; (2) de 30-60% de na-
cleos marcados; (3) >60% dos ntcleos marcados; e conforme a
intensidade da rea¢do: (0) reacio imuno-histoquimica negativa;
(1) reacio fraca; (2) reacio moderada; (3) reagio forte. O escore
final de imuno-histoquimica foi calculado por meio da soma
da numeracio atribuida ao percentual de ntcleos marcados e a
intensidade da reacdo, tendo valor minimo de zero e miximo
de seis.>

As variaveis categOricas foram representadas pelos valores
absolutos, proporcionais ou percentuais. As varidveis continuas
foram descritas quanto a tendéncia central pela média e pelo
desvio-padrio ou mediana e primeiro e terceiro quartis, depen-
dendo da normalidade das distribui¢des analisadas pelo teste de
Shapiro-Wilk.

A concordancia entre os avaliadores quanto as caracteris-
ticas clinicas foi avaliada por meio do coeficiente de correlacio
intraclasse, medidas (inicas.

Para anilise estatistica, o diametro também foi classificado
em trés categorias: até Smm (inclusive); entre 5 ¢ 10mm (inclu-
sive); e acima de 10mm.

A correlagio estatistica entre as caracteristicas clinicas, o
grau histologico e a expressio nuclear de p53 e Ki-67 lesio-
nal e perilesional foi estimada pelo coeficiente de correlacio de
Spearman e qui-quadrado de tendéncia.

Os pesos de cada caracteristica clinica para criacio da
escala de gravidade final foram estimados pelos coeficientes de
modelos lineares generalizados.

O tamanho amostral foi calculado esperando-se uma cor-
relacio maior que 0,5 (alfa 0,05 e poder de 90%) entre o escore
de gravidade e os indices histologicos e imuno-histoquimicos.

Os dados foram tabulados em MS Excel, e todas as anali-
ses foram realizadas no software IBM SPSS 24.0. Considerou-se
significativo valor de p<0,05, bicaudal.
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RESULTADOS

No total, foram examinadas 162 lesdes distribuidas nos
antebracos e no dorso das mios de nove pacientes, sendo cinco
mulheres e quatro homens, com faixa etiria de 44 a 89 anos e
idade média de 67,6 anos (desvio-padrio: 13 anos). Cada paciente
possuia, em média, 18 QAs. Pela classificacio de Fitzpatrick, oito
pacientes apresentavam fototipo II e um paciente, fototipo III.

A frequéncia das caracteristicas clinicas das lesdes
examinadas e biopsiadas estd ilustrada na tabela 2, em que se
verifica o predominio de lesdes pequenas (diametro mediano=
5 [p25-p75: 4-8]milimetros), com eritema ausente ou discreto
(grau 1), planas (grau 1), com descamacio evidente (grau 2) e
sem exulceragio (grau 1).

A avaliacio histolégica de 34 lesoes identificou cinco le-
soes KIN 1 (14,7%), 21 lesdes KIN 2 (61,7%) e oito lesdes KIN
3 (23,6%). Quanto ao tipo histologico predominante, houve 23
lesdes hipertroficas, seis atroficas, uma acantolitica e quatro li-
quenoides. O infiltrado inflamatério foi ausente ou leve em 14
lesdes, moderado em 16 lesdes e intenso em quatro lesoes.

A tabela 3 ilustra a correlacio entre as variaveis clinicas
e o escore KIN, em que se observa uma correlacio significativa
apenas com o diametro categorizado (Rho de Spearman=0,31;
p=0,04). A intensidade do infiltrado inflamatério nao se cor-
relacionou significativamente com nenhuma das caracteristi-
cas clinicas de eritema, hiperqueratose, infiltracio, diametro e
exulceracio (Rho de Spearman; p>0,4).

A tabela 4 ilustra a associacdo entre as caracteristicas cli-
nicas e os marcadores imuno-histoquimicos. Houve correla¢io
significativa entre a hiperqueratose e a expressio lesional e peri-
lesional de Ki-67 (p<0,01); correlacdo inversa entre o eritema e
a expressio perilesional de Ki-67 (p=0,05); e correlacio inversa
entre o diametro e a expressao de p53 perilesional (p=0,04).

Na tabela 5, observa-se correla¢io inversa entre o grau
histolégico (KIN) e a expressio de p53 perilesional.

Para avalia¢io combinada da correlagio das caracteristicas
clinicas com o KIN, as mesmas foram submetidas a uma modelo
de regressio com ajuste por meio do processo “backward-ste-
pwise”, incluindo todas as varidveis no modelo inicial e, poste-

TABELA 2: Frequéncia de cada caracteristica clinica das queratoses actinicas

examinadas e biopsiadas

Caracteristica clinica Graduacao clinica

Total de QAs examinadas Total de QAs biopsiadas

Até 5
6a10
Maior que 10

Grau 1
Grau 2

Grau 1
Grau 2

Grau 1
Grau 2
Grau 3

Grau 1
Grau 2

Diametro em milimetros

Eritema

Infiltracio

Hiperqueratose

Exulcerag¢io

N=162(%) N=34(%)
89 (55) 14 (41)
59 (36) 17 (50)
14 (9) 39)
143 (88) 27 (30)
19 (12) 7 (20)
135 (83) 19 (56)
27 (17) 15 (54)
39 (24) 5 (15)
90 (56) 15 (44)
33 (20) 14 (41)
154 (95) 31 (91)

8 (5) 309

TABELA 3: Correlacdo entre as caracteristicas clinicas das queratoses actinicas e grau da neoplasia intraepitelial de

queratindcitos (KIN)

Caracteristica Coeficiente p
Eritema* 0,12 0,73
Hiperqueratose* 2,96 0,09
Infiltracio* 0,18 0,67
Exulcera¢io* 0,19 0,66
Diametro (milimetros)** 0,31 0,08
Diametro (categorizado)* 41 0,04

*Qui-quadrado de tendéncia
** Rho de Spearman
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TABELA 4: Correlagdo entre as caracteristicas clinicas das queratoses actinicas e a expressao epitelial de p53 e Ki-67

Lesional Perilesional

p53* p Ki-67* p p53* p Ki-67* p
Eritema 0,01 0,96 -0,01 0,94 -0,12 0,52 -0,34 0,05
Hiperqueratose -0,15 0,42 0,47 <0,01 0,13 0,46 0,38 0,03
Infiltragdo 0,08 0,66 -0,21 0,24 -0,08 0,67 -0,02 0,93
Exulceracio 0,12 0,51 -0,09 0,6 -0,01 0,98 -0,05 0,77
Diametro (mm) 0,08 0,66 0,12 0,49 -0,37 0,04 -0,07 0,69
Diametro (cat.) 0,02 0,90 -0,02 0,91 -0,34 0,06 -0,18 0,32

*Rho de Spearman
Nivel de significdncia: p< 0,05

TABELA 5: Correlacdo entre o grau de neoplasia intraepitelial de queratindcitos (KIN) e a expressao epitelial de p53 e Ki-67

Caracteristica Rho de Spearman p
p53 lesional -0,26 0,15
p53 perilesional -0,36 0,04
Ki-67lesional 0,18 0,31
Ki-67 perilesional -0,08 0,66

TABELA 6: Modelo linear generalizado final quanto a relagdo entre as caracteristicas clinicas e o grau de neoplasia

intraepitelial de queratindcitos (KIN)

Caracteristica Coeficiente IC 95% P
Hiperqueratose 0,28 0,03 20,53 0,03
Diametro (categorizado) 0,26 -0,01 a2 0,52 0,06
Ulcerag¢io 0,25 -0,22 20,72 0,3
P (modelo final) = 0,05; deviance = 0,34.
riormente, deixando-se apenas aquelas com p<0,3 no modelo ~ DISCUSSAO

final, conforme ilustrado na tabela 6.

Foi definido um escore com a soma das caracteristicas de
diametro, hiperqueratose e exulcera¢io, com a pontua¢io atri-
buida a cada grau, ilustrado na tabela 7. O coeficiente de corre-
lagdo intraclasse para o escore clinico entre os dois avaliadores foi
de 0,71 (IC 95%: 0,59 a 0,79).

A partir da curva ROC construida para a identifica¢io
de lesdes com KIN 3, obtivemos sensibilidade de 75%, espe-
cificidade de 77% e acuricia de 76% para identificacdo dessas
lesdes quando utilizamos um valor de corte maior ou igual a trés
pontos. A correlacio entre o escore clinico e o KIN foi de 0,43
(Rho de Spearman; p=0,01). A concordancia entre os avaliado-
res quanto a identificacio de lesdes com escore maior ou igual a
trés (indicativo de KIN 3) foi de 0,69 (Cohen’s Kappa).

No presente estudo, verificamos, de um modo geral, uma
baixa correlagdo entre as caracteristicas clinicas e o grau histolo-
gico das QAs, havendo uma associa¢do significativa apenas com
o didmetro das lesdes.

A importancia do tamanho das lesdes no desenvolvimen-
to de CECs ja havia sido demonstrada por Jiyad ef al. em 2017. O
autor identificou um risco quatro vezes maior de transplantados
renais desenvolverem CECs em areas da pele que apresentassem
pelo menos uma CA com lem? de 4rea.”?

Por outro lado, a avaliagio do KIN proposta por Yantsos
et al.em 1999 recomenda considerar a drea de maior atipia como
aquela representativa para toda a lesdo. Desta forma, por um fator
probabilistico, lesdes com maior didmetro teriam maiores chan-
ces de apresentar maiores graus de KIN.?
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TABELA 7: Escala de gravidade clinica das queratoses actinicas - AKSS

Caracteristica Descricao Pontos
0 a5mm 0
Diametro 6 a 10mm 1
Maior que 10mm 2
Ausente ou lesio levemente aspera a palpagio 0
) (descamagido € mais palpavel do que visivel)
Hiperqueratose Aspecto descamativo evidente 1
Queratina compacta aderida a superficie da lesio 2
Ausente 0
Exulcera¢io
Presente 1

Encontramos uma relagio inversa entre o tamanho e o
grau KIN da lesio e a expressao de p53 perilesional (p=0,04). A
reduc¢io da proteina p53 ao redor das lesdes de maior diametro
sugere maior atividade do campo de canceriza¢io adjacente pelo
menor efeito antitumoral desta proteina. A perda da funcio de
P53 em estudos animais levou a aneuploidia e ao actmulo de
mutacdes nos tumores.>*!

Corroborando os achados de Marinescu et al. (2016), nio
identificamos correlacdo entre os graus de KIN e a expressio de
p53 ou Ki-67 lesional (p=0,15; p=0,31, respectivamente). Em
um estudo de 2016, Herfordt et al. também demonstraram nio
haver relacdo entre o grau de atipia da epiderme em QAs ¢ a
expressio da proteina p53.'""2

Houve uma associa¢do significativa entre a hiperquera-
tose, avaliada clinicamente, e a expressao de Ki-67 lesional e pe-
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