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RESUMO

Takita, L. C. Carcinoma basocelular: Analise da expressédo de biomarcadores
em subtipos histolégicos de baixo e alto risco de recorréncia. Campo Grande,
2020. [Tese — Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na
Regido Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]

Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo principal analisar a expressao de
biomarcadores inflamatorios (COX-2, CXCR4 e MMP-9), marcadores de CBC (Ber-
EP4 e Bcl-2) e de proliferacdo celular (Ki-67) em subtipos histolégicos de baixo e
alto risco de recorréncia do carcinoma basocelular (CBC).

Método: Os resultados desse estudo foram obtidos pela andlise histolégica e imuno-
histoquimica de fragmentos de tecidos de pele disponibilizados pelo setor de
dermatopatologia do Servico de Dermatologia Dr. Gunter Hans do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian — Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, municipio de Campo Grande, no periodo de fevereiro de 2015 a dezembro
de 2018. Nessa pesquisa foram utilizadas 40 amostras teciduais (n=40) com
diagnéstico histolégico de carcinoma basocelular que foram divididas em dois
subgrupos histolégicos: Carcinoma basocelular nodular (n=25), considerado de
baixo risco de recorréncia, carcinoma basocelular esclerodermiforme (n=6) e
carcinoma basocelular micronodular (n=9), esses dois Ultimos subtipos,
considerados de alto risco de recorréncia. Apos a selecdo desses dois subtipos
histolégicos as laminas desses espécimes foram submetidas ao protocolo de
marcacao imuno-histoquimica com a utilizacdo de cada um dos seis biomarcadores
(COX-2, CXCR4, MMP-9, Ber-EP4, Bcl-2 e Ki-67). O padrdo de intensidade de
expressdo de cada marcador dos diferentes subtipos foi realizado pela comparagéo
entre pacientes com baixo e com alto risco de recorréncia de carcinoma basocelular
utilizando o teste de Mann-Whitney, uma vez que as amostras ndo passaram no
teste de Shapiro-Wilk. Os demais resultados foram apresentados na forma de
estatistica descritiva ou na forma de tabela e gréfico.

Resultados: em relagdo aos marcadores CXCR4 e o Ki-67, ambos apresentaram
intensidade de expressdo maior nos carcinomas basocelulares de alto risco
(p=0,001) e (p<0,001). Em relacdo & intensidade de expressdo do marcador Bcl-2,
nos carcinomas basocelulares de alto risco foi menor do que a observada nos CBCs
de baixo risco (p=0,038). Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os CBCs
classificados como de baixo risco de recorréncia e aqueles classificados como de
alto risco, em relagdo a intensidade de expressdo dos marcadores MMP-9
(p=0,211), COX-2 (p=0,847) e Ber-EP4 (p=0,679).

Concluséo: Dos seis marcadores analisados, identificou-se que em CXCR4 e Ki-67
a intensidade de expresséo foi maior nos pacientes classificados como de alto risco
(p=0,001 e p<0,001) respectivamente. A intensidade de expressé&o do marcador Bcl-
2 nos pacientes de alto risco foi menor que nos pacientes de baixo risco (p=0,038).
Os outros marcadores ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas nos
subtipos analisados.

Palavras chaves: Carcinoma basocelular. Patologia. Biomarcadores. Inflamagéo.



ABSTRACT

Takita, L. C. Basal cell carcinoma: Analysis of the expression of biomarkers in
histological subtypes of low and high risk of recurrence. Campo Grande, 2020.
[Thesis - Postgraduate Program in Health and Development in the Midwest Region of
the Federal University of Mato Grosso do Sul]

Objective: This study aimed to analyze the expression of inflammatory biomarkers
(COX-2, CXCR4 and MMP-9), CBC (Ber-EP4 and Bcl-2) and cell proliferation (Ki-67)
markers in histological subtypes low and high risk of recurrence of basal cell
carcinoma (BCC).

Method: The results of this study were obtained by histological and
immunohistochemical analysis of fragments of skin tissues made available by the
dermatopathology section of the dermatology service Dr Gunter Hans of Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian - Federal University of Mato Grosso do
Sul, of Campo Grande city, from february 2015 to december 2018. In this research,
40 tissue samples (n = 40) from patients with histological diagnoses of basal cell
carcinoma were used, which were divided into two histological subtypes: nodular
basal cell carcinoma (n = 25), considered low risk of recurrence, sclerodermiform
basal cell carcinoma (n = 6) and micronodular basal cell carcinoma (n = 9), these last
two subtypes, considered high risk of recurrence. After the selection of these two
histological subtypes, the slides of these specimens were submitted to the
immunohistochemical staining protocol using each of the six biomarkers (COX-2,
CXCR4, MMP-9, Ber-EP4, Bcl-2 and Ki- 67). The pattern of intensity of expression of
each marker on the different subtypes was performed by comparing patients with low
and high risk of recurrence of basal cell carcinoma using the Mann-Whitney test,
since the samples did not pass the Shapiro-Wilk. The other results were presented in
the form of descriptive statistics or in the form of a table and graph.

Results: In relation to CXCR4 and Ki-67, both showed higher intensity of marker
expression in high-risk basal cell carcinoma (p = 0.001) and (p <0.001). Regarding
the intensity of expression of the Bcl-2 marker, in high-risk basal cell carcinoma it
was lower than that observed in low-risk (p = 0.038). Regarding the intensity of
expression of the markers MMP-9 (p = 0.211), COX-2 (p = 0.847) and Ber-EP4 (p =
0.679), there was no statistically significant difference between cases classified as
having low risk recurrence and those classified as having high risk.

Conclusion: Of the six markers analyzed, it was identified that in CXCR4 and Ki-67
the intensity of expression was higher in patients classified as high risk (p = 0,001
and p < 0,001) respectively. The intensity of expression of the Bcl-2 marker in high-
risk basal cell carcinoma was lower than in low-risk (p = 0.038). The other markers
showed no statistically significant differences in the analyzed subtypes.

Key words: Basal cell carcinoma. Pathology. Biomarkers. Inflammation.



LISTA DE SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS

% - porcento

40X - captura com objetiva de 40X ao microscopio 6ptico

AK — queratose actinica

AINES - anti-inflamatérios ndo-esteroidais

AP-1 — é um fator de transcricdo que regula a expressdo génica em resposta a
variados estimulos (citoquinas, fatores de crescimento, estresse e infecgbes
bacterianas e virais)

Bcl-2 — é uma familia de genes dos mamiferos e as proteinas a que esses genes
dao origem. Regulam a permeabilidade da membrana externa das mitocondrias e
podem ser pré-apoptéticos ou anti-apoptoticos

Ber-EP4 — antibodies to epithelial antigen Ber-EP4

BRAF — é um proto-oncogene humano que produz uma proteina

c-erbB — é um oncogene que determina a producéo da proteina Her-2

c-MYC - é um gene que codifica uma proteina que atua na regulacdo do ciclo
celular

CBC - carcinoma basocelular

CCL2 — chemokine ligand 2

CCL20 — chemokine ligand 20

CEA — antigeno carcinoembrifénico

CEC - carcinoma espinocelular

CK15 - citoqueratina 15

CK20 - citoqueratina 20

COX-1 - ciclooxigenase 1

COX-2 — ciclooxigenase 2

CphA; — é uma beta-lactamase

CPNM - céancer de pele ndo melanoma

CREB - é um fator de transcrigéo celular

CSF1 - colony stimulating factor 1

CXCL1/GROa — C-X-C ligand1/melanoma growth stimulating activity

CXCR4 — C-X-C chemokine receptor type 4

DNA — acido desoxirribonucleico



EBP — é um gene que codifica uma proteina

EMA — epithelial membrane antigen
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INTRODUCAO

O carcinoma basocelular (CBC) é um tumor epitelial maligno de origem
epidérmica, derivado das células que se originam da camada basal da epiderme. O
tumor foi descrito inicialmente em 1824 por Jacob que denominou o tumor de pele
hoje conhecido como carcinoma basocelular (apud NEVES, TALHARI, SOARES
FILHO, 2001). E também denominado epitelioma basocelular. O carcinoma
basocelular é a neoplasia maligna mais comum nos seres humanos, com baixa
mortalidade, alta morbidade, apresentando como fator de risco mais importante a
exposicao a radiacdo solar (UVB e UVA). Os raios ultravioleta B geram fotoprodutos
mutagénicos para o DNA e induz mutagdes em importantes genes reguladores das
fungbes celulares, como o gene supressor tumoral TP53. Os raios ultravioleta A
geram radicais livres citotoxicos e mutagénicos, potencializando os efeitos dos raios
UVB (ELDER et al., 2018).

H& evidéncias atuais que suportam o papel de biomarcadores inflamatérios
relacionados com a tumorigénese do carcinoma basocelular (NEAGU et al., 2019;

KIM, KUS, RUIZ, 2019, MARU et al., 2014).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia

A terminologia céancer de pele ndo melanoma (CPNM) inclui o carcinoma
basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC), correspondendo a 25% de
todos os tumores malignos registrados. Sua incidéncia é mais alta na Austrélia, onde
1:2 residentes desenvolve CBC antes dos 70 anos. Nos EUA a incidéncia € de 576
caso0s/100.000 pessoas/ano. No Brasil foram estimados 85.170 casos novos de
cancer de pele ndo melanoma (CPNM) nos homens e 80.410 nas mulheres em
2018. Correspondem a um risco estimado de 82,53 casos novos/100.000 homens e
75,84/100.000 mulheres (INCA, 2018).

A propor¢do homens/mulheres € de aproximadamente 1,5:1,0. Pessoas com
fototipos claros (I e Il de Fitzpatrick), historia familiar positiva de CBC (30-60%), com
sardas na infancia, olhos e cabelos claros, sdo mais predispostas a desenvolver a
neoplasia. Em pacientes com menos de 40 anos a incidéncia do tumor vem
aumentando mais nas mulheres (KIM, KUS, RUIZ, 2019).

Em regifes de alta latitude a proporgéo de casos de CBC para cada caso de
CEC é de 4:1. O CBC a nivel global corresponde a 70-80% de todos os canceres de
pele. Nas populacdes de pele muito pigmentada € um tumor raro, especialmente em
partes da Africa. O perfil epidemiolégico da doenga nas Uultimas décadas vem
mostrando uma elevacao da taxa de incidéncia do CBC, aumento maior nas faixas
etérias entre a 42 e 52 década de vida (pacientes mais jovens), maior incidéncia do
subtipo superficial e de tumores com subtipo histolégico de maior risco de
recorréncia, maior nimero de CBCs em é&reas cobertas do corpo e aumento maior
de casos em pessoas de classe social mais elevada (KIM, KUS, RUIZ, 2019).

Outros fatores de risco externos para o desenvolvimento de CBC séo:
camaras de bronzeamento, exposicdo cronica ao arsénio, radiacdo ionizante,
imunossupressao crénica, principalmente em transplantados de 6rgéos sélidos, e
infeccéo pelo HIV (ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019).

Apesar de sua alta incidéncia, as taxas de metastase sdo de 0,0028% a 0,5%,
e a mortalidade estimada é de 0,12 casos por 100.000 habitantes. Dados néo

publicados do Brigham and Women’s Hospital, sugerem, contudo, que o risco de
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metastase e morte € de 6,5% em tumores maiores ou iguais a 2,0 cm (KIM, KUS,
RUIZ, 2019).

2.2 Patogénese molecular

O CBC apresenta as maiores taxas de prevaléncia de mutagdes de todos 0s
canceres, determinadas pela exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV). A via de
sinalizacdo intracelular patched/hedgehog (PTCH1) desempenha fundamental
importancia tanto em CBCs esporadicos como na sindrome de CBC nevoide
(sindrome de Gorlin). Observam-se mutagbes no gene PTCH1 localizado no
cromossomo 9g22.3 (58-69%) dos CBCs esporadicos, bem como em todos os
pacientes com sindrome de CBC nevoide. A via SHH (Sonic Hedgehog) que
compreende os genes IHH, DHH e SHH é muito importante para o desenvolvimento
durante as fases iniciais do embrido (MONTAGNA, LOPES, 2017; LUPI, RIBEIRO,
HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; RIBEIRO et al., 2016; MARZUKA, BOOK, 2015;
TANG et al.,, 2010; TILLEY, DEEP, AGARWAL, 2015, RIVITTI, 2018, CARDOSO,
2010), conforme figura 1.

Na pele, a via SHH atua no suporte da populacdo de células-tronco e auxilia
no desenvolvimento dos foliculos pilosos e das glandulas sebaceas. Esta via é
implicada no ciclo celular, particularmente nas transicbes G1-S e G2-M, e nos
adultos esta via esta inoperante, e sua ativagdo se correlaciona com o surgimento
do CBC e outros tumores. A proteina patched 1 (PTCH1) inibe a proteina
smoothened (SMO). O ligante SHH, em contato com PTCH1, forma o complexo
PTCH1-SHH que entdo libera a SMO, um transdutor de sinal que se internaliza e
libera a inibicao da proteina supressora of fused homolog (SUFU) sobre as proteinas
glioma-associated oncogene-1 (GLl;). Também ha mutacées do gene TP53 no
cromossomo 17pl13.1 (44-65%) dos CBCs. Outras anormalidades genéticas que
predispdem ao aparecimento de CBCs incluem albinismo, xeroderma pigmentoso,
sindrome Rombo, sindrome Bazex-Dupré-Christol, epidermdlise bolhosa simplex do
tipo Dowling-Meara, multiplos CBCs hereditarios do tipo infundibulocistico e nevo
sebaceo (MONTAGNA, LOPES, 2017; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; MARZUKA,
BOOK, 2015; TANG et al., 2010; TILLEY, DEEP, AGARWAL, 2015; RIVITTI, 2018;
CARDOSO, 2010).



Figura 1. Gene PTCH1. CBC: carcinoma basocelular; SHH: sonic hedgehog.
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motivos de controvérsia. H4 evidéncias de origem a partir de células pluripotentes

imaturas da epiderme interfolicular e de células da bainha externa do foliculo piloso,

baseadas em experimentos de ativacdo da via de sinalizagdo Hedgehog em

diferentes compartimentos da epiderme e na expressdo das citoqueratinas de
padrédo folicular, o que levou alguns autores a denomina-lo como neoplasia maligha
das células germinativas foliculares (tricoblastos). Adicionalmente, ha relatos de
associacdo do CBC a anormalidades do gene embrionario do desenvolvimento
folicular, SHH (Sonic Hedgehog), o que suporta o fato da raridade de CBCs

palmoplantares (LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; BUSAM, 2018; CAMERON et al.,

2019).

2.3 Quadro clinico

Os CBCs sdo mais comuns na regido de cabeca e pescoc¢o (em até 80% dos

casos), porém podem acometer tronco, ombros, membros superiores e inferiores,
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labios, mamas, axilas, regido inguinal, regido genital e perineal (LUPI, RIBEIRO,
HOFF, 2019; TAKITA, SACHT, 2020).

A classificagdo do CBC é inicialmente clinica fundamentada na localizacao,
tamanho, aspectos das margens e confirmada pela histologia. Os padrbes mais
reconhecidos por todos sao: nodular, superficial e esclerodermiforme (LUPI,
RIBEIRO, HOFF, 2019; TAKITA, SACHT, 2020).

Em recente classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude para tumores de
pele (ELDER et al, 2018), segundo também as Diretrizes da National
Comprehensive Cancer Network (NCCN, 2016), recomendou-se estratificar o
carcinoma basocelular para finalidades de estadiamento e progndstico em subtipos
de baixo e alto risco de recorréncia, considerando parametros clinicos e anatomo-
patolégicos (ELDER et al., 2018; TAKITA, SACHT, 2020). A figura 2 demonstra de
forma organizada os diversos subtipos histologicos de CBC, classificando-os em

baixo e alto risco de recorréncia.

Figura 2. Quadro com os subtipos histolégicos de carcinoma basocelular (CBC)
estratificados de acordo com o risco de recorréncia.

CBC nodular Carcinoma basoescamoso
CBC superficial CBC esclerodermiforme (morfeaforme)
CBC pigmentado CBC infiltrativo

CBC infundibulocistico (Uma variante do CBC
com diferencia¢éo anexial)

CBC fibroepitelial (tumor de Pinkus) CBC micronodular
Fonte: ELDER, D.E.; et al. (2018)

CBC com diferenciacdo sarcomatoide

2.4 Subtipos de baixo risco histologico

2.4.1 Carcinoma Basocelular Nodular

E a forma clinica mais comum deste tumor, correspondendo a 44% de todos
0os CBCs. Clinicamente apresenta-se como papula ou ndédulo assintomético, com
superficie translicida e perldcea. Apresenta ainda vascularizagdo superficial de
aspecto arboriforme com coloracdo de aspecto réseo ou avermelhado. O tamanho
do CBC nodular pode variar de 1,0 mm a varios centimetros, mas a média é entre
0,5 a 2,0 cm. Em geral se ulcera, e nesses casos a denominacdo é CBC nodular

ulcerado, que pode sangrar e formar crostas hematicas. Em alguns casos a Ulcera



21

apresenta caracteristicas mais infiltrativas, com aderéncia da tumoragdo a planos
mais profundos — CBC nodular ulcero-infiltrativo (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018;
TAKITA, SACHT, 2020; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM,
2018; CAMERON et al., 2019; ISHI, et al., 2004; CROWSON, 2006) (Figura 3).

Figura 3. CBC nodular.
¢ »
A

f

~ -
Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente é caracterizado por blocos nodulares de células tumorais na
derme, ao menos focalmente ndo conectadas a epiderme e envolvendo a derme
reticular. Os nddulos variam em tamanho e formato, e em geral, apresentam artefato
de retracdo, palicada periférica e estroma na derme ao redor com alteracéo
mucinosa (estroma fibromixoide) (HOANG, 2017; ELDER et al.,, 2018; TAKITA,
SACHT, 2020; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018;
CAMERON et al., 2019; ISHI, et al.,, 2004; CROWSON, 2006; WEEDON, 2010).
(Figura 4).

Pode apresentar focalmente em alguns nddulos pigmentacdo melanica.
Observam-se também figuras de mitose, areas de queratinizagdo madura, areas
nddulo-cisticas ou cisticas envolvendo ilhas tumorais, areas adenoides com ninhos
cribriformes. Podemos observar ainda areas de diferenciacdo para células claras,
em anel de sinete, granulares e células gigantes pleomorficas (HOANG, 2017;
ELDER et al., 2018; TAKITA, SACHT, 2020; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et
al., 2020; BUSAM, 2018; CAMERON et al., 2019; ISHI, et al., 2004).
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Figura 4. Histologia do CBC nodular.
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente o CBC nodular pode ser de dificil distincdo entre tumores
tricoblasticos benignos e malignos, principalmente aqueles que ocorrem em pele
lesada pela luz solar (carcinoma tricoblastico/carcinossarcoma e tricoblastoma).
Lesdes com degeneracdo cistica podem ser de dificil distincdo com tumores
anexiais, em particular o carcinoma adenoide cistico, e a avaliagdo imuno-
histoquimica devera auxiliar no diagnéstico. Outro diagnéstico diferencial € o
carcinoma de células de Merkel. Neste caso a imuno-histoquimica podera
apresentar positividade para marcadores neuroendécrinos no CBC mas
negatividade para citoqueratina 20 (CK20), que sera positiva no carcinoma de
células de Merkel (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019;
VASEF et al.,, 2020; BUSAM, 2018; CAMERON et al.,, 2019; ISHI, et al., 2004,
TAKITA et al.,, 2019; SUNJAYA, SUNJAYA, TAN, 2017; RAMEZANI et al., 2016;
TAKITA et al., 2019).

2.4.2 Carcinoma basocelular superficial

E a segunda forma clinica mais comum deste tumor e corresponde a cerca de
17% dos casos. Caracteristicamente acomete mais o tronco de pacientes do sexo
masculino. Outra particularidade € o maior acometimento de pacientes mais jovens e
a presenca de multiplas lesoes.

Apresenta-se como placa de crescimento centrifugo que deixa o centro
atrofico ou cicatricial. Nesta forma podemos observar também descamacdo, em
geral fina (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF
et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura 5).
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‘Figura 5. CBC supefficial.

%
Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente é caracterizado por pequenos ninhos de células neoplasicas
na epiderme, intercalados com pele normal sem tumor, e a neoplasia em geral exibe
artefato de retracdo e palicada periférica. O estroma ao redor pode apresentar areas
fibromixoides (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019;
VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura 6).

Figura 6. Histologia do CBC supefficial.
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente os diagnosticos diferenciais sdo com queratose actinica,
tumor de infundibulo folicular e acantoma de grandes células (HOANG, 2017;
ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM,

2018).
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2.4.3 Carcinoma basocelular pigmentado

E denominacdo que pode ser utilizada em todas as formas clinicas de CBC.
Sua importancia deriva de reconhecer o pigmento melanico como componente de
formas clinicas de qualquer CBC, auxiliando no diagndstico diferencial de tumores
pigmentados (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019;
VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018).

Corresponde a 13,6% dos casos e clinicamente 0 que caracteriza esta
variante é a sua coloracao, que varia de castanho a marrom pardacento, podendo
ser confundido com melanoma e outras lesdes melanociticas ou produtoras de
melanina (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF
et al., 2020; BUSAM, 2018; MANTESE et al., 2006) (Figura 7).

Figura 7. CBC pi ntad

Histologicamente as variantes nodular e superficial do CBC podem conter
pigmento, sendo categorizadas como CBC pigmentado. O CBC pigmentado contém
namero aumentado de melandcitos dendriticos benignos dentro das ilhas de células
neoplasicas. Observa-se também melanina dentro de macréfagos peritumorais na
derme adjacente (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019;
VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura 8).
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Figura 8. Histologia do CBC pigmentado.
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

O diagnéstico diferencial histologico inclui melanoma, carcinoma espinocelular
“in situ” pigmentado, queratose seborreica pigmentada, tricoblastoma pigmentado,
porocarcinoma e matricoma melanocitico (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI,
RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018).

2.4.4 Carcinoma basocelular infundibulocistico

Trata-se de variante rara de CBC com diferenciacéo anexial, com predilecdo
pela regido peri-ocular (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF,
2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018).

Em geral se apresentam como lesdes Unicas, papulosas, de superficie
perlacea, encimadas por escama fina de coloragédo résea esbranquicada (HOANG,
2017; ELDER et al.,, 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020;
BUSAM, 2018). (Figura 9).
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Figura 9. CBC infundibulocistico.
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.
Histologicamente observam-se estruturas infundibulares com rolhas coérneas
em areas cisticas, circundadas por ninhos de células basaldides na periferia. A outra

forma seria um basocelular com areas de diferenciacdo anexial, sebacea ou ductal
(ELDER et al., 2018) (Figura 10).

Figura 10. Histologia do CBC infundibulocistico.

O diagnéstico  diferencial  histolégico do carcinoma basocelular
infundibulocistico inclui hamartoma folicular basal6ide e tricoepitelioma. O CBC com
diferenciacdo sebacea deve ser distinguido do sebaceoma, adenoma sebéaceo e
carcinoma sebaceo (HOANG, 2017; ELDER et al.,, 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF,
2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018).
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2.4.5 Carcinoma basocelular fibroepitelial (tumor de Pinkus)

Trata-se de variante rara de carcinoma basocelular acomentendo mais
comumente o tronco, em particular a regido dorsal, e raramente pode ser multiplo.
Apresenta-se, em geral, como nodulo de coloragédo cor de carne. (HOANG, 2017;
ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM,
2018).

Histologicamente observam-se filamentos e cordBes de células basaldides se
originando da epiderme e formando estruturas anastomosantes em meio a estroma
fibrético da derme, e ilhas de células basaldides podem estar presentes (HOANG,
2017; ELDER et al.,, 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020;
BUSAM, 2018). (Figura 11).

Figura 11. Histologia do CBC
fibroepitelial (tumor de Pinkus).
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Deve ser diferenciado do siringofiboroadenoma écrino, pela auséncia de
epitélio ductal écrino e cuticula nos blocos de células basaldides e pela
predominancia desse tipo de lesdo no tronco em vez da regido acral no CBC
(HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al.,

2020; BUSAM, 2018).
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2.5 Subtipos de alto risco histoldgico

2.5.1 Carcinoma basoescamoso

Também denominado carcinoma metatipico, é considerado uma variante
agressiva do CBC, com achados histolégicos de CBC e CEC, apresentando zonas
de transicdo entre ambos. Geralmente acomete pessoas idosas, de pele clara, em
areas fotoexpostas. Corresponde a 7,4% dos CBCs. Apresenta-se como papula ou
nédulo de evolugdo lenta que pode ulcerar, apresentar comportamento clinico
agressivo, com maior possibilidade de recorréncia e metastase (CHINEM, MIOT,
2011; NASSER, 2005; HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF,
2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura 12).

0.

Fi 12. Carcinoma basoescamos

Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente apresenta alteracdes caracteristicas de carcinoma
basocelular e diferenciacdo escamosa em graus variaveis (HOANG, 2017; ELDER et
al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura
13).
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Figura 13. Histologia do carcinoma basoescamoso.

Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente deve ser distinto do CBC queratético (um subtipo de CBC
nodular) pela presenca de epitélio escamoso citologicamente maligno e pela
auséncia de pérolas cérneas em regido central dos nédulos tumorais. Também deve
ser distinguido de tumores de colisdo com CBC e CEC (HOANG, 2017; ELDER et
al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018).

2.5.2 Carcinoma basocelular esclerodermiforme (Morfeaforme)

E variante agressiva de carcinoma basocelular caracterizada por delgados
corddes de células basalodides de limites imprecisos, sem a presenca de palicada na
periferia, circundados por abundante estroma fibroso, por vezes desmoplésico, com
capacidade de invadir a hipoderme. Corresponde a cerca de 1% dos CBCs.
Apresenta-se como placa de padréo cicatricial com bordos mal definidos, que
raramente se ulcera ou sangra (CHINEM, MIOT, 2011; NASSER, 2005; HOANG,
2017; ELDER et al.,, 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020;
BUSAM, 2018). (Figura 14)
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Figura 14. CBC Esclerodermiforme.
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente revela colunas filiformes infiltrativas de células basalbides
com espessura de uma a cinco células em um estroma fibroesclerético, sem fendas
ou palicada periférica. Frequentemente ha sobreposicao ou se confunde com o CBC
infiltrativo (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF
et al., 2020; BUSAM, 2018; WEEDON, 2010). (Figura 15).
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Deve ser distinto do tricoepitelioma desmoplasico e carcinoma anexial
microcistico, e a imuno-histoquimica facilitara esta distingdo. Em geral utiliza-se
painel de marcadores onde a demonstracéo de RA +, CK20 — e PHLDA -, favorece
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a possibilidade de tricoepitelioma e CEA +, CK15 +, EMA + e BerEP4 —, favorece
diagnéstico de carcinoma anexial microscistico (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018;
LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018, 2018; SUNJAYA,
SUNJAYA, TAN, 2017; RAMEZANI et al., 2016).

2.5.3 Carcinoma basocelular infiltrativo

E variante agressiva de carcinoma basocelular nodular. Corresponde a 7%
dos casos. Apresenta-se como lesédo de padréo cicatricial, mais frequente no tronco
superior, cabecga e pescoc¢o, geralmente mais comum em pacientes abaixo dos 35
anos. A biépsia deve incluir a derme profunda para um diagnéstico mais correto
(HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; OCANHA et al.,
2011; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura 16).

Figura 16. CBC infiltrativo.
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Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente apresenta ninhos irregulares de células basaldides, de
tamanhos variados, com padrdo tentacular, infitrando o estroma dérmico com
espessura de cinco a oito células. Um terco dos CBCs infiltrativos se misturam com
componente de CBC nodular. A invaséo perineural e a sobreposicdo com o CBC
esclerodermiforme podem ser observados (HOANG, 2017; ELDER et al.,, 2018;
LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF et al., 2020; BUSAM, 2018). (Figura 17).
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Flgura 17 Hlstologla do CBC |nf|Itrat|vo.

Fonte TAKITA SACHT 2020

Pode ser confundido com carcinoma basocelular esclerodermiforme. A
presenca de infiltracdo neoplasica perineural favorece o diagnostico de CBC
infiltrativo (HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; VASEF
et al., 2020; BUSAM, 2018).

2.5.4 Carcinoma basocelular com diferenciacdo sarcomatéide

E variante agressiva muito rara de carcinoma basocelular, com componente
epitelial basalbide e estroma sarcomatdide de histologia varidvel. Ocorre
predominantemente em homens idosos, em areas fotoexpostas da cabeca e
pescoco, térax e antebragcos, e 0s tumores sdo grandes, em média de 2,8 cm
(ELDER et al., 2018; BUSAM, 2018).

Histologicamente apresenta componente basocelular e componente
mesenquimal maligno constituido ou por células pleomérficas indiferenciadas,
osteossarcoma, condrossarcoma, leiomiossarcoma e/ou rabdomiossarcoma.
Representa em geral o resultado de uma diferenciagdo mesenquimal divergente.
Trata-se de tumor bifenotipico, e a correta caracterizacdo deve ser voltada para o
componente neoplasico mesenquimal (Por exémplo: pleomoérfico indiferenciado,
leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma, etc.). A avaliagdo imuno-histoquimica €
fundamental para definicdo (ELDER et al., 2018; BUSAM, 2018).
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2.5.5 Carcinoma basocelular micronodular

E variante histologica de alto risco do CBC, rara na sua forma pura,
correspondendo a menos que 15% dos CBCs. Pode se apresentar como pequenas
papulas ou placas de superficie e extenséo pouco definidas, mais comum em regiao
da cabeca e pescoco. Como infiltra profundamente a derme, pode recorrer apos a
cirurgia, dai ser considerada uma variante de alto risco do CBC (BERNARD et al.,
2008; HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; BUSAM,
2018). (Figura 18).

Figura 18. CBC Micronodular

Fonte: TAKITA, SACHT, 2020.

Histologicamente sao nodulos menores de células basaléides (menores que
0,15 mm em diametro) comparados com o CBC nodular. H& fendas e palicada
periférica, e a derme reticular ao redor é fiboromixodide. Pode demonstrar infiltracao
perineural e da hipoderme com pequenos nddulos satélites em derme profunda
(HOANG, 2017; ELDER et al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; BUSAM, 2018;
WEEDON, 2010). (Figuras 19a e 19b).
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Flguras 19a e 19b Hlstologla do CBC Mlcronodular

Fonte TAKITA SACHT 2020

O diagnéstico diferencial inclui o CBC nodular com arquitetura focal
micronodular, mas estes tumores sao envoltos por um estroma comum e
apresentam auséncia de nddulos satélites na vizinhanga (HOANG, 2017; ELDER et
al., 2018; LUPI, RIBEIRO, HOFF, 2019; BUSAM, 2018).

2.6 Evidéncias de inflamacé&o na carcinogénese

A inflamag&o é um componente essencial da imunidade inata, permitindo que
organismos multicelulares restabelecam a homeostasia frente a estimulos ou
condi¢des nocivas, tais como infecgbes com ou sem leséo tecidual.

A resposta inflamatéria depende, basicamente, de quatro componentes:
indutores, moléculas de reconhecimento celular ou solaveis, mediadores
inflamatérios e tecido-alvo. Quando esse fendmeno se torna desregulado e
persistente, a resposta celular passa a se caracterizar como uma inflamagéo cronica.

Segundo a origem dos agentes indutores, podemos dividir os eventos
inflamatdrios associados ao cancer em extrinsecos (por exemplo, inflamacéo crénica
causada por patdbgenos ou por agentes ambientais) e intrinsecos (por exemplo,
inflamacéo induzida por alteragcdes genéticas em células pré-malignas ou por
necrose tumoral).

A presenca de um infiltrado leucocitario, sobretudo de macré6fagos associados
ao tumor, representa uma caracteristica marcante de praticamente todos o0s
canceres (SOUSA, CUNHA, 2013; STCLAIR, BAR-SAGI, 2012; RIZZO, LEPIQUE,
2015).
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A presenca de um microambiente inflamatério, com altas concentragfes de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), de citocinas e de
eicosanoides, propicia a ocorréncia de lesdo direta no DNA, instabilidade genética e
alteracOes epigenéticas em células pré-malignas, favorecendo a iniciagao tumoral.

Os mediadores inflamatoérios presentes no microambiente tumoral iniciam, em
células tumorais, cascatas de sinalizagéo intracelulares, culminando com a ativagéo
de fatores de transcrigdo, tais como Factor Nuclear Kappa B (NF-kB) e Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3). Esses fatores regulam a
transcricdo de genes associados a resposta inflamatoria, tais como citoquinas (IL-6,
IL-1B). Fatores de crescimento (CSF-1), quimiocinas e seus receptores (IL-8, CCL2,
CCL20, CXCR4), metaloproteinases da matriz (MMP-2 e MMP-9), ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2) e de varios genes associados a carcinogénese, representando o
ponto de convergéncia entre inflamagéao e cancer (CORREA et al., 2009; RIBEIRO
et al., 2016; CHIACCHIO, CUCE, 1997; FERNANDES et al., 2015; JIA et al., 2016;
CIUREA et al.,, 2013; LIMA et al., 2019; MARU et al., 2014; NEAGU et al., 2019;
SOUZA, CUNHA, 2013; ST.CLAIR, BAR-SAGI, 2012; RIZZO, LEPIQUE, 2015;
PITTAYAPRUEK et al., 2016; KUZNETSOVA et al., 2016; BRIDGE et al., 2018;
SALAN et al., 2018; SIVRIKOZ et al., 2015; CASTILLO et al., 2016; XU et al., 2014;
MANTOVANI et al., 2010; GOZDZIALSKA et al., 2016; EL-KHALAWANY, ABOU-
BAKR, 2013; CIAZYNSKA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2008; MOHIAN et al., 2005;
ZHU et al.,, 2013; KARAHAN et al., 2011; WANG, DUBOIS, 2010).

Evidéncias que sugerem estreita associa¢do entre inflamacéo e cancer, foram
relatadas por diversos autores (PUIZINA-IVIC et al., 2008; MARU et al.,, 2014;
AGGARWAL, VIJAYALEKSHMI, SUNG, 2009; MANTOVANI et al., 2010;
GRIVENNIKOV, GRETEN, KARIN, 2010; PRASAD, AGGARWALL, 2015). A figura
20 apresenta, de maneira detalhada, as vias de sinalizagéo associadas a inflamacéo

e o cancer de pele.
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Figura 20. Vias de sinalizacdo associadas com inflamacéo e cancer de pele.
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2.7 Evidéncias de inflamagao na tumorigénese de carcinomas basocelulares

Nos EUA estima-se que 2,8 milhdes de novos pacientes sejam
diagnosticados a cada ano atualmente, sendo um grande problema de saude
publica. Uma das caracteristicas do CBC é a ativagédo continua da via de sinalizacao
Hedgehog devido a mutagcbes no gene supressor tumoral patched (PTCH), que
induz inativagcdo ou devido a mutagdo em Smoothened que leva a ativagdo. Essas
mutagdes foram consideradas bons candidatos a alvos terapéuticos, com
abordagens anti-inflamatérias diretas, e ensaios clinicos foram realizados com
drogas anti-inflamatérias como difluorodimetilornitina, retindides, drogas anti-
inflamatdrias néo-esterdides (AINES), dinucleotideo timidina, vitamina D3, silibinina
e componentes de chas verdes e pretos (GHITA, 2016; TILLEY, DEEP, AGARWAL,
2015).

Outra via de sinalizagdo da inflamagéo associada ao CBC é a NF-kB, que €
dependente da Ik quinase a (IKKa). Demonstrou-se que a IKKa nuclear se liga a
fatores promotores de inflamagé&o; além disso, parece que ele se une a um marcador
de células-tronco, o LGR5 (Leucine-Rich Repeat-Containing G-Protein Coupled
Receptor 5) que ativa a via de sinalizagdo STAT3 durante a tumorigénese.
Eliminando o IKKa, o crescimento tumoral e o processo de EMT (Epithelial-
Mesenchymal Transition) s&o inibidos provando que o IKKa é um fator transformador
oncogénico através de perda de células-tronco e ativagdo de genes relacionados a
inflamagé&o. Isto mostra que o CBC é diretamente relacionado com o microambiente
tumoral inflamatorio (JIA et al., 2016).

Outra das vias relacionadas a inflamacdo no CBC é a via do fator de
transcricdo SRY (Sex Determining Region Y) relacionado a familia HMG-box - high
mobility group box (Transcription Factor SOX-9). Em modelo animal em ratos com
CBC foi visto que SOX9 é expressado na iniciacdo tumoral e que sua expresséo é
dependente da via Wnt/B-catenina. Neste modelo genético a delegdo de SOX9 e a
ativacdo constitutiva da via de sinalizacdo Hedgehog suprime a iniciagdo do CBC
destacada pelo envolvimento de SOX9 na perda de células-tronco, remodelamento
da matriz extracelular e de diferenciagdo do desenvolvimento tumoral e metastatico
(LARSIMONT et al., 2015).
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Em outro modelo experimental usando ratos SENCAR a inflamacéo foi
induzida por radiagdo UVB e a iniciagdo tumoral na pele foi estudada.

Foi relatada que a expressdo de PTK6 (Proteina tirosina quinase 6) estava
aumentada sob a agdo da UVB. Em ratos SENCAR Ptk6 "* e Ptké 7, expostos a

+/+

radiacdo UVB, foi visto que nos ratos Ptk6é ™" a UVB induz inflamagdo e aumento de
expressdo de PTK6 nas células epiteliais basais da epiderme. Esta exposi¢do foi
relacionada com maior frequéncia de tumores e carga tumoral comparada com 0s
ratos SENCAR Ptk6 . Em humanos com CEC (carcinoma espinocelular) a ativag&o
do PTK6 esté bastante acentuada. Parece que o PTK6 contribui com a inflamacéo
dependente de radiagdo UVB e com o aumento posterior da tumorigénese na pele
(CHASTKOFSKY et al., 2015).

Em pacientes com CBC existe uma procura constante de células imunes
relacionadas com a inflamag&o que possa prognosticar sua evolugao, tais células
sdo o0s neutréfilos, mondcitos e linfécitos. Em estudo retrospectivo recente da
contagem de células brancas sanguineas em menos de 500 pacientes, foi
observado que no grupo dos CBCs a contagem de neutréfilos e mondcitos estava
diminuida em relag@o ao grupo controle. A proporcdo neutrdéfilo/linfécito foi de 3,24
em CBC e 3,59 em CEC quando comparada a 5,06 no grupo controle (BAYKAN,
CIHAN, OZYURT, 2015).

Como os canceres de pele ndo-melanoma estédo associados fortemente com
excessiva radiacdo UV, ha numerosos estudos acerca da associacéo do risco para
cancer de pele associados a vitamina D. O sistema enddcrino e a vitamina D estdo
associados com inflamagéao, crescimento celular e diferenciagdo (LUPU et al., 2017).

A vitamina D atua através de sua ligagdo com o receptor de vitamina D
(VDR). Em um grande estudo envolvendo cerca de 17.000 casos de CBC
comparados a mais de 250.000 controles, polimorfismos 2 single-nucleotide (SNPSs)
em novo loci foi encontrado relacionado ao risco de CBC. O estudo aponta que
variagcOes hereditarias comuns em VDR séo relacionadas ao desenvolvimento de
CBC (LIN et al., 2017). Outro estudo utilizando modelo de pele animal mostrou que
mastocitos expressando VDR, estdo envolvidos na imunossupressdo UV mediada
pela expressdo de VDR de CYP24Al (uma hidroxilase) que inativa metabdlitos da
vitamina Dz. Em pele normal acima de 2,9% dos mastdcitos eram CYP24A1", com

uma alta porcentagem de mastdcitos CYP24A1" em queratose actinica (AK), CEC e
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CBC. Os achados de mastdcitos CYP24A1" aumentados em cancer de pele
derivados de queratinécitos necessita de estudos posteriores (KAUKINEN et al.,
2017).

Da mesma forma que em outros o6rgdos, a expressdo aumentada de
CYP24A1 na pele pode ser correlacionada com modelos murinos de inflamacéo e
fibrose progressiva (WEIDENBUSCH et al., 2017).

O processo de tumorigénese inclui varios mecanismos adicionais tais como
neovascularizacéo, invaséo tecidual, e metastase. Todos esses processos envolvem
remodelagdo tecidual onde o sistema uroquinase € altamente envolvido. Em outro
estudo demonstrou-se que o CBC estd associado com hiperproliferagcdo de
queratinécitos, migragdo celular inflamatéria e processos de angiogénese, e
obsevaram que a expressédo aumentada de receptor ativador de plasminogénio de
uroquinase (UPAR) esta presente no estroma tumoral circundante ao CBC. Portanto,
o sistema UPAR é uma rede molecular que sustenta a agressividade proliferativa e a
invasao celular tumoral (RUBINA et al., 2017).

Outro sistema molecular que favorece a inflamagéo e remodelamento tecidual
na tumorigénese € a metaloproteinase (MMP). Sua ativacdo esta envolvida na
degradagédo da membrana basal em processos tais como inflamagéo, cicatrizagéo
tecidual, angiogénese e carcinogénese. No CBC, a expressdo de MMP-1 e MMP-9
foi observada associada com a progressdo da doenca. Baixos niveis foram
detectados em queratose actinica (AK), enquanto que expressdo intensa foi
encontrada em diferentes tipos de CBC (KUZNETSOVA et al., 2016).

Véarios compostos anti-inflamatérios embasam prova da associacdo de
inflamagdo com tumorigénese. O naproxeno, um composto anti-inflamatério
conhecido, mostra uma acgdo anti-proliferativa e pro-apoptética. Um estudo usando
modelo animal de rato com tumorigénese de pele induzida por UVB observou-se que
0 naproxeno inibiu significativamente tanto o CBC como o CEC. A inibicdo foi
observada no niumero e no volume de lesbes e as principais redu¢cbes foram nos
tumores do tipo CBC. Os efeitos estavam associados com decréscimo na expressao
de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e ciclina D1, aumento de apoptose e de
moléculas relacionadas a inflamacg&o (e.g., INOS, COX-2, nuclear NF-kB e p65).
Mesmo tumores residuais, ap0s terapia com naproxeno, apresentaram um potencial

agressivo mais baixo, expressdo de marcadores de EMT (Epithelial-mesenchymal
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transition), como por exemplo a N-caderina, vimentina, Snail e Twist) e expressao
aumentada de E-caderina (CHAUDHARY et al., 2017).

Em relacdo as estratégias terapéuticas, temos disponivel o Imiquimod que é
um agonista de TLR7 (Toll Like Receptor-7), que enderega um receptor derivado de
inflamacédo, e que foi aprovado para tratamento de CEC in situ, e mais
recentemente, foi empregado para tratamento de CBC superficial com resultados
clinicos positivos. Estes resultados mostram uma estratégia terapéutica que reduz a
tumorigénese (PAPAKOSTAS, STOCKFLETH, 2015).

Outros compostos anti-inflamatérios classicos tais como aspirina e outras
drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINEs) tem sido testados em CBC.
Coletivamente, dados de 11 estudos clinicos mostraram uma reducao de risco de
10% de CBCs em pacientes usando AINEs enquanto que o uso de aspirina isolada
teve uma reducdo menor no risco. Este relato ressalta que em humanos o uso de
AINEs pode ser utilizado em populagdo de alto risco para reduzir a iniciagdo de
CBCs (MURANUSHI et al., 2016).

2.8 Revisao dos biomarcadores utilizados na pesquisa

COX-2 ou ciclooxigenase-2 - faz parte de um grupo de enzimas, COX-1 e
COX-2, criticas na biossintese de prostaglandinas a partir do 4cido araquidénico. A
proteina COX-1 humana é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos e
exerce fungdes na manutencdo da homeostasia tecidual.

Drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINEsS) sdo efetivas na diminuigdo
da resposta inflamatoria bloqueando ambas as enzimas COX. COX-2 é uma
proteina indutora de 70kD que é responséavel pela sintese de prostaglandina no sitio
inflamatdrio, ndo ocorrendo em tecidos normais. A sua expressado também tem sido
relacionada com a carcinogénese e inibidores especificos de COX-2 apresentam
efeitos anti-tumorais. Expressdo de COX-2 por imuno-histoquimica tem sido relatada
numa variedade de tecidos neoplasicos. Entre os tecidos neoplasicos a expressao
citoplasméatica de COX-2 foi demonstrada em: adenocarcinoma colorretal,
subconjunto de adenocarcinomas ductais da mama, adenocarcinomas pulmonares,
na maioria de carcinomas escamosos do es6fago, carcinomas adenoescamosos do

esofago, gliomas, melanomas, adenocarcinoma géstrico, carcinoma espinocelular de
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cabeca e pescoco, carcinoma pancredtico, feocromocitoma, cancer testicular,
carcinoma escamoso da bexiga, um subconjunto de carcinomas de ovério,
subconjunto de carcinomas da préstata, subconjunto de carcinoma transicional
invasivo de bexiga, subconjunto de carcinoma de células renais e subconjunto de
carcinoma hepatocelular (SANO et al, 1995; SHEEHAN et al, 1999; HLA, NEILSON,
1992; STRATTON, ALBERTS, 2002; MASFERRER et al, 2000; HALF et al, 2002;
ACHIWA et al, 1999; HOSOMI et al, 2000; ZIMMERMANN et al, 1999; SHONO et al,
2001; DENKERT et al, 2001; LIM et al, 2000; CHAN et al, 1999; OKAMI et al, 1999;
TUCKER et al, 1999; SALMENKIVI et al, 2001; HASE et al, 2003; SHIRAHAMA,
SAKAKURA, 2001; KIRSCHENBAUM et al, 2000; MOHAMMED et al, 1999).

CXCR4 - as quimiocinas s@o pequenas proteinas quimiotaticas secretadas
por vérias células sobre influéncia de citocinas inflamatérias, fatores de crescimento
e células cancerigenas. Estas quimiocinas regulam o transporte celular,
especialmente recrutando leucécitos para 0s seus sitios alvos, e tem um papel
importante, ndo somente nas reacdes inflamatérias e imunes, como também na
progressdo do cancer, segundo Oliveira (2008). As quimiocinas constituem uma
superfamilia de pequenas proteinas (8-14kD), da qual participam mais de 50
quimiocinas que exercem a sua acao via interagdo com receptores especificos. Elas
sdo subdivididas em quatro familias: CXC, CC, XC e CX3C, dependendo do
posicionamento do residuo de cisteina no N-terminal da molécula proteica. Nestas
moléculas, C representa residuos de cisteina e X é qualquer outro residuo de
aminoacido. As quimiocinas CC apresentam um rearranjo de uma cisteina adjacente
a outra.

As quimiocinas CXC tem 4 residuos de cisteinas, sendo que os 2 primeiros
residuos de cisteinas conservados sdo separados dos outros 2 residuos de cisteina
por 1 residuo de aminoacido ndo conservado, como observado no receptor CXCR4
e seu ligante SDF-1a (Stromal Cell-Derived Factor-1 ou CXCL12), de acordo com
Oliveira (2008). A divisdo das quimiocinas CXC € baseada na presenca ou auséncia
da sequéncia ELR (Glu-Leu-Arg) localizadas na regido N-terminal da proteina
(ELR+). As quimiocinas ELR+ apresentam uma importante implicacéo fisiol6gica em
termos angiogénicos, emquanto que as quimiocinas ndo-ELR (ou ELR-) sdo anti-
angiogénicas ou angiostaticas. A ligagdo das quimiocinas aos seus respectivos

receptores acoplados na proteina G e presentes na membrana plasmatica de células
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alvo, leva a reorganizagdo do citoesqueleto e adesdo com células endoteliais
levando & migragdo destas ceélulas. A transmigracdo dos leucdcitos ocorre no
sistema vascular através das células do endotélio, processo que envolve cascata
sequencial de citocinas proé-inflamatérias secretadas e presentes na superficie
dessas células, tais como TNFa (Fator de necrose tumoral alfa), IFN-y (Interferon
gama) e IL-1B (Interleucina 1 beta), moléculas de ades&o e quimiocinas. As citocinas
se ligam as cadeias dos proteoglicanos presentes na superficie das células
endoteliais e componentes da matriz extracelular, promovendo uma sinalizagéo
direcional que as células podem usar para navegar em regifes inflamatorias. Esta
reacao provoca adesao dos leucdcitos aos sitios especificos nos vasos sanguineos
e faz com que ultrapassem a barreira do tecido, migrando para outros 6rgédos. As
quimiocinas interferem na oncogénese de trés maneiras: inicialmente, controlando a
infiltraco leucocitaria. Os leucocitos podem contribuir para a sobrevivéncia do tumor
como fonte de fatores de crescimento e angiogénese. Posteriormente, varias
quimiocinas agem como fatores de crescimento para as células tumorais, como por
exemplo, IL-8 (ou CXCL8) e CXCL1/GROa (C-X-C ligand 1/Melanoma growth
stimulating activity), os quais estimulam o crescimento de carcinomas broncogénicos
e melanoma, respectivamente. E, finalmente, as quimiocinas influenciam a migragéo
de células tumorais (OLIVEIRA, 2008).

Metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9) - as metaloproteinases da matriz
(MMPs) constituem uma familia de endopeptidases estruturalmente relacionadas,
zinco-dependentes, que coletivamente sdo capazes de degradar a membrana basal
e virtualmente todos os outros componentes da matriz extracelular (ECM).

As MMPs séo produzidas como precursores inativos contendo uma sequéncia
de sinais secretorios e um pro-peptideo. A clivagem proteolitica desse pro-peptideo
€ requerida para a ativacdo da MMP. A MMP-9 exerce um papel critico na invasdo
tumoral e metéstase, bem como na angiogénese. No tecido canceroso, a expressao
de MMP-9 pode ser induzida nas células estromais pela infiltracdo de células
neoplasicas, por contato direto célula-célula, de maneira paracrina, ou como
resultado de um estimulo por fatores de crescimento liberados pela degradacdo da
matriz extracelular no processo de invasdo. A expressdo de MMP-9 esta aumentada
em praticamente todo tipo de cancer humano e isto em geral correlaciona-se com

um estadiamento avangado, aumento da invasdo, metastase e uma curta sobrevida.
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Uma das excegbes é o céncer de coOlon onde a presenca de macrofagos
expressando MMP-9 tem sido associada com tendéncia metastatica reduzida
(ILLEMANN et al., 2006; EGEBLAD, 2002; STAMENKOVIC, 2003).

Bcl-2 - o gene Bcl-2 foi identificado a mais de uma década atrds com o
descobrimento e andlise da translocagdo t (14;18) (q32;921). Esta translocacéo
ocorre em 70-80% dos linfomas foliculares. Isto resulta numa superexpressdo do
alelo Bcl-2 translocado induzido por estimulos na regido IgH, ainda que a
translocacdo ndo seja um pré-requisito para a expresséo da proteina Bcl-2, uma vez
que isto ocorre em muitos casos sem o rearranjo. O polipeptideo Bcl-2 é uma
oncoproteina de 26kDa, ele € um inibidor da morte celular apoptética encontrado
principalmente nas membranas intracelulares mitocondriais e nucleares e no reticulo
endoplasmético liso, mais do que nas superficies celulares. As experiéncias de
transferéncia de genes demonstraram que niveis elevados desta proteina podem
proteger uma grande variedade de células contra véarios estimulos de morte celular
que vao desde a supressédo do fator de crescimento e das linfocinas citotdxicas as
infeccdes virais e deterioragdo do DNA, medicamentos anticancerigenos e radiacao
O gene Bcl-2 esta envolvido na translocacdo cromossomica t (14;18) encontrada na
maioria dos linfomas foliculares humanos e em alguns dos linfomas difusos de
células B. Nesta transloca¢cdo, o gene Bcl-2 no seguimento cromossdmico 18g21
estq justaposto ao local da cadeia pesada da Ig no 14g32, resultando numa
expressdo desregulada da oncoproteina Bcl-2 (ADAMS, CORY, 1998; KUSENDA,
1998; YANG, KORSMEYER, 1996).

Ki-67 - Ki-67 é uma proteina né&o-histbnica, de meia-vida curta -
aproxidamadamente 90 minutos, presente em todas as fases do ciclo celular, exceto
na GO, e em todos os tipos celulares com capacidade proliferativa. Em relagdo a
intensidade da presenga do Ki-67 nas diferentes fases do ciclo celular, mais
especificamente nas fases S e G2, ela aumenta com maxima intensidade na
metafase comegando a diminuir na telo6fase. A depender da fase do ciclo celular, o
Ki-67 podera ser localizado no nacleo (G1), no nucléolo (S e G2), na superficie dos
cromossomos (metéafase) ou difuso no citoplasma apdés a rotura da membrana
nuclear, sendo também descrito no citoplasma durante a fase S. Observa-se que
este marcador vem sendo estudado ha mais de 30 anos, e estudos recentes tem

sido desenvolvidos no sentido de identificar métodos imuno-histoquimicos para
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determinar seu valor progndstico (HEIDEBRECHT et al. 1996; SCHOLZEN,
GERDES, 2000; Du MANOIR et al., 1991; STARBORG et al., 1996; KILL, 1996;
BRAUN et al., 1988; VAN DIERENDONCK et al, 1989; PLAVETIC et al., 2015).

BerEP4 - o0 antigeno epitelial consiste numa proteina transmembranosa que
funciona como uma molécula de adeséo celular. Este antigeno especifico do epitélio
€ amplamente distribuido nas células epiteliais e apresenta uma forte expressao nos
carcinomas. Entre as excec¢bes nos epitélios normais temos os hepatécitos do
adulto, células parietais nas glandulas géastricas e células apicais do epitélio
escamoso, todos negativos para o antigeno epitelial. O antigeno epitelial raramente
esti presente nos mesoteliomas. Foi relatado que o antigeno epitelial desempenha
um papel importante enquanto marcador de células tumorais nos linfonodos com
carcinoma de esofago, que de outro modo seria classificado como linfonodo-
negativo. Sugeriu-se igualmente que o antigeno epitelial € um diferenciador entre os
carcinomas basocelulares, o carcinoma escamoso e basoescamoso da pele
(HOSCH et al, 2000; LATZA et al., 1990; MOMBURG et al., 1987; SHEIBANI et al.
1991; BEER, SHEPHERD, THEAKER, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a expresséo de biomarcadores inflamatérios (COX-2, CXCR4, MMP-
9), marcadores de carcinoma basocelular (Ber-EP4, Bcl-2) e de proliferagéo celular
(Ki-67) em subtipos histolégicos de baixo (CBC nodular) e alto risco de recorréncia

do carcinoma basocelular (CBC esclerodermiforme e CBC micronodular).

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a intensidade da expressdo de cada marcador biol6gico (COX-2,
CXCR4, MMP-9, Ber-EP4, Bcl-2, Ki-67) através do método imuno-histoquimico, nos
dois grupos de subtipos histologicos de carcinomas basocelulares (baixo e alto risco
de recorréncia).

Comparar e correlacionar estatisticamente os resultados das imunocoloragdes
nos dois grupos de subtipos histoldgicos de carcinomas basocelulares (baixo e alto

risco de recorréncia).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada no CEP (Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos) da UFMS (Anexo 2). Os tumores foram selecionados entre os registrados
no setor de Dermatopatologia do Servico de Dermatologia do
HUMAP/EBSERH/UFMS, no periodo de 2015 a 2018, a partir dos relatérios de

exames histopatoldgicos.

4.1.1 Critérios de inclusao

a) Acima de 18 anos de ambos 0s sexos;
b) Diagndstico histopatolégico de carcinoma basocelular, subtipos de baixo risco
de recorréncia (nodular) e de alto risco de recorréncia (esclerodermiforme e

micronodular).

4.1.2 Critérios de excluséo

a) Gestantes;

b) Indigenas.

As laminas histolégicas registradas com tumores basocelulares foram
revisadas por dois patologistas independentes e classificadas segundo critérios de
Weedon (2010), em dois subtipos histologicos:

a) Carcinoma basocelular nodular

b) Carcinoma basocelular esclerodermiforme e micronodular

Foram estudadas 40 amostras teciduais com diagndstico histologico de
carcinoma basocelular, assim distribuidos:
a) 25 amostras com diagnostico de CBC nodular (n=25);
b) 6 amostras com diagnéstico de CBC esclerodermiforme (n=6);

¢) 9 amostras com diagnéstico de CBC micronodular (n=9).
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Foram analisadas amostras teciduais de um grupo de CBCs nodulares
(n=25), de baixo risco de recorréncia e um grupo englobando CBCs
esclerodermiformes (n=6) e CBCs micronodulares (n=9), de alto risco de recorréncia.

As informacdes obtidas nos prontuarios de atendimento foram: a idade, o
género, a topografia do tumor e os fototipos (anexo 1). Os blocos de parafina
arquivados foram submetidos a 7 novos cortes histologicos: um para coloracdo com
hematoxilina-eosina (HE) com finalidade de confirmar o subtipo histologico e seis
para aplicacdo dos anticorpos primérios através de imuno-histoguimica.

As laminas histoldgicas desses espécimes foram submetidas ao protocolo de
marcagao imuno-histoquimica para os marcadores COX-2, CXCR4, MMP-9, Ber-
EP4, Bcl-2 e Ki-67.

As reacgOes de cada anticorpo foram realizadas no mesmo momento sob o
mesmo protocolo. Controles positivos e negativos de cada marcagdo foram

realizados para cada anticorpo.

4.2 Técnica de imuno-histoquimica (TAYLOR, RUDBECK, 2013)

A técnica de imuno-histoquimica requer 4 passos:
1) Preparacéo das amostras;
2) Recuperacéo antigénica;
3) Desparafinizagao;

4) Reacao de imuno-histoquimica.

No primeiro passo, os blocos foram seccionados para obtengdo dos cortes
histolégicos, que foram estendidos em l|aminas histologicas. Os 6 anticorpos
primérios (marcadores) utilizados nesse estudo foram: COX-2 (clone CX-294,
DAKO), CXCR4 (clone ab124824, abcam), MMP-9 (clone ab76003, abcam) Ber-EP4
(clone Ber-EP4, DAKO), Bcl-2 (clone 124, DAKO) e Ki-67 (clone MIB-1, DAKO).

4.3 Equipamentos utilizados na imuno-histoquimica:

PT LINK (marca: DAKO) e COVERSLEEPER (marca: DAKO).
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4.4Reacdo imuno-histoquimica — procedimentos

4.4.1 Cortes histolégicos

e Os blocos foram entregues a é&rea de histotécnica apds a triagem
(identificagéo), e colocados no freezer para gelar;

e Apoés resfriamento do bloco, foram realizados cortes de 3 micras em
micrétomo manual;

e Os cortes foram colocados em banho maria a +/-65°C e "pescados" nas
lAminas ja identificadas com o numero do caso;

e Tais ldminas foram colocadas em estufa & 60°C por 40 minutos para o

inicio da desparafinizacao.

4.4.2 Preparacgéo

44.21 Periodo noturno

e As laminas foram colocadas em bergos de coloragdo devidamente
numeradas para serem distribuidas nos tanques do PT-Link e de acordo com o PH
determinado.

e Foram fechados os PT-Link, fazendo-se a programacao na tela do menu
do equipamento, verificando o horéario, dia da semana, temperatura e programagao
de inicio do processo.

¢ Finalmente verificando se o0 NO-BREAK estava ativo corretamente, a fim

de garantir o inicio do processo no periodo da manha.

4.4.2.2 Periodo da manha

e O processo de desparafinizagcéo e hidratagdo das laminas ocorreram nas
maquinas PT-Link com agua deionizada e solugdes prontas de ph baixo e ph alto
que atingiram uma temperatura de aproximadamente 180°C num periodo de 72

minutos a partir das 4:00 da manh& em solugdes de phs ALTO e BAIXO.
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e A continuidade do processo foi feita com uso de todo o kit envision flex da
Dako para a realizacdo da reacdo imuno-histoquimica, juntamente com uso de
anticorpos concentrados (a serem diluidos) e flex (ja diluidos) de acordo com seus
respectivos phs.

e Foram abertas as tampas do PT-Link e deixado esfriar por 30 minutos
para que ndo ocorresse choque térmico nas laminas.

e Retirados os carrinhos do PT-Link.

e Mergulhado 10 vezes em solugcdo tampéo e deixado descansar por 5
minutos.

e Trocado o tampéo, repetido o procedimento e deixado mais 5 minutos em
descanso;

e Retirados os carrinhos com as laminas da solucgéo, tirado dos carrinhos
uma a uma, secado nos arredores do fragmento com campo cirargico, fazendo um
circulo com a caneta hidrofébica ao redor do fragmento delimitando-o, e distribuindo
as mesmas nas caixas acrilicas lado a lado. Em seguida pipetou-se 100pl de
solucéo de bloqueio da peroxidase e deixado por 5 minutos em descanso;

e Em seguida lavou-se com solugdo tampéo as laminas e deixado também
por 5 minutos em descanso;

e Retirado o excesso de solugdo tampéo, levantando uma lamina por vez,
devolvendo-a na caixa novamente para pipetar o anticorpo primario ja diluido,
conforme designado nas laminas previamente etiquetadas. O processo de

incubagéo dos anticorpos seguiu as instrugdes abaixo:

4.4.3 Incubacgdo com anticorpo priméario

* Diluidos os anticorpos primarios com diluente, de acordo com o titulo ja
padronizado, ou se ja pré-diluido, utilizado diretamente.

* Enxugou-se as laminas que estavam na agua deionizada com campo
cirdrgico ou papel toalha, tomando o cuidado de néo estragar o fragmento.

» Delimitou-se a area do corte com caneta hidrofobica.

* Pingou-se 100pl do anticorpo priméario em cima do corte.

= Colocou-se as laminas dentro de uma caixa de acrilico ou recipiente

plastico, e incubamos por 30 minutos em temperatura ambiente.
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» Lavou-se com tamp&o na propria cuba, utilizando pissete.

e ApOGs a reagdo com o0s anticorpos primarios, lavou-se novamente as
lAminas nas caixas acrilicas com solucdo tampéo e deixadas novamente em solucéo
tamp&o por 5 minutos;

e Retirado o tampéao levantando-se uma lamina por vez, devolvendo-a na
caixa novamente, pipetando o polimero HRP e deixando incubar por 20 minutos;

e Apo0s, iniciou novamente em processo de lavagem com a solugdo tampéo
por 2 vezes e descansado 5 minutos em cada etapa;

e No caso de anticorpos (anti mouse ou anti rabbit) incubado o linker por 15
minutos e depois lavado com o tamp&o;

e Na proxima etapa iniciou-se o processo de revelacdo com o cromégeno
Substrate Working Solution (equivalente ao DAB), onde pipetou-se 2 vezes e ficou
em reagdo por 7 minutos em cada uma das vezes;

e Depois, lavadas as laminas com solugdo tampdo e colocadas em
carrinhos que foram levados as cubas de hematoxilina por 30 segundos em
descanso, e depois lavadas em agua corrente;

e Em seguida, cada carrinho foi mergulhado na bateria de 4 cubas de é&lcool
absoluto e 8 cubas de xilol, até serem trocadas de carrinhos e levadas a maquina de

montagem de |aminas.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise da imunoexpressédo dos seis marcadores pesquisados

Os anticorpos primérios utilizados (marcadores biolégicos) foram: COX-2
(clone CX-294, DAKO), CXCR4 (clone ab124824, abcam), MMP-9 (clone ab76003,
abcam) BerEP4 (clone Ber-EP4, DAKO), Bcl-2 (clone 124, DAKO), Ki-67 (clone MIB-
1, DAKO). Todas as coloragbes foram analisadas independentemente ao
microscopio Optico, marca Opticam modelo O500R trinocular com maquina
fotografica Opticam LOPT14003 acoplada, por dois patologistas que analisaram as
lAminas segundo os seguintes critérios:

a) Na coloracdo de HE (Hematoxilina & Eosina), foi confirmado o subtipo
histologico baseando-se nos critérios histolégicos de Weedon (2010): grupo com
subtipo nodular; grupo com subtipos micronodular e esclerodermiforme.

b) A avaliagdo da intensidade de expressdo para o0s seis marcadores
biologicos foi analisada considerando-se a imunopositividade citoplasmatica e/ou
nuclear, com a seguinte graduacao: (0): negativo; (1+): pouco corada (expresséo
fraca em poucas células); (2+): moderada coloragdo (em menos da metade das
células); (3+): fortemente corada (coloragdo intensa em metade ou mais das
células). As informagdes das intensidades de expressado dos seis marcadores estao

individualizadas na figura 27.

Figura 21: Fotomicrografia da imunomarcacdo do CBC (amostra 151396/16).
MMP-9. Captura realizada com objetiva de 40X. (1+)
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Figura 22: Fotomicrografia da imunomarcacdo do CBC (amostra
151396/16). CXCR4. Captura realizada com objetiva de 40X. (3+)
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Figura 23: Fotomicrografia da imunomarcacao do CBC (amostra 151396/16).
Ki-67. Captura realizada com objetiva de 40X. (2+)
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Figura 24: Fotomicrografia da imunomarcacdo do CBC (amostra

177313/18). Bcl-2. Captura realizada com objetiva de 40X. (3+)
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Figura 25: Fotomicrografia da imunomarcacao do CBC (amostra 172345/17).
Ber-EP4. Captura realizada com objetiva de 40X. (3+)

s Ber-EP4




Figura 26: Fotomicrografia da imunomarcacdo do CBC (amostra 172918/17).
COX-2. Captura realizada com objetiva de 40X. (2+)
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Figura 27: Quadro mostrando a imunoexpressao em cruzes dos biomarcadores utilizados e correspondéncia com os subtipos histolégicos de

baixo e alto risco de recorréncia.

NUumero Caso MMP-9 | CXCR-4 | COX-2 BCL2 Ki-67 Ber EP4 HE (Diagndstico)
1 152507/16 (A) + ++ + +++ ++ +++ CBC Micronodular
2 150298/15 ++ ++ + ++ ++ +++ CBC Micronodular
3 150308/15 (A) + ++ + +++ ++ +++ CBC Micronodular
4 149611/15 (B) ++ + + ++ ++ +++ CBC Micronodular
5 172345/17 (A) + ++ + ++ ++ +++ CBC Micronodular
6 151396/16 (B) + +++ + + ++ +++ CBC Micronodular
7 173177/17 ++ ++ + + ++ +++ CBC Micronodular
8 177313/18 + ++ + +++ ++ +++ CBC Micronodular
9 179208/18 ++ ++ + ++ ++ +++ CBC Micronodular
10 170326/17 (A) + + ++ ++ ++ +++ CBC Esclerodermiforme
11 163646/17 + + + + ++ +++ CBC esclerodermiforme
12 159314/16 ++ ++ + + ++ +++ CBC esclerodermiforme
13 154202/16 (A) ++ ++ ++ + ++ +++ CBC esclerodermiforme
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14 145359/15 + ++ ++ + ++ +++ CBC esclerodermiforme
15 142482/15 + + + + ++ +++ CBC esclerodermiforme
16 142452/15 + + + + + +++ CBC Nodular
17 142474/15 (A) + ++ + +++ + +++ CBC Nodular
18 142481/15 + + + +++ + +++ CBC Nodular
19 145370/15 ++ + + + + + CBC Nodular
20 145364/15 ++ + ++ +++ + ++ CBC Nodular
21 140954/15 + + + +++ ++ +++ CBC Nodular
22 141484/15 + + + + + +++ CBC Nodular
23 141493/15 (B) + + + +++ + +++ CBC Nodular
24 135119/15 + + + +++ + +++ CBC Nodular
25 142479/15 + + + ++ + +++ CBC Nodular
26 142450/15 + ++ + +++ + +++ CBC Nodular
27 140943/15 + + + ++ + +++ CBC Nodular




28 142277/15 ++ + + ++ + +++ CBC Nodular
29 142460/15 (A) + + + ++ + +++ CBC Nodular
30 141182/15 (B) + + + +++ + +++ CBC Nodular
31 141776/15 + + + ++ + +++ CBC Nodular
32 140960/15 + + + ++ + +++ CBC Nodular
33 142276/15 + +++ ++ ++ + +++ CBC Nodular
34 172873/17 + + ++ +++ + +++ CBC Nodular
35 172876/17 + + + +++ + +++ CBC Nodular
36 172919/17 (A) + + + +++ + +++ CBC Nodular
37 172926/17 (B) + + + + + +++ CBC Nodular
38 172059/17 (A) + + ++ ++ + +++ CBC Nodular
39 172888/17 + + ++ ++ + +++ CBC Nodular
40 172918/17 (A) ++ + ++ +++ + +++ CBC Nodular
Classificacéo da expressdo IHQ: 0 =negativo + =fraco ++ = moderado +++ = intenso

Quanto a porcentagem os casos foram classificados em: negativo = 0, + = 1-25%, ++ = 25-50%, +++ = 50-100% das células positivas
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5.2Andlise estatistica dos dados

A comparagéao entre pacientes com baixo e agueles com alto risco de recorréncia
de carcinoma basocelular, em relacdo a intensidade de expressdo dos marcadores
MMP-9, CXCR-4, COX-2, Bcl-2, Ki-67 e Ber-EP4, na imunohistoquimica, foi
realizada por meio do teste de Mann-Whitney, uma vez que as amostras né&o
passaram no teste de Shapiro-Wilk. Os demais resultados deste estudo foram
apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabela e grafico. A
andlise estatistica foi realizada por meio do programa estatistico SPSS, verséo 23.0,
considerando um nivel de significancia de 5% (ROWE,2007).

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da intensidade de expressao
dos marcadores na imuno-histoquimica (0 a 3 cruzes), de acordo com o risco de
recorréncia de carcinoma basocelular (CBC). Estes mesmos resultados estdo
ilustrados na Figura 28.

Nao houve diferenca estatistica significante entre subtipos classificados como
de baixo risco de recorréncia de CBC e aqueles classificados como tendo alto risco,
em relacdo a intensidade de expressdo dos marcadores MMP-9 (p=0,211), COX-2
(p=0,847) e Ber EP4 (p=0,679).

A intensidade de expressdo do marcador CXCR-4 nos subtipos classificados
como de alto risco foi maior do que aquela observada nos subtipos de baixo risco
(p=0,001). O mesmo foi observado em relagcdo ao marcador Ki-67 (p<0,001). Por
outro lado, a intensidade de expressao do marcador Bcl-2 nos subtipos classificados
como de alto risco foi menor do que aguela observada nos subtipos de baixo risco
(p=0,038), apesar de as medianas de intensidade de expressédo do marcador para
ambos 0s grupos terem sido as mesmas (duas cruzes). Esta diferengca entre os

grupos de pacientes pode ser melhor evidenciada na Figura 28.



Tabela 1. Resultados da intensidade de expressdo dos marcadores na imuno-
histoquimica (0 a 3 cruzes), de acordo com o risco de recorréncia de carcinoma
basocelular (CBC).

Risco de recorrénciade CBC

Marcador Baixo risco Alto risco Valor de p
(Mediana) (Mediana)
MMP-9 1(1a?2) 1(1a2) 0,211
CXCR-4 1(1a3) *2(1a3) 0,001
COX-2 1(1a?2) 1(1a?2) 0,847
Bcl-2 *2(La?d) 2(1aj) 0,038
Ki 67 1(1a?2) *2(2a2) <0,001
Ber EP4 3(1a3) 3(3aj 0,679

Os resultados estdo apresentados em mediana (minimo a maximo). Valor de p no
teste de Mann-Whitney. Valor de p em negrito indicam diferenca entre baixo e alto
risco de recorréncia, em relagdo a expressao do marcador (p<0,05).

* Significantemente maior.
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Figura 28: Gréfico box plot apresentando a intensidade de expresséo dos
marcadores na imuno-histoquimica (0 a 3 cruzes) em células de pacientes
de baixo e alto risco de recorréncia de carcinoma basocelular (CBC). A
linha horizontal em negrito representa a mediana, a caixa representa o
intervalo interquartil (25 e 75%), as barras representam o intervalo entre
valor adjacente inferior e o valor adjacente superior e os circulos
representam valores discrepantes (outliers). * Diferenca significativa em
relagdo aos pacientes com carcinoma basocelular de baixo risco (teste de
Mann-Whitney, p<0,05).
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5.3 Discussao

Em relagdo a intensidade de expressdo do marcador inflamatério COX-2,
verificou-se em nossos casos que nao houve diferenca significativa entre a
imunopositividade dos espécimes de baixo e alto risco de recorréncia, pois a
imunoexpressao em cruzes na maioria dos casos foi de fraca a moderada (p=0,847).
No estudo de Karahan. et al. (2011), verificou-se, no entanto, que a expressao de
COX-2 foi significantemente mais alta nos subtipos de CBC de padrao infiltrativo,
comparado com os subtipos nodular e superficial. Neste estudo os autores sugerem
que a expresséo de COX-2 pode estar associada com a agressividade local e risco
de recorréncia nos CBCs.

El-Khalawany e Abou-bakr (2013), estudando a expressdo de COX-2 através
de imuno-histoquimica em casos de carcinoma basocelular recorrente, verificaram
gue houve expressdo em 90,9% dos casos recorrentes comparado a 59,1% dos
casos de CBC nao recorrente com uma diferenca estatisticamente significante
(p=0,04). Relataram ainda que houve expressdo moderada a intensa em 13 casos
de tumor recorrente e 2 ndo recorrentes. Concluiu-se que altas expressdes de COX-
2 podem ser consideradas fatores de risco de recorréncia de CBC junto com outros
fatores clinicos e histoldgicos.

Chaudhary et al. (2017) usando modelo animal de rato com tumorigénese de
pele induzida por UVB observaram que o naproxeno (um inibidor de COX-2) inibiu
significativamente tanto o CBC como o CEC. A inibi¢do foi observada no namero e
no volume de lesbes e as principais redugdes foram nos tumores do tipo CBC. Os
efeitos estavam associados com decréscimo na expressdo de PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) e Ciclina D1, aumento de apoptose e de moléculas
relacionadas a inflamacdo (e.g., INOS, COX-2, NF-kB e p65). Mesmo tumores
residuais, apos terapia com naproxeno, apresentaram um potencial agressivo mais
baixo, expressdo reduzida de marcadores de EMT (Epithelial-mesenchymal
transition), como por exemplo a N-caderina, Vimentina, Snail e Twist e expressao

aumentada de E-caderina.
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As quimiocinas e seus receptores sdo bem conhecidas por sua habilidade em
atrair leucocitos e também por desempenhar papel importante na progressao
tumoral. Em um estudo investigou-se o envolvimento de receptores de quimiocinas
na patogénese do carcinoma basocelular cutaneo. Utilizando técnicas de biologia
molecular verificaram que a CXCR4 estava mais espresso em CBCs nodulares
ulcerativos e nos subtipos esclerodermiformes e menos expresso em CBCs do tipo
superficial, indicando que a expressdo de CXCR4 pode estar correlacionada com
uma natureza mais agressiva em certos subtipos de CBC. Outro dado do estudo
indicou que a expressdo do CXCR4 pelas células tumorais pode atuar diretamente
na neovascularizagéo tumoral. Suportando isso, eles verificaram que a sinalizagéo
CXCR4/CXCL12 melhora a expresséo de VEGF (Vascular Endothelial Growth Fator)
pelas células tumorais, isto implica que as células tumorais podem estar ativamente
envolvidas na angiogénese VEGF dependente. Resumindo, 0os autores sugerem que
0 CXCR4 é expresso num subgrupo de células humanas de CBC, particularmente
em variantes de natureza mais agressiva. A expressdo aumentada de CXCR4
melhora a proliferacdo, resisténcia a apoptose, migracdo e angiogénese das ceélulas
do CBC in vitro e, mais importante, tumorigénese in vivo do CBC, podendo servir
como potencial estratégia terapéutica em certos tipos de CBC com natureza mais
agressiva. Em nosso estudo, verificou-se que a intensidade de expressdo do
marcador CXCR-4 nos pacientes classificados como de alto risco foi maior do que
aquela observada nos pacientes de baixo risco (p=0,001), corroborando os dados de
Chen et al. (2006).

Em outro estudo, Ciurea et al. (2013), investigaram a expressdo de CXCR4,
MMP-13 e [B-catenina em diferentes subtipos histolégicos de CBC da face, e
verificaram que a expressao imuno-histoquimica mais alta foi no subtipo metatipico,
também conhecido como subtipo adenoescamoso. As expressfes menores de
CXCR4 foi relatada no subtipo micronodular e superficial. Em nosso estudo, as
maiores intensidades de expressdes de CXCR4 foram nos pacientes com subtipo de
alto risco (p=0,001), que incluia 9 pacientes com CBC micronodular e 6 pacientes
com subtipo esclerodermiforme. As menores expressdes foram observadas em
pacientes com subtipo nodular.

Xu et al. (2014), estudando 80 casos de CBC priméario cutaneo verificaram

que em 70% dos casos houve imunoexpressao positiva de CXCR4. Nesse estudo a
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expressdo aumentada de CXCR4 estava significantemente associada com o
tamanho do tumor (>2 vs <2 cm, p= 0,002) e com tipo patolégico de crescimento
(invasivo vs nao-invasivo, p= 0,007). Em conclusdo, esse estudo revelou que o
CXCR4 estava associado com progressdo e invasdo em pacientes com CBC,
podendo ser considerado biomarcador de invasividade em CBCs da regiéo nasal.

Sivrikoz et al. (2015), também estudaram a expressdo de CXCR4 e COX2 em
carcinomas basocelulares e carcinomas espinocelulares de pele bem diferenciados
e sua relagdo com a invasibilidade e subtipos histoldgicos, e também verificaram que
as maiores expressdes dos dois marcadores eram maiores de acordo com a
profundidade da infiltragcdo tumoral. A expressdo aumentada de ambos o0s
marcadores foi observada nos subtipos infiltrativo, entre os quais 0 subtipo
micronodular. Assim, concluiram que ambos os marcadores sao bons parametros de
agressividade tumoral, podendo ser objeto de terapias alvo-especificas. Este estudo
também corrobora nossos achados, que mostraram maior intensidade de expresséo
do CXCR4 nos subtipos de maior risco (micronodular e esclerodermiforme).

Salan et al. (2018), em estudo sobre valor prognostico de CXCR4, a-SMA
(Alpha-Smooth Muscle Actin) e WASL (Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) em
carcinomas basocelulares de labio superior utilizaram 24 espécimes de carcinoma
basocelular de labio superior subclassificando-os histopatologicamente nas
seguintes variedades: superficial, nodular, micronodular, adenoide cistico,
queratético, esclerodermiforme e misto, e utilizaram os 3 marcadores através da
imuno-histoquimica. Verificaram que em todos os casos invasivos, independente do
subtipo histologico havia uma reatividade aumentada para esses 3 marcadores nas
células tumorais e estromais, principalmente na interface estroma parénquima, e 0s
achados mais intensamente positivos foram para 0s subtipos micronodular e
esclerodermiforme, confirmando o comportamento biolégico mais agressivo desses
subtipos em relagdo aos demais subtipos.

Esses resultados também mostram o valor prognostico do painel CXCR4 / a-
SMA / WASL em acessar o comportamento biolégico de CBCs de labio superior. Em
concluséo, este estudo também confirma nossos achados de maior intensidade de
expressdo do CXCR4 (p=0,001) nos subtipos de alto risco (CBC micronodular e
CBC esclerodermiforme) (SALAN et al., 2018).
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Em relagéo ao CBC cutaneo Monhian et al. (2005) utilizaram MMP-1 e MMP-9
para verificar a imunoexpressédo dessas enzimas em pele histologicamente normal
imediatamente adjacente aos CBCs (tecido peritumoral) apds cirurgia microgréfica
de Mohs, e também em pele normal obtida da regiéo retroauricular em 17 pacientes.
Verificaram que expressdes elevadas de MMP-1 e MMP-9 estavam
consistentemente presentes no tecido peritumoral comparado com a pele de sitios a
distancia (pele retroauricular).

Em outra pesquisa, Ribeiro et al. (2008) estudaram a expressdo de
metaloproteinases de matriz (MMP-2 e 9) e seus inibidores teciduais (TIMPs - Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases) através de estudo imuno-histoquimico em 31 casos
de CBC. Retrospectivamente foram obtidos dados como idade, sexo e tamanho da
lesédo. Observou-se correlagédo significativa entre idade e tamanho da lesdo
(R=0,532; p=0,008). Nao foram observadas correlagdes significativas entre as outras
variaveis e a expressado imuno-histoquimica dos antigenos de interesse.

Os autores concluiram que a expressdo das metaloproteinases e seus
inibidores teciduais néo parece ser influenciada pelos parametros investigados e que
haveria necessidade de estudos adicionais para melhor compreensdo de sua
associacdo com o comportamento biologico do CBC. Nesse estudo houve marcacéo
de forte intensidade mais frequente na epiderme do que na neoplasia para todos 0s
antigenos investigados (MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2). Entretanto, em nosso
estudo ndo houve diferenga significativa entre pacientes classificados como tendo
baixo risco de recorréncia de CBC e aqueles classificados como tendo alto risco, em
relagdo a intensidade de expresséo do marcador MMP-9 (p=0,211).

As metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9), s@o enzimas da familia das
gelatinases, e seus inibidores tem um importante papel na progressao dos CBCs
(CHEN et al.,, 2007; HERNANDEZ-PEREZ et al., 2012; MONHIAN et al., 2005).
Devido a degradacdo do colageno tipo IV pelas metaloproteinases, as células
cancerosas podem migrar fora do tumor e formar metastases distantes (ROH et al.,
2012). A MMP-9 tem um papel importante nesse processo pois atua como promotor
da invasao tumoral (KERKELA, SAARIALHO-KERE, 2003; POSWAR et al., 2013).
Um aumento na expressdo de MMP-9 foi observado em correlagdo com estagios
clinicos e fenotipos mais agressivos deste cancer (EL-KHALAWANY, ABOU-BAKR,
2013; ZLATAROVA et al., 2012). Além disso, o MMP-9 exerce importante papel no
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processo de neoangiogénese, sendo envolvido na proliferacdo de células endoteliais
e na ativacdo de fatores pré-angiogénicos (MONHIAN et al, 2005; EL-
KHALAWANY, ABOU-BAKR, 2013; ZLATAROVA et al.,, 2012; CHANG, WERB,
2001; LUKASZEWICZ-ZAJAC, MROCZKO, SZMITKOWSKI, 2009).

Esses achados s&o consistentes com os dados publicados por Zlatarova et al.
(2012), El-Khalawany e Abou-Bakr (2013) e Vanjaka-Rogosic et al. (2014).

Varani et al. (2000), mostraram que enquanto a maioria dos tecidos
cancerosos expressam formas ativas de MMP-2 e MMP-9, as formas latentes
dessas enzimas podem ser encontradas predominantemente nos tecidos normais.

De acordo com Orimoto et al. (2008), MMP-2 é um marcador de alta acurécia
para distinguir entre CBCs e os tecidos normais circundantes. Em contraste, Chen,
Lu e Wu, (2006), demonstraram a inibicdo de expressdo de MMP-2 em CBC e
colocaram uma duvida diagnostica em relagdo a esse marcador. Essas
discrepéncias substanciais merecem pesquisas futuras para resolver esta questéo.

Outro dos marcadores utilizados em nosso estudo foi o Bcl-2. A proteina Bcl-2
tem mostrado que suprime a morte celular e protege as células contra a apoptose.
Na investigacdo conduzida por Puizina-lvic et al. (2008) em variantes
histopatoldégicas dos tumores malignos cutdneos mais comuns - carcinoma
basocelular (CBC), carcinoma espinocelular (CEC), bem como lesbes pré
cancerosas como a queratose actinica (QA) e em tumor benigno como a queratose
seborreica (QS), estudando a expressdao de Bcl-2 imuno-histoquimicamente,
verificou que em relagdo ao carcinoma basocelular as variantes nodular sdlida,
adendide e cistica exibiram imunopositividade mais intensa do que a variante
esclerodermiforme. De fato, a variante esclerodermiforme demonstrou expresséo
reduzida de Bcl-2. Em nosso estudo a intensidade de expresséo do marcador Bcl-2
nos pacientes classificados como de alto risco foi menor do que aquela observada
nos pacientes de baixo risco (p=0,038). A expressdo de Bcl-2 nos subtipos
esclerodermiforme e micronodular (alto risco) foi menor do que no subtipo de baixo
risco, visto que nas variantes de alto risco h4 uma proliferacéo celular aumentada, e
na pratica, essas formas tendem a recorrer muito mais e sao mais dificeis de
erradicar.

Em outro estudo, Sivrikoz e Guilsen (2015), utilizando ciclina D1 e Bcl-2 como

marcadores imuno-histoquimicos em carcinomas basocelulares e basoescamosos
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verificaram que houve uma diferenga estatisticamente significante entre as formas
nao agressivas (subtipo nodular) e agressivas (subtipos micronodular, infiltrativo e
basoescamoso) para estes marcadores (p<0,005). A ciclina D1 foi maior no grupo
agressivo e o Bcl-2 foi menor no grupo agressivo comparado ao grupo né&o
agressivo. Nesta investigagdo, os autores concluem que a ciclina D1 aumentada e o
Bcl-2 reduzido se correlacionaram com subtipos de tumores agressivos e estes
achados podem ser utilizados como marcadores preditivos de crescimento agressivo
tanto em CBCs quanto em carcinomas basoescamosos. O nosso trabalho também
demonstrou expressdo menor de Bcl-2 nos casos de alto risco (micronodular e
esclerodermiforme) (p=0,038).

Outros autores que corroboram nossos achados séo Staibano et al. (2001),
Crowson et al, (1996) e Ramdial et al, (2000), que mostraram maiores indices de
proteinas Bcl-2 em CBCs considerados indolentes. Atualmente o Bcl-2 pode ser
utilizado no estudo imuno-histoquimico de CBCs como marcador diagndéstico
conjuntamente com outros marcadores confirmatérios de histogénese da neoplasia
como o Ber-EP4 (HOANG, 2017; PRIETO, 2019).

No nosso estudo comparamos ainda a intensidade de expresséo do marcador
de proliferacdo Ki-67 em individuos portadores de carcinoma basocelular com
subtipo histolégico de baixo risco e de alto risco de recorréncia.

A marcacao de Ki-67 foi moderadamente expressa nos CBCs micronodulares
e esclerodermiformes e fracamente expressa nos CBCs nodulares, significando que
nos pacientes classificados como alto risco foi maior que nos de baixo risco de
recorréncia (p<0,001). Em outro estudo, Kramer et al. (2014) avaliaram a expresséo
de Ki-67 nas variantes histolégicas de CBCs e nas recidivas, e nao encontraram
correlacdo estatisticamente significativa (p=0,617). Essa condigdo de instabilidade
tem sido reconhecida por autores que estudaram esse marcador em tumores de
mesma natureza, como Corréa et al. (2009), e que afirmam que o Ki-67 apresenta
comportamento instavel, uma vez que apresentou nivel de significancia baixo, entre
4 e 23%, tendo sido mais expresso nos subtipos nodular e superficial.

Ja para Batinac et al. (2004), a expressdo do Ki-67 revelou importante
evidéncia de proliferagcdo celular, quando comparado a expressdo no carcinoma
espinocelular (CEC) e queratose actinica (QA). Neste estudo, houve um padréo

similar do Ki-67 e do p53, sugerindo uma associagao entre a proliferagéo celular e a
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expressdo de p53. A expressdo do Ki-67 e a nao expressdo de Bcl-2 no grupo
carcinoma espinocelular, parece indicar que no CEC houve uma intensificacdo da
atividade proliferativa. Mas, no que se referiu a QA, a maior expressao do p53, em
relacdo a do Ki-67, possibilitou indicar a reducdo de apoptose nesse tipo de leséo,
facilitando a perpetuagéo de células com dano no DNA néo reparado.

No estudo de Dornelas et al. (2009), com relagdo ao marcador Ki-67, houve
grande variedade na intensidade de marcagédo nas amostras de QA e CEC. Nossos
resultados evidenciam que nos subtipos esclerodermiforme e micronodular, a fragéo
proliferativa dos CBCs esta aumentada. Isso alerta quanto ao comportamento mais
infiltrativo nesses dois subgrupos. De fato, a taxa de recidiva cirargica em neoplasias
infiltrativas, entre elas os subtipos esclerodermiforme e micronodular, pode ser
reflexo da taxa de proliferagcéo tumoral aumentada desses subgrupos.

Ber-EP4 é um anticorpo contra uma linhagem de células MCF-7 (linhagem
celular de cancer de mama) e é direcionada contra glicoproteinas de 34 e 49 kDa
presentes na superficie e no citoplasma de todas células epiteliais com excecao das
camadas superficiais do epitélio escamoso, hepatdcitos e células parietais. Embora
ainda néo esteja claro qual antigeno € reconhecido pelo anticorpo, uma auséncia de
reatividade & queratina tem sido encontrada em experimentos de immunoblotting.
Uma reagdo positiva é vista em células epiteliais contendo grandes por¢fes de
antigenos de Ber-EP4, por exemplo, células epiteliais dos ductos biliares e células
dos ductos do epididimo. Em humanos o Ber-EP4 mostra um amplo espectro de
reatividade com tecidos epiteliais humanos, desde um epitélio simples até camadas
basais de epitélio escamoso ndo queratinizado e epiderme. Adicionalmente, a
maioria dos casos de carcinoma demostra imunorreatividade com este anticorpo. Os
Unicos adenocarcinomas que falham em reagir com este anticorpo séo os de origem
mamdria e renais. O sarcoma sinovial bifasico mostra positividade para Ber-EP4 em
90% dos casos.

A expressdo focal de Ber-EP4 em mesotélio do peritdnio e no epitélio de
superficie ovariana adjacente as les6es endometridticas sugerem que o mesotélio
adquira possivelmente caracteristicas do epitélio nativo, 0 que suporta um processo
de metaplasia do mesotélio peritoneal na patogénese da endometriose (CHETTY,
COOPER, GOWN, 2016). Especificamente em relagéo a distingdo entre carcinoma

basocelular (CBC), carcinoma de células escamosas (CEC) e carcinomas
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basoescamosos da pele Beer, Shepherd, Theaker (2000), foram os primeiros a
investigarem o valor da imuno-histoquimica em diferenciar com o painel de
anticorpos Ber-EP4 e EMA os CBCs, CECs e carcinomas basoescamosos da pele.
Utilizando 39 casos de CBCs, identificaram que todos os carcinomas
basocelulares se coraram positivamente para Ber-EP4, enquanto que nos
carcinomas escamosos nenhum se corou. Nos carcinomas escamosos, 22 de 23
casos de CEC coraram positivamente para EMA e somente 1 de 13 carcinomas
basoescamosos corou focalmente para EMA. Nesse estudo, verificou-se que o Ber-
EP4 é um marcador de alta sensibilidade e especificidade para o diagndstico de
carcinoma basocelular da pele, fato este também observado por Tellechea et al.
(1993), Rajabi et al. (2007) e Sunjaya, Sunjaya, Tan (2017). Em nosso estudo,
observamos que todos os casos de carcinoma basocelular, independente do subtipo
histolégico (p=0,679), expressaram imunopositividade intensa (+++) para Ber-EP4, o
que reforga os trabalhos publicados na literatura quanto ao poder de discriminagéo
do Ber-EP4 para distinguir entre carcinoma basocelular, carcinoma espinocelular
(CEC) e basoescamoso. Na atualidade, esse marcador € muito utilizado nos
laboratérios de dermatopatologia em painéis com outros marcadores para distin¢gao

dessas neoplasias quando pouco diferenciadas ou de histologia duvidosa.

5.4 Perspectivas

Este trabalho investigou de forma inédita a expressdo de alguns marcadores
de inflamacdo, de proliferacdo e de confirmacdo de histogénese em subtipos
histolégicos de carcinomas basocelulares, incluindo subtipos de alto e de baixo risco
de recorréncia (recidiva).

Os resultados sugerem que o0s subtipos de alto risco de recorréncia
apresentam um perfil com maior intensidade de expressdo de marcadores de
inflamagc@o e de proliferacdo e menor expressdo de marcador anti-apoptotico,
alertando para o potencial invasivo desses subtipos e a importancia de que o CBC
seja efetivamente tratado na primeira abordagem cirurgica.

Novos estudos com o método aplicado neste trabalho poderiam explicar o
comportamento ndo usual de determinadas lesbes, que apesar de classificadas

como de baixo risco, na clinica apresentam muitas vezes recidivas frequentes.
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6 CONCLUSAO

A intensidade de expressao dos marcadores CXCR-4 e Ki-67 foi maior nos
CBCs classificados como de alto risco do que aquela observada nos CBCs de baixo
risco (p=0,001; p<0,001), respectivamente.

A intensidade de expressao do marcador Bcl-2 nos CBCs classificados como
de alto risco foi menor do que aquela observada nos CBCs de baixo risco (p=0,038).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre CBCs classificados como
de baixo risco de recorréncia de CBC e aqueles classificados como de alto risco, em
relagdo a intensidade de expressdo dos marcadores MMP-9 (p=0,211), COX-2
(p=0,847) e Ber-EP4 (p=0,679).
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8 ANEXOS

Anexo 1. Quadro com as informacdes dos pacientes

Paciente Género Idade Raca Fototipo Topografia Diametro Subtipo Histologico
B152507/16 M 64 Branca 1 Infra-escapular direita 13 CBC Micronodular
B150298/15 F 65 Branca 1 Parieto-occipital & esquerda 0,8 CBC Micronodular
B150308/15 F S7 Branca 1 Antebrago esquerdo 2,7 CBC Micronodular
B149611/15 F 82 Branca 2 Sulco naso-labial esquerdo 0,9 CBC Micronodular
B172345/17 F 62 Branca 2 Face 0,9 CBC Micronodular
B151396/16 F 59 Branca 1 Frontal esquerda inferior 0,9 CBC Micronodular
B173177/17 F 73 Branca 2 Asa nasal esquerda 0,6 CBC Micronodular
B177313/18 F 5l Branca 2 Ponta nasal 0,8 CBC Micronodular
B179208/18 M 58 Parda 2 Face 1,6 CBC Micronodular
B170326/17 M 78 Branca 2 Antebrago direito 19 CBC esclerodermiforme
B163646/17 F 75 Branca 1 Maxilar direito 0,8 CBC esclerodermiforme
B159314/16 F 65 Branca 2 Ponta nasal 1,4 CBC esclerodermiforme
B154202/16 F 62 Branca 2 Dorso nasal 1,4 CBC esclerodermiforme
B145359/15 F 51 Branca 1 Ponta nasal 1,3 CBC esclerodermiforme
B142482/15 M 53 Branca 2 Asa nasal esquerda 1,7 CBC esclerodermiforme
B142452/15 F 69 Branca 2 Cervical direita anterior 0,9 CBC nodular
B142474/15 F 44 Branca 2 Malar esquerda 0,4 CBC nodular
B142481/15 M 84 Branca 2 Zigomatico esquerdo 15 CBC nodular
B145370/15 M 53 Branca 2 Antebrago esquerdo 1 CBC nodular
B145364/15 F 47 Branca 2 Asa nasal esquerda 1,8 CBC nodular
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Paciente Género Idade Raca Fototipo Topografia Diametro Subtipo Histologico
B140954/15 M 69 Branca 2 Fronte 1,6 CBC nodular
B141484/15 M 66 Branca 2 Asa nasal esquerda 0,8 CBC nodular
B141493/15 F 70 Branca 2 Sulco naso-labial direito 1,1 CBC nodular
B135119/15 F 58 Branca 1 Ponta nasal 1,1 CBC nodular
B142479/15 F 79 Branca 2 Dorso nasal direito 0,7 CBC nodular
B142450/15 F 78 Branca 1 Torax anterior direito 1,3 CBC nodular
B140943/15 F 75 Branca 2 Cervical esquerda anterior 1,6 CBC nodular
B142277/15 M 78 Branca 2 Malar direita 0,6 CBC nodular
B142460/15 M 76 Branca 2 Mandibular esquerda 0,5 CBC nodular
B141182/15 M 75 Branca 2 Dorso nasal inferior 0,5 CBC nodular
B141776/15 M 71 Branca 2 Ponta nasal 1,5 CBC nodular
B140960/15 M 69 Branca 2 Asa nasal esquerda 0,7 CBC nodular
B142276/15 F 74 Branca 2 Asa nasal esquerda 0,7 CBC nodular
B172873/17 F 47 Branca 2 Asa nasal esquerda 0,5 CBC nodular
B172876/17 M 79 Branca 2 Malar esquerda 0,6 CBC nodular
B172919/17 M 55 Branca 2 Supra-clavicular direita 15 CBC nodular
B172926/17 M 66 Branca 2 Malar esquerda 0,5 CBC nodular
B172059/17 M 68 Branca 2 Nasal direita 0,8 CBC nodular
B172888/17 M 62 Branca 2 Clavicular esquerda 0,9 CBC nodular
B172918/17 M 66 Branca 2 Paranasal direita 0,7 CBC nodular

83



84

Anexo 2. Parecer do CEP

o UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Aan StabaPor

A MATO GROSSO DO SUL - %M .
T UFMS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO DE CICLOOXIGENASE-2 (COX-2), CXCR4 E METALOPROTEINASE
DA MATRIZ-9 (MMP-9) EM SUBTIPOS HISTOLOGICOS DO CARCINOMA
BASOCELULAR

Pesquisador: Luiz Carlos Takita

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 57765716.7.0000.0021

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.669.979

Apresentacdo do Projeto:

O carcinoma basocelular (CBC) € um tumor epitelial maligno de origem epidérmica, derivado das células
que se originam da camada basal da epiderme. E também denominado epitelioma basocelular.O carcinoma
basocelular (CBC) € um tumor epitelial maligno de origem epidérmica, derivado das células que se originam
da camada basal da epiderme. E também denominado epitelioma basocelular.

O CBC é o cancer mais comum em humanos e corresponde a aproximadamente 70% dos canceres
cutaneos nao-melanoma (CCNM) nos Estados Unidos e no Canada. Para explicar o comportamento
biologico local agressivo e seu potencial metastatico muitos estudos tem sido realizados para identificar os
eventos moleculares implicados na progressao tumoral e sua associacdo com marcadores biolégicos
especificos, compondo parte da linha de pesquisa de pos-graduagcdo em que esta inserido o atual estudo.
Com o objetivo de verificar e identificar possivel associacao entre marcadores biolégicos empregados neste
estudo e a neoplasia cutanea maligna mais comum no ser humano (carcinoma basocelular) e o
comportamento desses marcadores COX-2, CXCR4 e a metaloproteinase da matriz-9 nas formas
agressivas (subtipo esclerodermiforme e micronodular) empreenderemos esta investigacao.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

- Avaliar a expressao de ciclooxigenase-2 (COX-2), de CXCR4 e de metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9)
em subtipos histolégicos do carcinoma basocelular.

Objetivos Especificos:

- Avaliar a expressao de cada marcador bioldgico (COX-2, CXCR4 e MMP-9) em dois subgrupos de tipos
histologicos de carcinomas basocelulares (nodular, esclerodermiforme e micronodular);

- Verificar Imunohistoquimicamente o nivel de infiltracdao neoplasica e a presenca de expressao de cada
marcador bioldgico (COX-2, CXCR4 e MMP-9) nos dois subgrupos de tipos histolégicos de carcinomas
basocelulares (nodular, esclerodermiforme e micronodular).

Correlacionar estatisticamente os resultados das imunocoloragdes na pele sa e nos dois subgrupos de tipos
histolégicos de carcinomas basocelulares (nodular, esclerodermiforme e micronodular).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador: "Os Riscos referentes a pesquisa sdo minimos. A pesquisa sera realizada com
Banco de Amostras, mas fica garantido a sigilosidade do dados pelo Pesquisador. Esta pesquisa trara como
beneficio a utilizacdo desses reagentes (COX-2, o CXCR4 e a metaloproteinase da matriz-9 (MMP-9))
através de analise imuno-histoquimica em futuros aprimoramentos diagnosticos".

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
O protocolo de pesquisa atende integralmente as exigéncias éticas para pesquisas envolvendo seres
humanos, conforme preconizado pela Resolugdo N° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O protocolo de pesquisa atende integralmente as exigéncias éticas para pesquisas envolvendo seres
humanos, conforme preconizado pela Resolugcdo N° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.
Foram apresentados:

- a folha de rosto, devidamente assinada.

- a autorizacao do local de realizacao da pesquisa;

- 0 termo de compromisso para uso de dados secundarios;

- a declaracao para uso de material biologico;
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- o TCLE, seguindo as exigéncias éticas da Res. 466/2012;
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- o projeto de pesquisa com descricdo de riscos e beneficios, critérios de inclusdo e exclusdo, orcamento e

responsabilidade pelo financiamento da pesquisa, numero de participantes e o local da pesquisa

Recomendacoées:

No projeto anexado o cronograma de execucao informa que a coleta de dados ocorrera de junho a

setembro. Solicita-se correcao da previsdo da coleta de dados para que ocorra somente apds a aprovacao

do projeto de pesquisa pelo CEP/UFMS, conforme consta no cronograma do projeto cadastrado na

Plataforma Brasil (que prevé para setembro de 2016).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O protocolo de pesquisa atende integralmente as exigéncias éticas para pesquisas envolvendo seres

humanos, conforme preconizado pela Resolugdo N° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Foram apresentados:

- a folha de rosto, devidamente assinada.

- a autorizacao do local de realizacao da pesquisa;

- o termo de compromisso para uso de dados secundarios;
- a declaracao para uso de material biologico;

- o TCLE, seguindo as exigéncias éticas da Res. 466/2012;

- o projeto de pesquisa com descricdo de riscos e beneficios, critérios de inclusdo e exclusdo, orcamento e

responsabilidade pelo financiamento da pesquisa, numero de participantes e o local da pesquisa.
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Folha de Rosto Folha_de_rosto_tak.pdf 04/07/2016 |Luiz Carlos Takita Aceito
15:01:08

Outros Banco_de_dados.pdf 09/06/2016 |Luiz Carlos Takita Aceito
11:50:41

Outros Material_Biologico.pdf 09/06/2016 |Luiz Carlos Takita Aceito
11:33:45
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