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Resumo

O carcinoma basocelular (CBC) é a neoplasia maligna mais comum entre 0os homens
e sua incidéncia esta aumentando em nosso meio. Pode se manifestar como lesdo
nodular, superficial, esclerodermiforme, micronodular e fibroepitelioma de Pinkus. O
CBC é um carcinoma de baixa mortalidade, porém com elevada morbidade devido
ao potencial destrutivo local e as elevadas taxas de reincidéncia. As diferencas
evolutivas dos diversos tipos de carcinomas basocelulares ndo sao bem definidas. A
analise de fatores de proliferacédo e apoptose pode subsidiar o conhecimento sobre a
fisiopatologia e as diferencas evolutivas dessas lesbes. A literatura revela a
escassez de investigacdes sobre a expressao diferencial de fatores de proliferacéo
(Ki-67) e relacionados a apoptose (p53, survivina e NF-kB-p105) dos diferentes
subtipos de carcinomas basocelulares e ainda tumores recidivados. O objetivo desse
estudo € avaliar a expressdo de marcadores de proliferacdo celular e apoptose em
carcinomas basocelulares dos tipos nodular, superficial, esclerodermiforme e
tumores recidivados. Foram selecionados subtipos histolégicos Unicos, como forma
de tentar compreender o comportamento dos CBCs individualmente. As laminas
desses espécimes foram submetidas ao protocolo de marcagéo imuno-histoquimica.
Foram estudadas 100 amostras, sendo 50 unidades de epiderme normal e as
demais distribuidas entre cada subtipo tumoral. O padrdo de marcacado de cada
marcador sobre os diferentes tipos de tecidos foi avaliado a partir de modelos
lineares generalizados (GLMs) seguidos de teste post-hoc de Sidak, quando
necessario. Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,01)
na imunomarcacgao de diferentes tipos de tecidos para os marcadores Ki-67, p53 e
survivina, mas nao para o marcador pl05 (p=0,21). O marcador Ki-67 foi mais
expresso nos esclerodermiformes que em células da epiderme e nos nodulares. A
imunomarcacdo do p53 foi menos expressa na epiderme que nos subtipos
superficiais e nas recidivas, e também menos expressa nos esclerodermiformes que
em todos 0s outros subtipos tumorais. A survivina mostrou uma imunomarcacao
maior na epiderme em relacdo aos subtipos tumorais estudados. A comparacao
entre os diferentes marcadores foi avaliada pelo cieficiente de correlacdo de
Spearman, que detectou uma correlacdo estatisticamente significativa (p<0,01) entre
0s marcadores, Ki-67 e p53 na imunomarcacéo dos subtipos estudados e de células
da epiderme, e uma correlacao entre Ki-67 e survivina quando consideramos apenas
as células tumorais. Neste estudo, a expressdo simultanea de marcadores permitiu a
identificacdo de padroes de proliferagdo e apoptose que individualizaram
comportamentos em subtipos de CBCs, em consonancia com formas recidivadas, e
de forma independente na epiderme. Houve diferentes padrdes de correlacao entre
a expressao dos marcadores dos CBCs e da epiderme.

Palavras Chaves: carcinoma basocelular, apoptose, proliferacdo, neoplasia.



Abstract

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common malignant neoplasm among men
and its incidence is increasing in our country. It can manifest as nodular, superficial,
sclerodermiform, micronodular and Pinkus fibroepithelioma lesions. BCC is a low-
mortality carcinoma, but with high morbidity due to local destructive potential and
high rates of recurrence. The evolutionary differences of the various types of basal
cell carcinomas are not well defined. The analysis of proliferation and apoptosis
factors may support knowledge about the pathophysiology and evolutionary
differences of these lesions. The literature reveals the scarcity of investigations on
the differential expression of proliferation factors (Ki-67) and related apoptosis (p53,
survivin and NF-kB-p105) of the different subtypes of basal cell carcinomas and
recurrent tumors. The aim of this study is to evaluate the expression of markers of
cell proliferation and apoptosis in basal cell carcinomas of the nodular, superficial,
sclerodermiform and recurrent tumors. Unique histological subtypes were selected as
a way to attempt to understand the behavior of individual BCCs. The slides of these
specimens were submitted to the immunohistochemical labeling protocol. A total of
100 samples were studied, being 50 normal epidermal units and the others
distributed between each tumor subtype. The marking pattern of each marker on the
different tissue types was evaluated from generalized linear models (GLMs) followed
by Sidak post-hoc test, when necessary. Statiscally significant differences (p<0,01) in
the immunostaining of different tissue types were found for the Ki-67, p53 and
survivin markers, but not for the p105 marker (p=0,21). The Ki-67 marker was more
expressed in sclerodermiform than in epidermal and nodular cells. Immunoblotting of
p53 was less expressed in the epidermis than in superficial subtypes and relapses,
and also less expressed in sclerodermiform than in all other tumor subtypes. Survivin
showed a greater immunostaining in the epidermis with respect to the tumor
subtypes studied. The comparison between the diferent markers was evaluated by
the Spearman correlation coefficient, which detected a statistically significant
correlation (p<0,01) between the markers, Ki-67 and p53 in the immunoblotting of the
studied subtypes and epidermal cells, and one correlation between Ki-67 and
survivin when we considered only tumor cells. In this study, the simultaneous
expression of markers allowed the identification of patterns of proliferation and
apoptosis that individualized behaviors in subtypes of BCCs, in consonance with
relapsed forms, and independently in the epidermis. There were different patterns of
correlation between the expression of BCC and epidermal markers.

Keywords: Basal cell carcinoma, apoptosis, proliferation, neoplasm.
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1. Introducéo

O carcinoma basocelular (CBC) é considerado a neoplasia maligna mais
comum em humanos, principalmente, em pessoas de pele clara (Rubinet al.,
2005). Também é a mais comum entre 0os canceres de pele: 8 em cada 10 casos
dos tumores cutaneos (ACS, 2016). Estima-se que, anualmente, ocorrem cerca
de 750.000 novos casos em todo o mundo (Dessinioti et al.,2010; ACS, 2016).

Esse tipo de tumor cutaneo se destaca por sua alta morbidade e baixa
mortalidade, comportamento invasivo local de baixa agressividade, com
crescimento lento e baixo potencial metastatico, podendo cursar com multiplas
recorréncias. No entanto, para uma minoria dos casos, observa-se um
comportamento biolégico agressivo, com extensa destruicdo tissular, ou,
raramente provocando metastases (Crowson, 2006; Jacobs et al., 1982).

A erradicacdo do CBC requer excisdo cirdrgica, o que pode levar a
deformidades funcionais e cosméticas, morbidade e até, mais raramente,
mortalidade, gerando elevacéo significativa de despesas com assisténcia médica
e hospitalar (Ishiet al., 2004). Assim, em consequéncia de sua alta incidéncia, o
CBC, embora eminentemente curavel quando o diagndstico é feito prontamente e
a lesdo tratada em sua fase inicial, constitui um enorme fardo financeiro no
sistema de saude (Crowson, 2006).

O registro crescente de numero de casos novos de CBC e também de
casos recorrentes, tem sido feito visando determinar as variaveis e respectivos
parametros com significado prognéstico na predicdo dos tumores com
comportamento mais agressivo, 0s quais podem recorrer e causar metastases
(Crowson, 2006; Nasser, 2005).

Dentre estes, tém se destacado os relacionados a histogénese, utilizando
técnicas de Genética e Biologia Molecular, associados as avaliacbes
histomorfolégicas em inquéritos epidemiolégicos, os quais tém permitido a
identificagcdo de fatores de risco para o desenvolvimento de lesdes mais
agressivas e com maior potencial de recorréncia(Learet al., 1998); a proposi¢céo
de métodos mais eficazes de prevencao(Maia et al., 1995); e o avangco em termos
de novas propostas terapéuticas que minimizem o0s custos e o dano estético
(Rubinet al., 2005;Sousaet al., 2004).
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A compreensao das alteragcdes morfofuncionais que ocorrem no processo
de transformac&@o neoplésica tem sido atingida ao se complementar os estudos
histolégicos e morfologicos do CBC, com marcadores biologicos utilizados em
técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) (Sousaet al., 2004).

A realizacdo de estudos desse porte que visam explicar o comportamento
biolégico das neoplasias, podem auxiliar tanto na escolha do tratamento como no
desenvolvimento de novos farmacos, com especificidade para moléculas
celulares facilitadoras da propagacéao tumoral (Sousaet al., 2004).

Nesse sentido, o conhecimento dos mecanismos apoptéticos e de
proliferacdo celular, enquanto fenémenos biolégicos, passam a ser uma
necessidade no controle de diversos processos Vvitais, incluindo aqueles
associados a patologias como o CBC (Grivicich et al. 2007).

Varios fatores tém sido associados ao comportamento bioldégico desse
tumor, incluindo o tipo histopatoldgico, a profundidade da invasdo tumoral, a
invasdo perineural e a expressao de diversos marcadores biologicos (Kramer et
al., 2014).

Partindo desses pressupostos, este estudo pretende determinar se as
atividades proliferativa e apoptética explicam o comportamento biolégico dos
diferentes subtipos de CBC, sabendo-se que esses tumores tém comportamento
muito indolente, raramente metastatico, com invasividade local. Como sua
malignidade € pouco evidente, a técnica a ser utilizada prevé a comparacdo com
aepiderme adjacente utilizado como padrdo de expressdo na condicdo de
contraprova para a determinacdo das caracteristicas de malignidade da regido
tumoral.

Diante do exposto, este estudo se propde a identificar a expresséo
diferencial do fator de proliferacdo Ki-67, e dos fatores associados a apoptose
p53, survivina e NF-kB, a partir da analise e avaliagdo da expressdo desses
marcadores em carcinomas basocelulares dos tipos considerados mais comuns:

nodular, superficial e esclerodermiforme, e em tumores recidivados.
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2.Revisao da Literatura
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2.Revisdo da Literatura

O estudo do carcinoma basocelular (CBC) requer o conhecimento de varios
conteudos, desde aspectos epidemiologicos e etioldgicos até a compreensao dos

fendmenos biolégicos envolvidosneste tipo de tumor.

2.1 Epidemiologia

Carcinoma basocelular, cancer de pele ndomelanoma, € a neoplasia
cutdnea maligna mais prevalente nos Estados Unidos, com uma incidéncia
estimada que tem variado entre 600.000 e 900.000 casos por ano (Mckeeet al.,
2005).Depois de um aumento na incidéncia de cerca de 20% entre 1971 e 1977,
em 1998, atingiu-se a marca de, aproximadamente, um milhdo de novos casos

(Crowson, 2006).

Situacdo mais preocupante, em termos de crescimento no numero de
casos, foi registrada no Reino Unido, onde a incidéncia de carcinoma basocelular
aumentou 238%, em 14 anos (Goldberg, 1996).Um valor ligeiramente inferior foi
relatado na Europa do Norte, em contraste com uma incidéncia drasticamente
aumentada na Austrélia (Mckeeet al., 2005). Esses casos demonstram que a

incidéncia varia de regido para regiao.

No Brasil, também é o tipo de cancer mais frequente, pois representa 30%
de todos os tumores malignos registrados no pais. Apresenta altos percentuais de
cura, se for detectado precocemente. Cabe destacar que, entre os tumores de
pele, o tipo ndomelanoma apesar de ser o de maior incidéncia e apresenta a mais

baixa mortalidade (INCA, 2016).
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O numero de casos novos de cancer de pele ndo melanoma, no Brasil,
estimados pelo “Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva”,para
2006 foi de 55.480 casos em homens e de 61.160 em mulheres considerando-se
um total de 116.640 (INCA, 2003), ou seja, 47,6% para homens e 52,4% para

mulheres.

A variacdo também ocorre entre 0s sexos: 0s homens sédo afetados mais
frequentemente que as mulheres, independentemente da idade (Kopke e
Schmidt, 2002). Baseado em um estudo de 1994, a incidéncia estimada de
carcinoma basocelular nos Estados Unidos variou entre os dois grupos:
407/100,000 para homens; e 212/100,000 para mulheres. Em todos os casos, ha,
guase sempre, uma historia de exposicdo excessiva ao sol, geralmente até os 20

anos (Goldberg, 1996).

Em relacdo ao numero de mortes, informacdes do Sistema de Informacao
sobre Mortalidade (SIM) do Ministério da Saude,revelam uma inversao
praticamente simétrica: num total de 1.769 Obitos, sdo previstos 1.000 homens e

769 mulheres (56% de mortes masculinas contra 44% de femininas) (SIM, 2013).

Em 2016 essa estimativa de novos casos ja supera essa informacao, ou
seja, um total de 175.760, distribuidos assim: 80.850 em homens e 94.910 para
mulheres (INCA, 2016), ou seja 46% para homens e 54% em mulheres. Indicando

aumento na incidéncia de 50% em 10 anos.

Em climas menos quentes, o CBC representa um tumor caracteristico da
terceira idade, e até recentemente, considerava-se estar comumente presente em

pacientes a partir da sexta década de vida.No entanto, esse limite etario tem
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diminuido, e, atualmente, instituicbes como o INCA, ja reconhecem que o0 cancer

de pele tem sido mais comum em pessoas com mais de 40 anos (INCA, 2016).

O CBC, em climas tropicais, onde ha maior incidéncia de raios solares
(raios ultravioleta — RU), pode apresentar-se em pacientes muito jovens, e até

mesmo em criangas sem doencas genéticas associadas (Mckeeet al., 2005).

A ocorréncia familiar de outro céancer de pele parece ser um fator
importante na incidéncia do CBC. Alguns artigos chamam a atencéo para a maior
frequéncia de outros tipos de tumores malignos em pacientes portadores de

CBCs, quando se compara a populacao geral, entre eles Mckeeet al.(2005).

Em relacéo as recidivas, o risco cumulativo em trés anos, de um paciente
portador de CBC vir a ter outro basocelular, é de, aproximadamente, 44%, valor
que representa cerca de 10 vezes mais que o da populacdo geral. Esse
comportamento justifica a necessidade de acompanhamento periddico de
pacientes ditos "curados", depois de tratamentos cirargicos para essa

enfermidade (Kopkee Schmidt, 2002).

Incidéncia aumentada de CBCs tem sido notada em pacientes
imunodeprimidos, como os portadores de HIV ou aqueles que estejam em
tratamento com imunossupressores (Kopkee Schmidt, 2002; Silverberg et al.,

2013).
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2.2 Etiologia

O CBC é um tumor de crescimento lento, ocorrendo apenas no epitélio
escamoso. Surge pela transformacao de células estaminais basais localizadas
nos foliculos pilosos da epiderme ou da camada basal. Ndo ha lesdo precursora

conhecida e raramente metastatiza(Goldberg, 1996).

As lesBes ocorrem tanto em pele protegida quanto nas areas expostas ao
sol, mas muitas vezes,tém uma biologia e morfologia diferentes em cada um
desses locais. Tipicamente, os CBCs ocorrem na quarta década de vida e,
embora excec¢des possam ocorrer, pacientes com fendtipos de pele clara e
albinos, com sardas; olhos azuis; cabelos ruivos (sensiveis a acdo dos raios
solares); ou aqueles cujo trabalho ou atividades de lazer os levam a exposi¢cédo
solar pronunciada e prolongada, sao particularmente predispostos a essa

patologia (Crowson,2006, INCA 2016).

No entanto, o numero significativo de CBCs em areas do corpo nao
expostas ao sol sugere que outros fatores de risco possam desempenhar um
importante papel no desenvolvimento dos tumores (Tilli et al., 2005). Apesar de a
luz ultravioleta (UV) ser o fator mais importante no desenvolvimento e progressao
dos CBCs, fatores de risco adicionais incluem as seguintes situagbes de
exposicdo: (1)a arsénico; (2) a derivados de alcatrdo; e (3) a irradiacédo (Crowson,

2006).

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que o inicio da carcinogénese
ocorre logo apds o periodo de exposi¢cdo ao sol em torno da idade de 20 anos

(pois a exposicao geralmente continua), manifestando-se como CBC 40 a 60 anos
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apos esse periodo (ou seja na idade entre 60 e 80 anos): a exposicao a luz solar
ird induzir alteracdes no DNA das células epidérmicas, e seletivamente, suprimir o
sistema imunoldgico e a capacidade do corpo para procurar e destruir células

alteradas (apoptose), com capacidade de formar tumores(Goldberg, 1996).

Deve-se salientar que, com a idade avancada, torna-se reduzidaa
capacidade de os danos ao DNA (induzidos pela luz solar) serem reparados,
embora alguns pacientes mais jovens possam apresentar comprometimento na
capacidade para reparar alteracdes no DNA induzidas pela luz solar (Goldberg,

1996).

Esse mesmo autor, afirma que a exposicdo a radiacdo ultravioleta (RUV),
especificamente UVB, induz ligacdes covalentes no DNA entre pirimidinas
adjacentes, gerando fotoprodutos, tais como, dimeros ciclodipirimidina (T/T) e
lesBes de pirimidina que sdo mutagénicas se nao forem reparadas. Ao contrario,
UVB e UVA podem ter efeitos mais indiretos no DNA através do ROS. RUV
também ¢é um imunossupressor local na pele, sugerindo que isso pode
comprometer a atividade antitumoral local (Goldberg, 1996).Assim, a resposta da
pele (tipo de pele) a queimadura e bronzeamento, é importante na determinagéo

do risco de carcinoma basocelular.

Polimorfismo no receptor de melanocortina (MC1R ou melanocortina-1) tem
sido fortemente associado com o tipo de pele. Estudos sugerem que variantes do
gene sejam um importante fator de risco independente para o cancer de pele ndo

melanoma (CPNM) (Goldberg, 1996).
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Apesar de a luz solar ser o principal fator carcinogénico para os CBCs,
ainda ndo foram determinados quais comprimentos de onda da luz solar que
provocam a sua formacédo; ndo se encontra estabelecida a duracdo da exposicao,
bem como a dose total de radiacéo; e até a década de 1990, ainda ndo existia um
modelo animal para os estudos in vivo sobre o CBC (Goldberg, 1996). No
entanto, a partir do final dessa década, com o surgimento de linhagens de
camundongos transgénicos que expressam a proteina smoothened nos tecidos, e
que, além de apresentarem multiplos CBCs, também simulam a sindrome do
nevo basocelular - apresentam diversas alteracdes oOsseas(Oro et al., 1997;

Cobourne et al., 2009; Tang et al., 2012).

O carcinoma basocelular pode, assim como o carcinoma de células
escamosas, surgir em cicatrizes, seios de drenagem, Ulceras, queimaduras locais
e em focos de inflamacdo crénica (Crowson, 2006), ou sejam portadores de
doencas cutaneas prévias também se incluem entre as principais vitimas,

inclusive criangas e negros (INCA, 2016).

No caso de pacientes imunodeprimidos, o papel do comprometimento
imunitario em promover um aumento do risco de carcinoma basocelular pode ser
devido a uma diminuicao da vigilancia imunolégica a virus oncogénicos (Crowson,

2006, Silverberg et al., 2013).

As genodermatoses que aumentam o risco de carcinoma basocelular
incluem a xerodermapigmentosa, sindrome de Rasmussen, sindrome de Rombo,
sindrome de Bazex-Christol-Dupre, albinismo, doenca de Darier, e sindrome do
nevo basocelular. Estas sindromes diminuem a pigmentacdo da epiderme e,

assim, aumentam o risco de transformacdo induzida pela luz ultravioleta ou
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oncogénica promovendo instabilidade genotipica na epiderme (Crowson, 2006,

Valiati et al. 2009).

2.3 Aspectos morfolégicos

A pele, maior 6rgao do corpo humano, é uma superficie heterogénea, fato
que justifica o cancer de pele ndomelanoma poder apresentar tumores de
diferentes tipos, sendo registrados dois tipos mais comuns: 0 carcinoma
basocelular, menos agressivo e mais incidente; e o carcinoma epidermdide

(INCA, 2016).

Por serem as areas mais cronicamente expostas, a face, o dorso das
maos, os ombros e o couro cabeludo (nos homens com alopécia androgenética),

séo as mais comumente acometidas por CBCs (ACS, 2016).

Fendtipos caucasianos e, além da pele clara, a presenca de efélides, olhos
claros (azul-verde), cabelos loiros ou ruivos indicam os individuos de maior risco
(ACS, 2016). O basocelular é raro em negros e entre os orientais (Kopke e

Schmidt, 2002).

O carcinoma basocelular tipico € uma péapula rosa perolada ou
avermelhada com telangiectasia. As lesbes podem ser translicidas ou
ligeiramente eritematosas com uma borda enrolada, algumas vezes
acompanhadas por escamacao, hemorragia ou formacdo de crostas (Fig. 1)

(Crowson, 2006).Tumores de crescimento agressivo tendem a mostrar ulceragao
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mais frequente e de grande porte, podendo ser destrutiva de olhos, ouvidos e

narinas (Crowson, 2006).

Figura 1. Carcinoma basocelular
(nodular)na asa do nariz. (Fonte: Hélio
Amante Miot,2003).

Os diferentes subgrupos histomorfol6gicos tém suas correlacdes clinicas
especificas; nas variantes de crescimento agressivo como infiltrativa, o carcinoma
basocelular manifesta-se como uma placa escariforme deprimida, enquanto a
variante superficial apresenta-se como uma placa avermelhada, com
despigmentacdo variada, e uma margem difusa e/ou periférica, ou uma cicatriz

atréfica tipo periférica. As lesdes superficiais sdo frequentemente multifocais
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(cancer chamado "fogo de campo” da célula basal). A variedade linear na infancia

e adolescéncia se manifesta como um arranjo longitudinal (Crowson, 2006).

Ao exame histoldgico, as células tumorais lembram as da camada basal da
epiderme. Elas surgem a partir da epiderme ou do epitélio folicular e ndo ocorrem
nas superficies (Cotran et al.,, 2005). Em todos os tipos de CBC, a lesédo &
constituida por proliferacdo de células basaldides que formam massas de
tamanhos variados, com palicada periférica e halo claro entre a lesédo e a derme.
Ha dois padrdes de crescimento: (1) nodular (lesdo Unica); (2) multicéntrico, em
que as células neoplasicas originam-se em multiplos pontos na epiderme,
formando varias pequenas lesdes. O CBC pode apresentar variantes histologicas:

adendide, ceratdtico, fibrosante e de células gigantes (Brasileiro Filho, 2016).

2.3.1 FormasClinicas de CBC

Clinicamente, os CBCs sédo divididos em cinco tipos: nddulo-ulcerativo,
pigmentado, esclerodermiforme ou fibrosante, superficial e fibroepitelioma
(Chinem e Miot, 2011), apesar de haver discordancia nas classificagdes de alguns

autores (Mantese et al., 2006; Lascanoe Kuznitzky, 2005).

Destes, 0s trés principais tipos clinicos dos CBCs sao: superficial, nodular e
esclerodermiforme (infiltrativo), mas, mais de um tipo de carcinoma basocelular
pode estar presente no tumor. Esses tumores podem sangrar, ulcerar, regredir e

tornarem-se fibrosos, criando apresentacdes clinicas variaveis, que nao se
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apresentam exatamente em uma das trés descricdes; eles podem ser dificeis de

reconhecimento. Estes tipos clinicos ndo tém local especifico (Goldberg, 1996).

2.3.1.1 Nodular

Os CBCs nodurales comecam como um nodulo pequeno, que,
frequentemente, mostra alguns vasos de pequeno calibre, telangiectasicos, na
sua superficie. O nodulo, em regra, aumenta lentamente de tamanho e, com
frequéncia, sofre ulceracdo central. Uma lesdo tipica consiste, entdo, em uma
Ulcera, que aumenta lentamente, circundada por uma borda perolada, enrolada.

Esta representa a assim chamada “llcera corrosiva” (rodent ulcer) (Elder, 2011).

A forma noédulo-ulcerativa € mais comum, geralmente Unica, e acomete,
sobretudo, cabeca e pescoco. Caracteriza-se como papula ou nddulo com
aspecto perolado, muitas vezes com telangiectasias de padrdo caracteristico a
dermatoscopia, que posteriormente se ulcera, podendo invadir os tecidos

subjacentes (Chinem e Miott, 2011).

2.3.1.2 Pigmentado

A forma pigmentada, morfologicamente, assemelha-se ao tipo anterior
(nodular) - mais frequente em cabeca e pescoco -, apesar de haver variantes
superficiais e esclerodermiformes (Chinem e Miot, 2011; Aoyagie Nouri, 2006).
Difere daquele do tipo nodular apenas pela pigmentacdo marrom da lesao (Elder,

2011).
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2.3.1.3 Esclerodermiforme

O tipo esclerodermiforme € de pior prognéstico, apresentando grande
probabilidade de recidivas e de infiltracdo. Acomete, principalmente a face, como
uma placa deprimida de limites mal definidos, que,as vezes, frequentemente pode
ulcerar. Pela monotonia dos sintomas e da apresentacao clinica, o diagndstico

pode ser retardado, gerando maior morbidade cirargica (Chinem e Miott, 2011).

2.3.1.4 Superficial

O CBC superficial consiste em uma ou em varias placas eritematosas,
descamativas, apenas ligeiramente infiltradas, que aumentam lentamente de
tamanho por extensdo periférica. As placas sdo, frequentemente, circundadas,
pelo menos em parte, por uma borda fina, filiforme e perolada. Essas placas,
quase sempre, mostram pequenas areas de ulceracdo superficial e crosta. Além
disso, seu centro pode mostrar cicatrizes lisas, atroficas (Elder, 2011).0s tumores
superficiais surgem, principalmente, no tronco e nos ombros, podendo ser
multiplos (Pelucchi et al., 2007; Mantese et al., 2006). Precisam ser diferenciados
das seguintes patologias: (1) placas da doenca de Bowen; (2) doenca de Paget;

(3) psoriase; (4) eczema; e (5) dermatofitoses (Chinem e Miot, 2011).
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2.3.1.5 Fibroepitelioma

O fibroepitelioma de Pinkus consiste, geralmente, em apenas um, mas de
vez em quando, de varios nodulos elevados, moderadamente firmes, ligeiramente
pedunculados, cobertos por pele lisa, ligeiramente avermelhada. Clinicamente,

assemelha-se ao fiboroma (Elder, 2011).

Essa forma de CBC é rara, localizada, preferencialmente, na regido
lombossacral, pubiana ou genitocrural. Inicia-se como papula ou placa
eritematosa, que pode se tornar pedunculada. Pela manifestacdo clinica atipica e
raridade, € usual que o diagnostico ndo seja suspeitado clinicamente, apenas

revelado no exame histopatologico (Chinem e Miott, 2011).

2.4Classificacdo Histopatoldgica

Os carcinomas basocelulares tendem a compartilhar as caracteristicas
comuns de um tipo de célula basal predominante, nlacleos das células lesionais
periféricas em palicada, um estroma especializado e um artefato representado por
uma fenda entre o epitélio e o estroma. Além disso, existem graus variaveis de
atipia citolégica e atividade mitotica; algum grau destas ultimas alteracdes esta
sempre virtualmente presente (Elder, 2011).

Os carcinomas basocelulares tém sido classificados como sélidos (ou
indiferenciados) quando comparadosaos tumores que manifestam caracteristicas
de diferenciacéo especificas como écrinas, sebaceas ou outras linhas de células.

No entanto, a Unica comprovacao histolégica capaz de indicar prognostico de
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comportamento biolégico e, portanto, o principal determinante do que se
considera uma abordagem terapéutica adequada, é o padrdo de crescimento da
arquitetura do tumor (Crowson, 2006).

Esse autor considera, pois, que a arquitetura é uma questao critica, pois
pode influenciar no diagndstico; por isso, os padrdes de diferenciacdo apenas
devem ser consideradosquando reconhecidos como parte do espectro histolégico
do CBC (Crowson, 2006).

No carcinoma basocelular nodular, sdo formadas massas nodulares de
células basaldides que se estendem na derme em relacdo com um estroma
tumoral delicado e especializado. Espacos cisticos podem se formar como
resultado de necrose tumoral ou perda da adesdo celular. Os ndcleos nos
carcinomas basocelulares, como regra, ttm um aspecto bastante uniforme. Eles,
geralmente, ndo mostram variacdo acentuada no tamanho ou na intensidade de
coloragdo, e nem mitoses anormais, mesmo noOsS raros casos de carcinoma
basocelular com metastase. Nos casos excepcionais de carcinoma basocelular,
nos quais se encontram entremeadas, entre as células comuns do carcinoma
basocelular, células com grandes nucleos hipercromaticos, nucleos mdultiplos e
estranhas mitoses tipo “chuva de estrelas”, a evolugdo clinica nao é diferente
daquela do carcinoma basocelular comum (Elder, 2011).

A forma esclerodermiforme € composta por numerosas ilhas
tumorais que, em geral, infiltram a derme reticular e promovem intensa reagéo
fiboromatosa. A variante infiltrativa é configurada por ilhas de células basalbides
pequenas e irregulares que invadem a derme, semelhantemente ao que ocorre na

variante esclerodermiforme, porém com corddes de células mais finos (Chinem e

Miott, 2011).
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O tipo superficial caracteriza-se por brotamentos e proliferacao irregular de
células basaldides formando palicada periférica fixada a superficie inferior da
epiderme, geralmente atrofica. Ha fibroblastos em torno das células tumorais,
além de infiltrado inflamatorio cronico inespecifico na derme superior. Pode
apresentar aspecto multifocal, com brotamentos epiteliais descontinuos do tumor,
entremeados por epiderme incolume, dificultando a avaliacdo das margens nas
pecas cirurgicas (Chinem e Miot, 2011).

No fibroepitelioma de Pinkus, filamentos ramificados longos e finos de
CBC, alguns conectados a epiderme, apresentam-se em meio a um estroma
fibroso (Chinem e Miot, 2011).

O carcinoma metatipico (carcinoma basoespinocelular) € formado por focos
de células com diferenciacdo escamosa; devido ao seu padrdo de crescimento
infiltrativo, tem pior progndéstico. Carcinoma misto ou combinado consiste em
lesdo rara formada por areas de carcinoma basocelular lado a lado com
carcinoma espinocelular (Brasileiro Filho, 2016).

Além de se apresentarem com uma papula ou nodulo, geralmente na pele
exposta ao sol, os pacientes ndo tém outras queixas atribuiveis ao tumor. Em
raras ocasides, uma lesdo manifesta sensibilidade ou dor, que pode ser um
indicio de infiltragdo perineural nas variedades de crescimento agressivo.
Comprometimento sensoério-motor tem sido relatado principalmente em lesdes de

areas preé-auricular e bochecha (Crowson, 2006).
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2.5 Biologia do cancer de pele

Os raios ultravioleta (UV) da luz solar sdo provavelmente o agente
cancerigeno mais atuante na espécie humana. Desde muito tempo se sabe que
individuos que trabalham ou ficam muito tempo em contato com os raios solares
desenvolvem diversas lesdes pré-cancerosas da pele (ceratose solar),
carcinomas basocelular ou de células escamosas e melanomas. O risco de
aparecimento desses tumores depende da intensidade e duracdo da exposicéo e
da protecdo natural de cada individuo. A suscetibilidade a esses tumores €
inversamente proporcional a pigmentacdo cutanea, jA que a melanina é um filtro
eficiente da radiag&o ultravioleta (Brasileiro Filho, 2006).

A faixa ativa das radiacbes UV esta entre 200 a 400 nm. Estudos
fotoquimicos demonstram que o alvo principal dessa radiacdo € o DNA, no qual
podem ser produzidas varias alteracfes, das quais a formacdo de dimeros de
timina € a mais importante. Trata-se, pois, da producdo de uma mutacéo
puntiforme, que pode afetar oncogenes ou genes supressores de tumor (Brasileiro
Filho, 2006).

Dessa forma, verifica-se que o perfil epidemiolégico dos canceres de pele
ndo melanoma estabelece uma relacdo bem nitida com a exposicdo ao UVB
como fator principal, porém, apenas nas Ultimas duas décadas €& que se
estabeleceram as bases biologicas que explicam a carcinogénese cutanea. Uma
resposta caracteristica da pele apos exposicdo ao UV,é a presenca das

chamadas células de “queimadura solar” (sunburncells), que sao

queratindcitosapoptéticos resultantes de uma 'verificacdo celular' dependente da
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proteina p53, aqual leva células potencialmente malignas, decorrentes de danos

ao DNA causados pelo UV, a autodestrui¢do (Brashet al., 1996).

A exposicao cronica a luz solar é responsavel pela mutacdo da p53 na
carcinogénese cutanea, desenvolvendo um papel importante no desenvolvimento
dos CBCs. Assim, o p53 foi considerado um possivel marcador no prognostico da
gravidade do CBC (D’Errico et al., 1997; Ouhtit et al., 1998).

Nesse interim, a compreensdo da funcdo do gene p53, as consequéncias
de sua disfuncéo e sua relacdo com as QAs e carcinomas epidermdides cutaneos
tornaram-se fundamentais. Acredita-se que a proteina p53 esteja relacionada com
a parada na fase G1 do ciclo celular, quando € feito o reparo no DNA e a
subsequente verificacdo da integridade genética da célula, a qual estando
corrompida, desencadearia o processo de apoptose. Este processo pode ser
descrito como o mecanismo intrinseco celular de defesa antitumoral em
contraposi¢cdo ao mecanismo extrinseco, representado pela imunidade especifica
e inespecifica contra o tumor. Uma vez que o mecanismo intrinseco tenha falhado
na eliminacdo das células potencialmente malignas, apenas as defesas
extrinsecas poderdo atuar na prevencdo da progressao tumoral (Eberleet al.,

2007; Leffel, 2000).

O CBC associa-se a defeitos na via de sinalizacdo Hedgehog. O gene
PTCH(protein patched homolog) € o homdélogo humano do gene patched em
drosdfila, em que esta envolvido com proliferacdo celular normal. O produto
codificado pelo PTCH é um receptor da via Hedgehog, que regula a polaridade e
a proliferagdo de certas ceélulas epiteliais. Quando n&do estimulado, o receptor

forma um complexo com outra proteina membranosa (SMO, de smoothened).
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Quando se liga ao seu agonista (SHH - sonic hedgehog), a SMO ¢ liberada do
complexo e ativa o fator de transcricdo GLI1 (Glioma), que estimula a proliferacao
celular controlada — normal. Se existe mutagcdo no PTCH e por mecanismo
desconhecido, a SMO desliga-se do complexo e promove a ativacdo continuada

de GLI1, que induz proliferacdo anormal das células (Brasileiro Filho, 2016).

Ha sindromes genéticas relacionadas ao risco de desenvolvimento de
CBCs, que devem ser suspeitadas quando da ocorréncia de multiplos tumores ou
de sua incidéncia em idade jovem (Chinem e Miot, 2011).

Ha muitos passos intermediarios nesse processo de carcinogénese,
envolvendo entre outros fatores: (1) a ativacdo de oncogenes; (2) desativacéo de
genes supressores; e (3) alteracbes na protecdo do gene p53. A exposicdo a luz
solar ir4 induzir alteracbes no DNA das células epidérmicas, e seletivamente
suprimir o sistema imunolégico e a capacidade do corpo para procurar e destruir
células alteradas com capacidade de formar tumores. A medida que
envelhecemos, nossa capacidade de reparar danos ao DNA induzidos pela luz
solar é reduzida, embora alguns pacientes mais jovens possam comecar com
uma capacidade jA comprometida para reparar alteracdes no DNA induzidas pela

luz solar (Goldberg, 1996).

2.6 Proliferacéo Celular

A proliferacdo celular definida como o aumento do numero de células
resultante da complementacdo do ciclo celular, relne uma cascata de eventos

que garantem a duplicacdo ordenada dos componentes celulares em uma
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sequéncia légica e a respectiva divisdo em duas células filhas (Levine et al. 1994).
A partir dos anos 1970, estudos sobre os mecanismos envolvidos nesse processo
evidenciaram a participacdo de um grande nuamero de macromoléculas
controladoras, as quais ativadas em sequéncias organizadas, funcionam como
verdadeiros pontos de checagem — check points (Hartwell e Weinert, 1989). A
ocorréncia de falhas nesse sistema possibilita o inicio da progressdao de

neoplasias.

Duzias de proteinas diferentes sdo necessarias para induzir ou restringir a
proliferacéo celular, manter ou evitar ciclos de divisdo celular, e iniciar ou inibir a

apoptose (Pasternak, 2007).

. A proliferacéo celular é disparada por uma cascata de etapas de ativacao
e inativacdo, que, na maior parte, sdo mediadas por cinases de proteinas que
fosforilam tirosinas, treoninas ou serinas de proteinas citoplasmaticas e nucleares.
As proteinas nucleares geralmente sdo fatores de transcricdo que regulam
coletivamente a expressao de varios genes. Além das proteinas necessarias para
a ativacao da proliferacédo celular, o ciclo de divisdo celular e a apoptose, outras
que ajudam a afastar o cancer sao usadas para reparar os danos ao DNA

gendmico (Pasternak, 2007).

Este ciclo envolve, pelo menos, quatro fases distintas: (1) periodo que
antecede a sintese de DNA (G1); (2) fase de sintese de DNA (S); (3) periodo de
pos-replicacdo do DNA (G2); e (4) a fase de mitose (M) que culmina com a
divisdo celular (Levine et al., 1994; Rabenhorst et al., 1994). Cabe ser destacada

a fase GO, que envolve as células que estédo fora do ciclo celular por tempo
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indeterminado (Hall & Levinson, 1990; Alberts et al., 1994; Rabernhost et al., 1993

e 1994).

2.7 Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, € um dos processos de morte
celular, juntamente com a autofagia, a necrose, e a mitose-catastrofica; os quais
séo classificados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas
(Okada e Mark, 2004).

Dentre as situagcdes em que a apoptose ocorre,destacam-se: (1) a
organogénese e hematopoiese normal e patoldgica; (2) a reposicao fisiologica de
certos tecidos maduros; (3) atrofia dos 6rgaos; (4) resposta inflamatoéria; e (5)
eliminacdo de células apés dano celular por agentes genotdxicos (Ranganath e
Nagashree, 2001).

Sendo essencial para a manutencao do desenvolvimento dos seres vivos,
€ um processo importante para eliminar do organismo células supérfluas ou
defeituosas; € um fenémeno rapido e ocorre em cinco fases representadas pelas
seguintes alteracdes: (1) retracdo da célula; (2) perda de aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas; (3) condensacédo da cromatina; (4) fragmentacao
internucleossdmica do DNA; e (5) formagéo dos corpos apoptoticos (Grivicich et
al., 2007). A morte por apoptose apresenta outra caracteristica marcante: a
fragmentacao internucleossémica do DNA, com um padrdo caracteristico - a
endonuclease é ativada e produz fragmentos de DNA de tamanhos variaveis, mas

sempre multiplos de 200 pares de base (Saraste e Pulkki, 2000).
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Durante a apoptose, apés uma retracdo da célula que causa perda de
aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas, a maioria das
organelas celulares mantém sua morfologia. No entanto, podem ocorrer: (1)
ruptura na membrana externa das mitocéndrias; (2) condensacdo da cromatina
que se concentra junto a membrana nuclear; (3) formacédo de prolongamentos
(blebs) na membrana celular; (4) desintegracdo do nucleo em fragmentos
envoltos pela membrana nuclear; (5) aumento dos prolongamentos da membrana
celular (em namero e no tamanho); (6) formacédo dos corpos apoptoticos (porcdes
celulares envoltas pela membrana celular, resultado do rompimento dos
prolongamentos da membrana celular contendo o conteddo celular); (7)
fagocitose dos corpos apoptoticos por macréfagos (remocdo sem provocar
processo inflamatério) (Fig. 2) (Ziegler e Groscurth, 2004; BeikzadeheDelirezh,
2014).

Nesse processo bioguimico, hd o envolvimento de moléculas para o
controle das vias de ativacdo da apoptose, destacando-se as proteinas
antiapoptoticas e proapoptoéticas, além de enzimas como as caspases (Grivicich

et al., 2007).



37

8 o it W %é@ oY TR @ .—f'“""@

Fiéura 2. Mondcitos periféricbré'no 13° dia de cultura: a morfologia das células

indica a ocorréncia de apoptose com caracteristicas como prolongamentos
(blebbings) (seta azul); rompimento das células (seta vermelha); e liberacdo dos
corpos apoptoticos (seta preta) (em aumento de 40 x) (Fonte:
BeikzadeheDelirezh, 2014).

2.7.1 Vias de apoptose

Como foi visto anteriormente, a apoptose € um programa de morte celular
cuidadosamente regulado, e, portanto, com grande eficiéncia biol6gica, uma vez
que requer a interacdo de inumeros fatores que regulam alteracbes morfolégicas
representadas por uma sequéncia de eventos moleculares e bioquimicos

especificos e geneticamente regulados (Saraste e Pulkki, 2000).

A apoptose, em geral, € um fendmeno biolégico como a proliferagéo e
ativacao celular (Peter e Krammer, 2003). Por isso, o funcionamento correto dos
sistemas de apoptose € extremamente importante para o desenvolvimento
embrionario e para manter a homeostase dos tecidos, além de atuar na defesa

antitumoral intrinseca e extrinseca.

Dentre os fatores que podem desencadear a apoptose (Hengartner, 2000)

destacam-se os seguintes: (1) ligacdo de moléculas a receptores de membrana;
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(2) agentes quimioterapicos; (3) radiacdo ionizante; (4) danos no DNA; (5) choque
térmico; (6) privacdo de fatores de crescimento; (7) baixa quantidade de
nutrientes; e (8) niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio. A ativacao
da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via extrinseca,

citoplasmatica ou pela via intrinseca, mitocondrial(Grivicich et al., 2007).

2.7.1.1 Via intrinseca

A via intrinseca de sinalizacdo daapoptose atua, principalmente, na
membrana mitocondrial. A proteina p53, sob condicbes normais, é rapidamente
degradada no citoplasma, ndo havendo tempo para que ela induza as proteinas

subsequentes da sua via.

Células danificadas produzem enzimas que estabilizam a proteina p53
permitindo a sua atuacdo e inducdo de outros componentes da via, como a
proteina p21 que inicialmente paralisa o ciclo celular, gerando tempo para
mecanismos de reparacao genética atuarem. Na presenca de danos irreparaveis,
a ativacdo da pb53 resulta na transativacdo de fatores proapoptéticos,

principalmente as proteinas proapoptoticas da familia Bcl2 (Hofsethet al., 2004).

A inibicdo do ciclo celular pode ser necesséaria para efetiva indugdo da
apoptose, pois ambos 0s mecanismos exaurem as reservas energéticas da
célula, sendo assim, portanto, processos mutuamente exclusivos (Eberleet al.,

2007).
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As proteinas Bcl2 atuam na membrana externa da mitocéndria, onde elas
controlam a formacéo de poros, através dos quais varios fatores mitocondriais sao
liberados no citoplasma (Eret al., 2006). Esses fatores, tais como citocromo C e
endonuclease G, apresentam atividade proapoptética quando presentes no
citoplasma. A partir disso, a liberacdo de proteinas proapoptoticas pela
mitocdndria, parece ser um passo critico no processo de morte celular, o qual
depende de um equilibrio das proteinas da familia Bcl2, pr6 e antiapoptéticas

(Danielet al., 2003).

Os fatores mitocondriais liberados no citoplasma formam complexos com
outras proteinas, acabando por desencadearem a cascata das caspases. As
caspases sao proteases que clivam certas proteinas chamadas de substratos de
morte celular, ao nivel do aspartato. Além de atuar na via intrinseca de apoptose,
atuam em algumas vias extrinsecas como, as da granzima B e ligantes de morte

(Eberleet al., 2007).

2.7.1.2 Via extrinseca

As vias extrinsecas recebem este nome por serem ativadas por
sinalizadores externos, através da ligacdo destes a receptores de membrana ou
pela penetragdo no citoplasma através de estruturas como as perforinas. Alguns
dos sinalizadores mais bem conhecidos sdo, o Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-alfa); Ligante do Fator de Necrose Tumoral (CD95L ou FaslL); e Ligante do
Fator de Necrose Tumoral relacionado a Inducdo da Apoptose (TRAIL).O

acoplamento dessas proteinas aos respectivos receptores, leva a multimerizacéo
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destes com a formacdo de um complexo protéico conhecido como, complexo
sinalizador de inducdo de morte (DISC), o qual ativa as caspases8 e 10 (Petere
Krammer, 2003; Engelset al., 2005). A caspase 10 é crucial para a apoptose

induzida por TRAIL.

Verificaram-se conexdes cruzadas importantes entre essas vias de
apoptose, como a transcricdo de ligantes e receptores de morte pela p53, bem
como, ativacdo de proteinas Bcl2 proapoptoticas, pela caspase8, a qual

tipicamente atua na via extrinseca (Eberleet al., 2007).

A existéncia de uma rede de sinalizacdo bioguimica intrincada e complexa
para efetuar esta selecdo, entre células destinadas a morte programada ou

mantidas ativas e replicantes, pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3. Esquema dos sistemas intrinseco e extrinseco de apoptose.

(Fonte: Oliveira Filho, 2008).

Neste sistema existem inlUmeras opc¢fes de contrarregulacdo necessarias

para a sobrevivéncia das células normais, que podem ser utilizadas por células

tumorais para escaparem da apoptose (Oliveira Filho, 2008).

Portanto, esta via é desencadeada pela ligacdo de ligantes a receptores de

membrana (superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral - rTNF),

processo que ativa as caspases (Budihardjo et al.,, 1999) (Fig. 3). Todos os

membros da familia rTNF possuem um subdominio extracelular rico em cisteina,

0 qual permite que eles reconhegcam seus ligantes, resultando na trimerizacao e
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consequente ativacao dos receptores de morte especificos (Fig. 3), seguida pela
mediacdo pela porcdo citoplasmatica desses receptores (estas contém uma
sequéncia de 65 aminoacidos, o "dominio de morte", também conhecidos como

"receptores de morte celular" (Naismith e Sprang,1998).

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico,
0s seus dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/
MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase8 que ira

ativar a caspase3, executando a morte por apoptose (Daniel et al., 2001).

2.7.2 Resisténcia a apoptose em tumores

As células tumorais contém multiplas alteracdes genéticas, o que lhes da
um carater heterogéneo. Por isso, deveriam ativar as vias intrinsecas de apoptose
em células normais. Adicionalmente, a maioria dos clones tumorais se caracteriza
por uma expressao nao usual de proteinas, as quais também deveriam atrair a
atencao de células imunes.No entanto, as células tumorais podem ser resistentes
a apoptose, o que explica o desenvolvimento dos tumores de pele na presenca
dos mecanismos de defesa do organismo, isto €, os tumores malignos
apresentam a propriedade de crescerem além dos limites impostos as células
normais. Ou seja, a expanséao clonal de uma célula transformada depende de um
descontrole da sua capacidade proliferativa e de uma crescente incapacidade de
morrer por apoptose. Portanto, apesar da grande variabilidade do cancer (carater

heterogéneo), a resisténcia a apoptose € uma caracteristicaque se destaca
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namaioria dos tumores malignos, o que tem sido demonstrado nos inUmeros

estudos desenvolvidos nos ultimos anos (Okada e Mark, 2004).

A tumorigénese mostra que essa resisténcia a morte programada pode
ocorrer por varios mecanismos e em varios momentos, destacando-se entre eles
a resisténcia em células que escaparam do controle do crescimento e da
diferenciacdo normais. Essecontrole que pode ser de seis formas,por: (1) fatores
soluveis; (2) contatos célula-célula; (3) contatos célula-matriz extracelular; (4)
lesbes no DNA; (5) hipoxia; (6) espécies reativas do oxigénio (Castedo et al.,

2004).

As principais causas de resisténcia a apoptose sédo defeitos nas vias de
sinalizacao proapoptoticas. Consequentemente, o bloqueio da via intrinseca esta
presente na maioria dos tumores, sendo que o gene p53 é o supressor tumoral
mais frequentemente mutado, desativado em aproximadamente metade de todos
0s tumores, particularmente nos canceres epiteliais, chegando a comprometer

90% dos carcinomas epidermdides de pele (Leffell, 2000).

Da mesma forma, verifica-se bloqueio da sinalizacdo extrinseca em varios
tumores, como a perda de receptores de superficie proapoptéticos TRAIL, em
certas linhagens de melanomas, e a reducdo de ligantes CD95 em
gueratosesactinicas e na pele exposta ao UV (Kurbanov et al., 2005; Bachmann

et al.,2001).

Por fim, as vias comuns efetoras da apoptose, executadas pelas caspases,
também podem ser inibidas, como observou-se em melanomas e carcinomas

epidermoides, com a elevacédo das proteinas inibidoras de apoptose (IAPs). Um
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exemplo dessa familia de proteinas € a survivina, que ja foi identificada
anormalmente ativa em diversos tumores, estando ausente em células

plenamente diferenciadas(Grivicich et al., 2007).

As IAPs apresentam em comum pelo menos uma subunidade de
aproximadamente 70 aminoacidos da repeticdo inibidora da apoptose do
baculovirus (BIR). Essa caracteristica, fornece a tais moléculas, a capacidade de

aderir e bloquear as caspases3 e 7, efetoras da apoptose (Sahet al., 2006).

Recentemente, outro alvo na terapia anticancer tem sido 0s receptores
proliferadores ativados de peroxisomas (PPARS), que sdo receptores nucleares
gue atuam como fatores de transcricdo. Entre outras funcdes, eles atuam na

diferenciacéo celular, desenvolvimento e metabolismo.

Os ativadores extrinsecos do PPAR mais conhecidos sédo as glitazonas,
utilizadas no tratamento do diabetes tipo II, por reduzirem a resisténcia a insulina,
no entanto, verificou-se atividade proapoptética dessas medica¢des, assim como
de outros ativadores do PPAR, em células neoplasicas, principalmente através da

reducado dos niveis de Bcl2 e ativacdo das caspases 3 e 7 (Belfiore et al.,2009).

Adicionalmente, o fator nuclear kappaB (NF-kB), que sera discutido
adiante, o qual, ao lado das suas importantes atividades proinflamatorias, controla
a expressao de algumas proteinas antiapoptéticas das familias Bcl2 e IAP, pode

estar hiperativo, como ja foi descrito em diversos tumores (Eberlen et al., 2007).



45

2.8 Senescéncia

A senescéncia celular pode ser considerada um programa que é ativado
por células normais em resposta a Vvarios tipos de stress. Segundo Serrano e
Blasco (2001) e Lloyd (2002), pelo menos quatro se destacam entre outros: (1)
descolamento da cromatide no ponto do teldmero; (2) dano no DNA; (3) estresse

oxidativo; (4) atividade oncogenética, entre outros (Fig. 5).

PROCESSO DE SENESCENCIA CELULAR EXEMPLOS DE
STRESS
Descolamento do
teldmero préximo ao
centromero
Dano no DNA

Stress oxidativo

Atividade
oncogenética

Contato entre células
inadequado

Figura 4 - Sinais que ativam a senescéncia: multiplos tipos de stress podem
induzir as células a entrarem na senescéncia; a combinacdo de diferentes
niveis de stress determina a rapidez com que a célula entrard na senescéncia.
(Adaptado de Ben-Porath e Weinberg 2005).
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Em seu trabalho de revisdo, Ben-Porath e Weinberg (2005) apresentam os
mais recentes avancos referentes ao esclarecimento dos estimulos que elicitam a
senescéncia, com destaque para os caminhos moleculares ativados por esses
estimulos, e ainda a forma como esses sinais determinam que uma populagcéo de

células entre em senescéncia (Fig. 6).

A senescéncia pode ocorrer seguindo um periodo de proliferacdo celular ou
de uma maneira mais rapida em resposta a fatores que desencadeiam estresses
agudos. Uma vez iniciada o processo de senescéncia, as células param de se
dividir e passam por uma série de alteracbes dramaticas na morfologia e nos

processos metabolicos (Ben-Porath e Weinberg, 2004).

oncogene improper
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Figura 5- Ativacdo do programa de senescéncia por diferentes estimulos em
células humanas: (A)Na presenca da p53:1. Descolamento da cromatide no
ponto do teldmero induzindo senescéncia principalmente através do caminho do
“‘dano ao DNA”, ativando a ATM/ATR, para estabilizar a p53; 2. O stress
oxidativo pode ativar a p16 em certas condi¢des e pode ser mediado pela p38-
MAPK. (B) Na auséncia da p53: 1 Ativacdo da oncogénese RAS induz
senescéncia pela pl6INK4a; 2. A p38-MAPK desempenha um papel na
mediagcdo da senescéncia induzida pela RAS; 3. A pl6INK4a é ativada pelo
estresse fisiolégico adicional para induzir a senescéncia. (Adaptado de Ben-
Porath e Weinberg 2005).
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Trabalhos tém sinalizado que a senescéncia celular parece desempenhar
um importante papel na supressdo tumoral e pode contribuir para o
envelhecimento do organismo, no entanto, ainda nao existem descricbes
detalhadas para situacdes in vivo (Rocco e Sidransky, 2001; Schmitt et al., 2002;

Liu et al., 2004)

Estudos recentes tém fornecido importantes elementos referentes ao modo
como as diferentes formas de estresse e 0s estimulos ativam os caminhos que
levam a senescéncia. Esses estudos tém revelado que uma populacdo de células
em crescimento pode ser influenciada por uma combinacdo de diferentes
estresses fisioldgicos que agem simultaneamente. Os caminhos sinalizadores
ativados por esses estresses sdo canalizados para as proteinas p53 e Rb. A
combinacdo dos niveis de atividade dessas proteinas determina as células que

entrardo em senescéncia (Narita et al., 2003).

Também merece ser destacado que muitas células humanas possuem um
limite interno para o nimero de vezes que podem se dividir guando estimuladas a
proliferar em cultura: elas permanentemente param de se dividir apdés um certo
namero de ciclos (p. ex., 25 a 50 para fibroblastos humanos), um fenémeno
conhecido por senescéncia replicativa. Este mecanismo de contagem de ciclos
de divisdo geralmente depende do encurtamento progressivo dos teldmeros
situados no fim dos cromossomos, 0 que eventualmente muda suas estruturas. A
replicacdo do DNA telomérico durante a fase S depende da enzima telomerase,
gque mantém a estrutura da sequéncia telomérica e promove a formacédo de
proteinas com estrutura de quepe que protegem as extremidades dos

cromossomos. Como muitas células humanas proliferativas (exceto células-
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tronco) sdo deficientes em telomerase, seus teldmeros encurtam a cada divisdo
celular, e o quepe protetor se deteriora. Eventualmente, as extremidades
alteradas dos cromossomos engatilham a parada permanente do ciclo celular

(Alberts et al., 2010).

Segundo esses autores, células humanas cancerosas evitam a
senescéncia celular replicativa de duas maneiras. Primeiro, elas adquirem
alteracdes genéticas e epigenéticas que desarmam o controle de pontos de
verificacdo, o que permite que as células continuem no ciclo mesmo quando os
teldbmeros perdem a protecéo protéica do quepe. Mutacdes que inativam a via da
p53 possuem este efeito, sendo muito comuns em células cancerosas. Outra
estratégia para escapar a senescéncia replicativa € que as células cancerosas
frequentemente mantém atividade telomerasica durante a proliferacdo, evitando
gue seus teldmeros encurtem ou figuem desprotegidos do quepe (Alberts et al.,

2010).

2.9 Marcadores bioldgicos

Dentre os marcadores biologicos, foram utilizados neste trabalho os
seguintes: (1) Ki-67; (2) p53; (3) survivina; e (4) NF-kB ou pl105.Considerando as
diferencas de expresséo, a seguir serdo apresentadas algumas caracteristicas de

cada um deles.
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2.9.1 Ki-67

Ki-67 é uma proteina ndo-histénica, de meia-vida curta - aproximadamente
90 minutos (Heidebrecht et al. 1996)-, presente em todas as fases do ciclo celular,
exceto na GO, e em todos os tipos celulares com capacidade proliferativa

(Scholze e Gerdes 2000).

Em relacdo a intensidade da presenca do Ki-67 nas diferentes fases do
ciclo celular, mais especificamente nas fases S e G2, ela aumenta com maxima
intensidade na metafase comecando a diminuir na teléfase (Du Manoir et al. 1991,

Bruno e Darzynkiewicz 1992, Starborg et al. 1996).

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 (metafase) ou
difuso no citoplasma apos a rotura da membrana nuclear (Du Manoir et al., 1991;
Starborg et al., 1996; Kill, 1996), sendo também descrito no citoplasma durante a

fase S (Braun et al. 1988; Van Dierendonck et al., 1989).

Observa-se que este marcador vem sendo estudado ha mais de 30 anos
(Braun et al. 1988), e estudos recentes tém sido desenvolvidos no sentido de
identificar métodos imuno-histoquimicos para determinar seu valor progndstico

(Plaveti¢ et al. 2015).
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2.9.2 p53

A p53, proteina ndo histona, de controle do ciclo celular permanece apos a
remocdo de histonas regulada por acetilacdo e desacetilagdo. Os niveis de
acetilacdo aumentam significativamente em resposta ao estresse. Enquanto na
auséncia do estresse celular, a p53 é mantida em baixos niveis, sem exercer
efeito sobre o destino da célula (Luo et al., 2000; Oren, 2003).

A proteina p53 (phosphoprotein 53) € codificada pelo gene supressor de
tumor TP53, gene regulador de uma extensa rede responsavel pelo controle da
integridade do genoma diante dos danos celulares (alteragbes cromossomicas,
deplecdo de metabdlitos, choque térmico, hipéxia, oncoproteinas virais, ativacédo
de oncogenes celulares, entre outros) (Menendez e Lupu 2007; Maximov e
Maximov 2008; Ferreira e Rocha 2010). Assim, pode-se considerar que fatores
como o0 estresse, assim como, cofatores de transcricdo, também podem
influenciar a interacdo direta entre a p53 e o reparo ao DNA (Vogelstein et al.,
2000).

Essas reacdessao observadas durante o desenvolvimento de carcinomas e
provocam mudancas biologicas, como o equilibrio entre a apoptose e a
sobrevivéncia celular (Menendez e Lupu 2007; Petitjean et al., 2007), assim como
a proliferacdo celular. As células tumorais, por outro lado, sdo consideradas
geneticamente instaveis e, consequentemente, acumulam rearranjos cromossdmicos
desequilibrados (Pampalona et al., 2012).

A excessiva proliferagdo celular leva ao encurtamento dos teldmeros
(estruturas que formam a extremidade dos cromossomos) 0s quais, quando

excessivamente curtos, promovem a instabilidade cromossémica, fendmeno
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identificado no inicio da formacéo do carcinoma humano. Na proliferacdo celular
excessiva, ocorre deficiéncia no ponto de checagem por disfuncdo da p53,
promove o aparecimento de teldmeros ndo nivelados, causando tipos complexos
de anormalidade gendmicas caracteristicas das células tumorais (Artandi et al.
2000). Outra disfuncdo provocada pela p53 € a tetraploidia e que também é

observada nos primeiros estagios da carcinogénese. (Pampalona et al., 2012).

2.9.3 NF-kB (p105)

O NF-kB (ou pl105), descoberto em 1986 (Sen e Baltimore, 1986),
representa uma familia de proteinas que atuam como fatores de transcricdo
relacionados a varias atividades celulares, principalmente respostas imune e

inflamatoria, crescimento celular e apoptose (Gilmore, 1999).

O NF-kB apresenta-se no citoplasma como homodimeros ou
heterodimeros com proteinas do grupo Rel. Quando as primeiras se apresentam
lisadas ou sofrem parada de transcri¢cao, tornam-se ativas e migram para o nucleo
onde se ligam a sequéncias especificas de 9 ou 10 bases chamadas sitios kB.
Normalmente, no final dos trechos de DNA transcritos, ha a sequéncia para a
producdo da proteina inibidora IkB, voltando a bloquear o NF-kB que é

translocado para o citoplasma para ser reutilizado (Gilmore, 1999).

Alguns autores demonstraram que o NF-kB desempenha um papel
essencial no cancer, regulando a expressao dos genes envolvidos no crescimento

celular e proliferacdo, apoptose, angiogénese e metastase (Karin eLin, 2002;
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Zhanget al., 2009). Assim como, durante processos inflamatérios, ha uma
sinalizacao entre NF-kB e seus reguladores. Esse mecanismo tem sido objeto de
muitos estudos, porém seus mecanismos moleculares ndo foram totalmente

especificados(Perkins, 2012; Bacher e Schmistz, 2004).

A atividade do NF-kB é primariamente regulada pela interacdo com
proteinas inibidoras kB, as quais impedem o influxo do NF-kB para o nucleo e

bloqueiam os seus sitios de ligagdo com o DNA (Fig. 7).
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Figura 6. Via de ativacdo do NF-kB (Fonte: Gilmore, 1999).

Essa regulagéo ocorre pela degradacéo das IkBs ligadas ao NF-kB, através
das quinaseslkBserina-especificas (IKKs). Ja as IKKs podem ser ativadas por
inlmeros sinais intra e extracelulares, formando uma espécie de tronco de

ativacdo do NF-kB, conforme especificado na Figura 7(Gilmore, 1999).
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2.9.4Survivina

A survivina, proteina inibidora da apoptose, regula a divisdo celular com
sua atividade na fase G2/M do ciclo celular. Sabe-se que sua expressao esta
relacionada ao maior potencial de transformacdo maligna e de progndstico ruim,
em duas situacdes principais: em carcinomas de células escamosas (CCE), mais
indiferenciados; e nos casos onde h4 comprometimento de linfonodos (Lo Muzio
et al., 2001). Localizada nos microtubulos dos fusos mitéticos, regido requerida
para a inibicdo da apoptose, e reconhecida como membro da familia génica
inibidora da apoptose (IAP) (Sanino e Shousha, 1994).

A survivina esta presente durante o desenvolvimento normal dos tecidos
fetais, mas indetectavel nos diferentes tecidos humanos, com excecao do timo,
testiculo, placenta, progenitores hemopoiéticos e de células endoteliais
(Grossman, 2004).Esta expressa de maneira aberrante em muitos canceres
epiteliais de origem hematopoiética (Sanchez et al., 1998; Xie et al., 2006). Nas
neoplasias epiteliais, a imunoexpressdo da survivina torna-aalvo de diferentes
estudos, como no adenocarcinoma de estdmago, intestino grosso, pulmédo e
préstata (Sanino e Shousha, 1994; Ichikaea et al., 1992), impondo um prognadstico
mais agressivo quando sua expressao € citoplasmatica.

Estudos in vitro e in vivo, ttm demonstrado que a inibicdo da expresséo da
survivina induz a apoptose, reduzindo o crescimento do tumor e sensibilizando o
tumor a quimioterapia (Zaffaroni e Daidone, 2002). Trata-se de um fator celular
envolvido na quimiorresisténcia e radiorresisténcia em tumores humanos,
sugerindo que a inibicdo dessa proteina pode levar & uma sensibilizacdo aos

tratamentos contra o cancer (Zaffaroni et al., 2005).
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3.0Dbjetivos
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3. Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a expressao de marcadores de proliferacdo celular e apoptose em
carcinomas basocelulares dos tipos nodular, superficial, esclerodermiforme e

tumores recidivados.

Objetivos Especificos
1. Comparar a expressao diferencial dos marcadores p53, Ki-67, Survinina e
pl05 (NF-kB) em subgrupos de carcinomas basocelulares e tumores

recidivados.

2. Avaliar os padrdes de correlacdo entre as expressdes dos marcadores p53,
Ki-67, Survinina e p105 (NF-kB) em subgrupos de carcinomas basocelulares

e tumores recidivados.
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4.Material e Métodos
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4. Materiais e Métodos

Foi conduzido um estudo transversal envolvendo amostras de carcinomas
basocelulares medindo menos de 2cm de diametro (estadiamento ),
predominantemente,de 50 pacientes, topograficamente separadas em epiderme
adjacente e tumorais, totalizando 1.200 campos histolégicos submetidos ao
protocolo de imunomarcacdo para Ki-67, p53, survivina e pl05,levando em
consideracdo o0s subtipos nodulares - ou solidos — (n=18), superficiais (n=6),

esclerodermiformes (n=6) e neoplasias que resultaram em recidiva (n=20).

Os tumores foram selecionados entre os registrados no servico de patologia
da Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu, nos anos de 2012 a 2013, a patrtir
dos relatérios de exames histopatologicos. Foram selecionados tumores com
subtipos histolégicos Unicos para a amostra de CBC nodulares, superficiais e
esclerodermiformes, como forma de tentar compreender o comportamento dos

subtipos de CBC individualmente.

As amostras de pele removidas durante procedimento cirargico foram fixadas
em formol a 10% e, posteriormente, submetidas ao processamento histolégico de
rotina. Foram selecionados 5 blocos de parafina dos tumores de cada subtipo
histol6gico e das neoplasias que resultaram em recidiva, totalizando 20 blocos de
carcinomas basocelulares. Os blocos foram seccionados sendo obtidos 4 cortes de
cada bloco para aplicagdo dos anticorpos primarios, totalizando 80 cortes, nos quais
foram realizadas 6 micrografias, sendo 3 na area dos blocos tumorais e 3 dos

epitélios normais (Figura 7).
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Amostras fixadas
em formol a 10%

Selecionados 5
blocos de parafina de
cada tipo tumoral

Total de 20
blocos

Obtidos 4 cortes de cada
bloco para aplicacdo dos
anticorpos

Total de 80
cortes

3 em blocos tumorais
e 3 em epitélios
normais

6 micrografias
de cada corte

Figura 7: Procedimentos histolégicos.

As laminas histoldgicas desses espécimes foram submetidas ao protocolo de
marcacao imuno-histoquimica para os marcadores Ki-67, p53, survivina e NF-kB. As
reacoes de cada anticorpo foram realizadas no mesmo momento, sob mesmo
protocolo. Controles positivos e negativos das marcacdes foram realizados para

cada anticorpo.
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4.1 Técnica de Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica requer quatro passos: (1) preparacao das
amostras; (2) recuperacao antigénica; e (3) desparafinizacao; e (4) reacao de Imuno-

histoquimica automatizada (ver Apéndice 1 para detalhamento).

No primeiro passo, 0s blocos foram secionados para obtencdo dos cortes,
que foram estendidos em laminas histologicas. Os quatro anticorpos primarios
(marcadores) utilizados nesse estudo foram Ki-67 (clone MIB1), p53 (clone DO-7),

survivina e NF-kB (p105).

No segundo passo, foi utilizado o equipamento PT-LINK (Dako) com as
solucdes de pH alto (Dako) para p53 e pl05, e de pH baixo (Dako) para Ki-67 e
survivina por 20 minutos, apés atingir a temperatura de 95°C. Em seguida, no
terceiro passo, os cortes dos tecidos foram desparafinizados durante a recuperacao

antigénica no equipamento PT-LINK (Dako).

Finalmente, o quarto passo foi realizado com a reacdo de imuno-histoquimica
automatizada utilizando o equipamento Dako Link 48, que ocorreu em treze etapas
descritas em detalhe no Apéndice 1.

Os dados foram obtidos a partir de imagens capturadas em triplicata das
areas de maior marcacao imuno-histoquimica (hotspots), atraves de visualizacdo em

microscopio optico (Fig. 8).

Em relacdo a obtencéo dos dados referentes aos marcadores nucleares Ki-67
e p53, calculou-se o percentual de marcacdo nuclear nos campos histologicos
estudados a partir da contagem das células marcadas, que foram comparadas ao

total de células do campo.
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No caso da survivina, foi feita uma contagem mais especifica, para a
determinacdo do percentual de células com marcacdo nuclear e com marcagao
citoplasmatica em cada campo estudado, utilizando-se a mesma técnica para a

obtencao dos dados.

Diferentemente dos trés marcadores anteriormente indicados, os dados para
o marcador p105 foram obtidos a partir da mediana do histograma de cor das areas
marcadas (variando de 0 a 256). O coeficiente de marcacdo dos campos foi
calculado a partir da analise de imagem digital que segmenta os pixels referentes a
marcagao “marrom” da imuno-histoquimica em imagens padronizadas do tecido-
alvo. Foi empregado o algoritmo de deconvolugdo de cor para separacdo das

estruturas, e utilizado o software ImageJ para anélise das imagens.
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Figura 8a Fotomicrografias das imunomarcac¢fes do carcinoma basocelular [amostra
B819-13]. Na primeira coluna, imagens do epitélio; na segunda coluna, imagens do
tumor. Captura realizada com objetiva de 40X.



62

EPIDERME

(7 TR £ 8,58 . 2 CEp | e 5. T2

-4p. < ha’r,-o ] o I \ s D asa Q

p33 756 5alB 29I \ 5P 3 Fep

- : P -4 .‘$'\':? &é‘ & W%,;—_ fz!

y " O& 360 ¢

o & P ’ - - = 9 ol

B e B D g ) \® V%"‘

o .00 Oﬁcg’ & o3 ,,»’,; ’4:0”‘ 2% i o 55

IATOT o %0 T TF 8 R

o’\g‘:“ - . 0 § . g\» o J’P@a "-_?' " %" ", mn \\ & (‘J\

oy T A N D .6%4 2 08 qu‘gﬁ \ LA

S VAL S AR T L AN

ST 00 £ 0 b 92 TP BNG 3

VS, 000 " 0 g 0ifed, R0z Dot L " E Y=

B30 9.9 sdcaon o By 98 % ) &

R o YR PO TR e

TG W gl ST ¥ < é'«,ﬁ"’*ﬁ‘ - . P

‘\&%\f} ﬁ(‘Q & ‘J, ;, : ‘Q? % ; :& Gaﬂp _,.;Q.§&\s%t7a 2 )

B 6": oY F ‘ ‘;’.‘?Efwf‘,o e;: *:‘l ’-‘.'4 )’.‘jfg. . i?ﬁ’f

C\ OienBe o I a3lg o caﬁ'-‘e& e % *V°® 6%
b o W ;t:;‘ .Iu’h ‘ Q'é:' :)x £ ]

| 22.%% o _ 'Fag'- = _:% < a..,;*‘f: 2(‘:’%%

Figura 8b Fotomicrografias das imunomarcagdes do carcinoma basocelular
[amostra B819-13]. Na primeira coluna, imagens do epitélio; na segunda coluna,
imagens do tumor. Captura realizada com objetiva de 40X.
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Figura 8c Fotomicrografias das imunomarcagdes do carcinoma basocelular [amostra
B819-13]. Na primeira coluna, imagens do epitélio; na segunda coluna, imagens do

tumor. Captura realizada com objetiva de 40X.
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EPIDERME

Figura 8b Fotomicrografias das imunomarcagdes do carcinoma basocelular
[amostra B819-13]. Na primeira coluna, imagens do epitélio; na segunda coluna,
imagens do tumor. Captura realizada com objetiva de 40X.
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4.2 Analise estatistica dos dados

Para a realizacdo das anadlises estatisticas, os dados de cada triplicata (as
trés micrografias de cada tipo de célula, tumorais e de epiderme normal) foram
resumidas pela média aritmética. Desta forma, um total de 1.200 micrografias deram
origem a valores para 100 médias, de 50 pacientes. Estes dados foram avaliados,
entdo, considerando cada média de triplicada como uma unidade amostral,
permitindo a comparacao de epiderme com os tumores de cada tipo, e uma vez para
cada tipo de marcador.

Previamente a analise, os dados foram submetidos a testes de normalidade
de Shapiro-Wilk, e a partir dos resultados foi tomada a decisdo de apresenta-los
utilizando média e desvio padrdo (para dados normais) ou mediana e quartis (para
dados ndo normais). Quando houve rejeicdo da normalidade, os dados foram entéo
comparados com outras distribuicbes de probabilidades (gamma, lognormal, etc) a
partir do diagrama Q-Q, de forma a determinar a melhor distribuicdo a ser utilizada
nas analises.

As analises do efeito da expressédo imuno-histoquimica de cada marcador em
cada tecido, foram realizadas a partir do uso de modelos lineares generalizados
(GLMs), com correcdo post-hoc de Sidak sequencial. Além da avaliacdo individual
de cada marcador, foi analisada pelos mesmos métodos a razdo entre as
expressdes do marcador Ki-67 em relacédo aos marcadores p53 e Survivina Nuclear.

Finalmente, a correlacao entre os resultados de cada marcador foi avaliada a
partir de coeficientes de correlagdo de Pearson ou Spearman (novamente
escolhidos de acordo com normalidade ou ndo dos dados envolvidos), com

correlacgdes lineares estimadas e comparadas entre 0s grupos.
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Os grupos analisados e os marcadores de proliferacdo e apoptose foram
explorados conjuntamente por Analise de Correspondéncia Mdltipla.

Os dados foram tabulados em MS Excel, e analisados pelo software IBM
SPSS 20, considerando um nivel de significancia bicaudal de 0,05 (significante se

p<0,05) para todos os testes.
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5.Resultados
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5. Resultados

A amostra foi composta de cortes histoldégicos de 50 individuos, sendo 25
(50%) do sexo feminino e 25 (50%) do sexo masculino. A idade dos pacientes
apresentou média de 64,4 + 14,2 anos, e o diametro das lesdes, 0,73 + 0,47 cm. As

informacdes por paciente estdo individualizadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dados referentes as caracteristicas dos individuos da amostra para avaliacdo dos marcadores tumorais (Ki-67, p53,
survivina e pl105): género, idade (em anos), raca, estado civil, profissdo e caracteristicas da lesdo (topografia, diametro em
centimetros, tipo histologico e quantidade).

LESAO
Paciente | Género | Idade | Raca Estado Profissao Topografia Diametro | Tipo Quant.
(anos) civil Histologico
(cm)
B0689 F 63 branca solteira professora | Palpebra inferior E 0,4 Nodular 1
B0762 M 66 branca nao nao Cervical lateral E 15 Nodular 1
informado | informado
B0764 F 84 branca vilva nao Ponta do nariz 0,7 Nodular 1
informado (Recidiva)
B0819 M 85 branca nao nao Dorso do nariz 0,4 Nodular 1
informado | informado
B0820 F 51 branca casada cozinheira | Retroauricular E 1,2 Nodular 1
B0865 M 84 branca casado empregado | Parotidea D 0,5 Nodular 1
rural (Recidiva)
B0870 F 76 branca casada aposentada | Pré-auricular D 0,5 Nodular 1
(Recidiva)
B0897 F 71 branca casada do lar Sulco nasal D 0,5 Nodular 1
(Recidiva)
B1044 M 61 branca casado torneiro Dorso 0,8 Nodular 1
mecanico
B1045 F 79 branca vilva aposentada | Malar E 0,8 Nodular 1
(Recidiva)
B1048 M 68 branca solteiro motorista Malar E 15 Nodular 1
B1053 M 58 branca casado aposentado | Frontal 0,6 Nodular 1

Continua ...
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Tabela 1 — Dados referentes as caracteristicas dos individuos da amostra para avaliagdo dos marcadores tumorais (Ki-67, p53,
survivina e pl05): género, idade (em anos), e caracteristicas da lesdo (topografia, diametro em centimetros, tipo histolégico e
quantidade). (continuacao)

LESAO
Paciente | Género | Idade | Raga Estado Profissao Topografia Diametro | Tipo Quant.
(anos) civil Histologico
(cm)
B1070 M 85 branca casado aposentado | Ombro D 0,8 Nodular 1
(Recidiva)
B1073 M 44 branca casado pedreiro Pré-auricular E 0,7 Nodular 1
B1128 M 63 nao nao nao Dorso do nariz 0,6 Nodular 1
informado | informado | informado
B1138 M 62 branca casado professor Dorso do nariz 0,4 Nodular 1
B1270 M 76 branca casado aposentado | Dorso do nariz 0,5 Nodular 1
(Recidiva)
B1276 F 52 branca casada do lar Asa D do nariz 0,4 Nodular 1
(Recidiva)
B1349 F 61 branca casada do lar Cervical posterior 0,4 Nodular 1
(Recidiva)
B1430 M 77 branca casado comerciante | Orelha D (hélice) 1,5 Nodular 1
B1431 M 68 branca casado aposentado | Temporal E 1,0 Nodular 1
B1434 F 52 branca casada do lar Temporal E 0,9 Nodular 1
(Recidiva)
B1496 F 46 branca solteira do lar Zigomatica E 0,8 Nodular 2
Retroauricular E 0,8

Continua...
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Tabela 1 — Dados referentes as caracteristicas dos individuos da amostra para avaliacdo dos marcadores tumorais (Ki-67, p53,
survivina e pl05): género, idade (em anos), e caracteristicas da lesdo (topografia, diametro em centimetros, tipo histolégico e
quantidade). (continuacao)

LESAO
Paciente | Género | Idade | Raca Estado Profissao Topografia Diametro | Tipo Histoldgico Quant.
(anos) civil
(cm)
B1502 F 84 branca | vilva pensionista | Malar E 0,3 Nodular 1
B1503 F 62 branca casada | dolar Couro cabeludo 0,8 Nodular 2
Canto medial doolho E | 0,3

B1506 M 64 branca casado | aposentado | Frontal Medial 0,5 Nodular 1
B1513 F 43 branca casada | do lar Supralabial E 1,3 Nodular 1
B1514 F 46 branca solteira | do lar Mento 0,6 Nodular 1
B1827 F 73 branca casada | nao Dorso do nariz 0,2 Esclerodermiforme | 1

informado (Recidiva)
B2016 M 45 branca casado | cozinheiro | Cervical posterior 0,5 Esclerodermiforme | 1
B2115 M 50 branca casado | pecuarista | Cervical 0,5 Esclerodermiforme | 1
B2121 M 71 branca casado | aposentado | N&o informado 0,5 Esclerodermiforme | 1

(Recidiva)

B2306 M 66 branca casado | carpinteiro | Mandibula E 0,4 Superficial 1
B2386 F 33 branca solteira | Inspetora Labio Superior E 0,6 Superficial 1

de controle

de

qualidade

Continua...
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Tabela 1 — Dados referentes as caracteristicas dos individuos da amostra para avaliacdo dos marcadores tumorais (Ki-67, p53,
survivina e pl105): género, idade (em anos), e caracteristicas da lesdo (topografia, diametro em centimetros, tipo histolégico e
quantidade). (continuacao)

LESAO
Paciente | Género | Idade | Raca Estado Profissao Topografia Diametro | Tipo Histolégico Quant.
(anos) civil
(cm)
B2758 F 59 branca casada do lar Temporal D 0,4 Superficial 3
Asa esquerda do nariz | 0,4 (Recidiva)
Dorso 0,4
B3125 M 82 branca casado aposentado | Parietal 0,4 Superficial 1
B6493 M 57 branca casado pensionista | Orelha D 1,5x 1,0 | Nodular (Recidiva) | 2
x 0,3
Orelha E 0,7x0,6
x0,3
B6813 M 66 nao nao nao Frontal E 1,0 x 0,5 | Esclerodermiforme | 1
informado | informado | informado
B7433 F 66 branca casada do lar Canto medial do olho | 1,2 x 0,8 | Esclerodermiforme | 1
E (Recidiva)
B7523 F 71 branca casada do lar Braco D 0,4 Superficial 1
(Recidiva)
B7582 M 53 branca casado agrbnomo | Braco 0,4 Superficial 1
B7734 F 56 branca casada do lar Ponta do Nariz 0,4 Esclerodermiforme | 1

Continua...
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Tabela 1 — Dados referentes as caracteristicas dos individuos da amostra para avaliacdo dos marcadores tumorais (Ki-67, p53,
survivina e pl105): género, idade (em anos), e caracteristicas da lesdo (topografia, diametro em centimetros, tipo histolégico e
quantidade). (continuacao)

LESAO
Paciente | Género | Idade Raca Estado civil | Profissdo Topografia Diametro | Tipo Histolégico Quant.
(anos)
(cm)
B7794 F 68 amarela | vitva manicure Angulo Naso- | 0,3 Esclerodermiforme | 1
labial
B9077 M 36 branca solteiro auxiliar de Occipital 0,6 Superficial 1
servigos gerais
B9330 F 74 branca vidva agente de Dorso 0,3 Superficial 1
vigilancia
sanitaria
B9543 F 83 branca casada aposentada Cervical 0,2 Superficial 1
(Recidiva)
B9780 F 60 branca vilva do lar Asa esquerda | 0,5 Esclerodermiforme | 1
do nariz
B10254 | M 65 branca casado encarregado N&o 0,3 Superficial 1
administrativo | especificado (Recidiva)
B11358 | M 37 branca casado representante | Torax 1,0 Superficial 1
comercial (Recidiva)
B11437 | F 91 nao nao nao informado | Dorso 1,2 Superficial 2
informado | informado (Recidiva)
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As 100amostras analisadas foram compostas por 50 unidades de tecido de
epiderme normal, com as demais distribuidas entre cada tipo de tecido tumoral

(Tabela2).

Tabela 2 - Numero de unidades amostrais obtidas para cada tipo de célula utilizada.

Tipo de célula NGmero de Porcentagem

pacientes (%)
Superficial 6 6,0
Nodular 18 18,0
Esclerodermiforme 6 6,0
Recidiva 20 20,0
Epiderme 50 50,0
Total 100 100,0

Como a maioria das amostras ndo apresentou distribuicdo normal, todas as
representacdes gréaficas utilizadas foram feitas com medianas e quatrtis.

Com excecdo do marcador pl05, todos os demais mostraram diferencas
estatisticamente significativas nas respostas para cada tipo daamostra estudada,
pelos modelos lineares generalizados. Os resultados das expressdes de cada
marcador encontram-se sumarizados na Tabela 3, na qual pode-se observar a

mediana e quartis da expresséo de cada marcador em cada tipo celular estudado.
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Tabela 3 - Mediana, primeiro quartil (percentil 25) e terceiro quartil (percentil 75) dos valores de respostas dos marcadores
utilizados neste estudo para cada tipo de célula estudado. Valores em negrito seguidos da letra a indicam respostas
estatisticamente diferentes daquelas de células esclerodermiforme, e valores em negrito seguidos da letra b indicam respostas
estatisticamente diferentes daquelas de células da epiderme.

, . Células tumorais
Células da epiderme - — —
Marcador Esclerodermiforme Nodular Superficial Recidiva

Mediana P25 P75 |Mediana P25 P75 | Mediana P25 P75 |Mediana P25 P75 |Mediana P25 P75
Ki-67 0,082 0,06 0,10 0,17° 0,13 0,21 0,09 0,06 0,12 0,09 0,05 0,18 0,13 0,08 0,16
p53 0,08 0,02 0,26 0,05 0 0,15 0,22° 0,04 0,62 0,63*"b 0,18 0,72 0,25° 0,03 0,58
survivina | g 96a 003 0,23 oP 0 0 ob 0 0 ob 0 0 0P 0o 001
citoplasmatica
survivina 0,022 001 0,07 ob 0O 001 | o001 0 0,02 ob 0 0 0 0 0,03
nuclear
pl105 124,67 108,67 150,33 150 122,67 159,67| 149,67 115,67 168 132,17 101,67 189,67| 143,00 127 152,67
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5.1 Expresséo do Ki-67

Os dados com as marcacdes do Ki-67 ndo se ajustaram a distribuicdo normal,
e apos inspecdao visual pelos diagramas Q-Q foram avaliados com um modelo linear
generalizado com distribuicdo de erros Gamma e funcéo de ligacdo ldentidade, que
indicou diferencas estatisticamente significativas entre os tipos de CBC, recidivas e
epiderme normal (p<0,01).

As células da epiderme normal foram menos marcadas que as células dos
subtipos tumorais, mas estas diferencas s6 foram estatisticamente significativas
(pelo teste Sidak sequencial) em relacdo aos esclerodermiformes. Além destas, nao
foram encontradas quaisquer outras diferencas estatisticamente significativas (Tab.

4 e Fig. 9).



Tabela 4: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
comparando as expressoes do marcador Ki-67. As diferencas
estatisticamente significativas entre pares estdo marcadas em
negrito.

Grupo Comparagao Diferenca média Erro padrao
Esclerodemiforme -0,088 0,018
. Nodular -0,046 0,023
Epiderme
Recidiva -0,053 0,020
Superficial -0,035 0,027
Epiderme 0,088 0,018
. Nodular 0,042 0,029
Esclerodemiforme
Recidiva 0,035 0,026
Superficial 0,053 0,032
Esclerodemiforme -0,042 0,029
Nodular Epiderme 0,046 0,023
Recidiva -0,007 0,030
Superficial 0,011 0,035
Esclerodemiforme -0,035 0,026
Recidiva Epiderme 0,053 0,020
Nodular 0,007 0,030
Superficial 0,018 0,033
Esclerodemiforme -0,053 0,032
Epi 27
Superficial piderme 0,035 0,0
Nodular -0,011 0,035

Recidiva 0,035 0,026




78

60 b
o —_—
8 i
S 50 - '
i i
S i
@ | i
3 40 !
L&) 1
2 . |
a, :
S 30 - — ;
£ l :
= a,b I a,b :
- —— | 1 :
S 20 a ! i :
8 _—T | !
[ i i
2 X 1 -
~ 10 — :
(o] ﬁ T
~ : | —_
0 - —
| T | T T
Epiderme Esclerodermiforme  Nodular Superficial Recidiva
Subgrupos estudados

Figura 9: Expressdo do marcador Ki-67. As barras horizontais representam a
mediana, as caixas representam o0s quartis e as linhas tracejadas se estendem até
os valores minimo e maximo. Subgrupos representados por letras diferentes diferem
estatisticamente entre si (p < 0,05).

5.2 Expresséo do p53

A marcacdo do p53 também ndo se ajustou a distribuicdo normal, e apds
inspecéo visual pelos diagramas Q-Q foi avaliada por um modelo com distribuigao
de erros Gamma em fungdo de ligacdo Identidade, que mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre as amostras (p<0,01). As células da epiderme
normal mostraram valores significativamente menores que dos tumores superficiais

(Tab. 5).
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Tabela 5: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
comparando as expressdes do marcador p53. As diferencas
estatisticamente significativas entre pares estdo marcadas em

negrito.
Grupo Comparagao Diferenga média Erro padrao
Esclerodemiforme 0,089 0,037
. Nodular -0,195 0,075
Epiderme
Recidiva -0,170 0,088
Superficial -0,356 0,114
Epiderme -0,089 0,037
. Nodular -0,284 0,076
Esclerodemiforme
Recidiva -0,259 0,089
Superficial -0,445 0,115
Esclerodemiforme 0,284 0,076
Nodular Epiderme 0,195 0,075
Recidiva 0,025 0,111
Superficial -0,161 0,132
Esclerodemiforme 0,259 0,089
Recidiva Epiderme 0,170 0,088
Nodular -0,025 0,111
Superficial -0,185 0,140
Esclerodemiforme 0,445 0,115
Epi 114
Superficial piderme 0,356 0,
Nodular 0,161 0,132
Recidiva 0,185 0,140

A marcacdo dos esclerodermiformes mostrou valores estatisticamente
menores que as dos tumores nodulares, superficiais e recidivas. Nao foram

estatisticamente diferentes, apenas em relacédo a epidermenormal (Tab. 5, Fig. 10).
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Figura 10: Expressdo do marcador p53. As barras horizontais representam a
mediana, as caixas representam os quartis e as linhas tracejadas se estendem até
os valores minimo e maximo. Subgrupos representados por letras diferentes diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).

5.3 Expressdao da Survivina Nuclear

As marcacgfes da survivina nuclear também néo se ajustaram a distribuicao

normal, e apos inspecdo visual pelos diagramas Q-Q foram analisadas por um

modelo linear generalizado com distribuicdo de erros Tweedie e funcdo de ligacéo

Log, a qual mostrou diferencas estatisticamente significativas entre os tipos de CBC,

recidivas e epiderme normal (p<0,01) (Tab. 6).

A marcacao da epiderme normal foi maior que a dos subtipos analisados, que

nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas respostas a este

marcador (Tab. 6; Fig. 11).



Tabela 6: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
comparando as expressdes do marcador survivina nuclear. As
diferencas estatisticamente significativas entre pares estédo
marcadas em negrito.

Grupo Comparagao Diferenga média Erro padrao
Esclerodemiforme 0,036 0,009
. Nodular 0,041 0,007
Epiderme
Recidiva 0,029 0,009
Superficial 0,032 0,008
Epiderme -0,036 0,009
. Nodular 0,005 0,006
Esclerodemiforme

Recidiva -0,007 0,009
Superficial -0,003 0,007
Esclerodemiforme -0,005 0,006

Epi -
Nodular piderme 0,041 0,007
Recidiva -0,012 0,007
Superficial -0,009 0,005
Esclerodemiforme 0,007 0,009
Recidiva Epiderme -0,029 0,009
Nodular 0,012 0,007
Superficial 0,003 0,008
Esclerodemiforme 0,003 0,007
superficial Epiderme -0,032 0,008
Nodular 0,009 0,005

Recidiva -0,003 0,008
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Figura 11 - Expressao da Survivina Nuclear. As barras horizontais representam a
mediana, as caixas representam os quartis e as linhas tracejadas se estendem até
os valores minimo e maximo. Subgrupos representados por letras diferentes diferem
estatisticamente entre si (p < 0,05).

5.4 Expressédo da Survivina Citoplasméatica

As marcacfes da survivina citoplasmaticatambém ndo se ajustaram a
distribuicdo normal, e apos inspecédo visual pelos diagramas Q-Q foram analisadas
por um modelo linear generalizado com distribuicdo de erros Tweedie e funcéo de
ligacdo Log.

Seu resultado foi bastante similar aos apresentados pela Survivina Nuclear,
mostrando diferencas estatisticamente significativas entre os tipos de CBC, recidivas
e epiderme normal (p<0,01) (Tab. 7). Assim como o outro tipo de Survivina, a

marcagdo da epiderme foi maior que a dos subtipos analisados, que nao
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apresentaram diferencas estatisticamente significativas nas respostas a este

marcador (Tab. 7; Fig. 12).

Tabela 7: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
marcador
citoplasmatica. As diferencas estatisticamente significativas

comparando  as

expressoes

do

entre pares estdo marcadas em negrito.

survivina

Grupo Comparagao Diferenca média Erro padrao
Esclerodemiforme 0,143 0,020
. Nodular 0,143 0,019
Epiderme
Recidiva 0,134 0,020
Superficial 0,148 0,019
Epiderme -0,143 0,020
. Nodular 0,000 0,006
Esclerodemiforme

Recidiva -0,009 0,009

Superficial 0,005 0,005
Esclerodemiforme 0,000 0,006
Nodular Epiderme -0,143 0,019
Recidiva -0,009 0,008

Superficial 0,005 0,003
Esclerodemiforme 0,009 0,009

Recidiva Epiderme -0,134 0,020
Nodular 0,009 0,008

Superficial 0,014 0,007
Esclerodemiforme -0,005 0,005

Epi -0,14 1

Superficial piderme 0,148 0,019
Nodular -0,005 0,003

Recidiva -0,014 0,007
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Figura 12 - Expressdo da Survivina Citoplasméatica. As barras horizontais
representam a mediana, as caixas representam os quartis e as linhas tracejadas se
estendem até os valores minimo e maximo. Subgrupos representados por letras
diferentes diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).

5.5 Expresséao do p105

A marcacdo do pl05 se ajustou a distribuicdo normal, de forma que foi
analisada por um modelo linear generalizado gaussiano (distribuicéo de erros normal
e funcéo de ligacao Identidade), uma vez que esta parte dos dados foi considerada

como normal pelo teste de Shapiro-Wilk de normalidade (Tab. 8).
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Tabela 8: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
comparando as expressdes do marcador pl05. As diferencas
estatisticamente significativas entre pares estdo marcadas em

negrito.
Grupo Comparagao Diferenga média Erro padrao
Esclerodemiforme -11,698 11,837
. Nodular -13,878 8,489
Epiderme
Recidiva -17,039 8,830
Superficial -15,033 17,696
Epiderme 11,698 11,837
. Nodular -2,180 13,273
Esclerodemiforme
Recidiva -5,340 13,494
Superficial -3,335 20,427
Esclerodemiforme 2,180 13,273
Epi 13,87 4
Nodular piderme 3,878 8,489
Recidiva -3,161 10,680
Superficial -1,155 18,688
Esclerodemiforme 5,340 13,494
Recidiva Epiderme 17,039 8,830
Nodular 3,161 10,680
Superficial 2,005 18,845
Esclerodemiforme 3,335 20,427
. Epiderme 15,033 17,696
Superficial
Nodular 1,155 18,688
Recidiva -2,005 18,845

A expressdo do pl05 ndo mostrou nenhuma diferenga estatisticamente
significativa entre os subtipos de CBC, as recidivas e a epiderme normal (p=0,21),
evidenciando-se que este marcador ndo apresentou diferencas evidentes entre 0s

subgrupos estudados (Fig. 13).
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Figura 13: Expressdo do marcador pl05. As barras horizontais representam a
mediana, as caixas representam 0s quartis e as linhas tracejadas se estendem até

os valores minimo e maximo. Nao ha diferencas estatisticamente signififcativas.

5.6 Razdao entre as expressodes de Ki-67 e p53

Na avaliacdo da razdo entre as expressoes dos marcadores Ki-67 e p53, 0s
resultados foram maiores para as células tumorais esclerodermiformes em relagéo a
todos os demais tipos celulares. As células da epiderme apresentaram valores
estatisticamente menores que o0s subtipos esclerodermiforme e nodular, mas
maiores que o subtipo superficial, e ndo se diferenciando das recidivas. As células
do subtipo tumoral superficial apresentaram valores menores que todos os demais

subtipos e que as células da epiderme (Tabela 9 e Figura 14).
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Tabela 9: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
comparando a razéo entre as expressdes do marcador Ki-67 em
relacdo ao p53. Nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre pares.

Grupo Comparagao Diferenca média Erro padrao
Esclerodemiforme -511,849 142,579
. Nodular -61,161 18,518
Epiderme
Recidiva -13,933 13,595
Superficial 23,412 4,790
Epiderme 511,849 142,579
. Nodular 450,688 143,618
Esclerodemiforme
Recidiva 497,916 143,067
Superficial 535,261 142,500
Esclerodemiforme -450,688 143,618
Nodular Epiderme 61,161 18,518
Recidiva 47,228 21,962
Superficial 84,573 17,902
Esclerodemiforme -497,916 143,067
Recidiva Epiderme 13,933 13,595
Nodular -47,228 21,962
Superficial 37,345 12,743
Esclerodemiforme -535,261 142,500
. Epiderme -23,412 4,790
Superficial
Nodular -84,573 17,902

Recidiva -37,345 12,743
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Figura 14: Razdo entre as expressdes dos marcadores Ki-67 e p53. As barras
horizontais representam a mediana, as caixas representam o0s quartis e as linhas
tracejadas se estendem até os valores minimo e maximo. Subgrupos representados

por letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).

5.7 Razdao entre as expressodes de Ki-67 e Survivina Nuclear

Na avaliacdo da razao entre as expressodes dos marcadores Ki-67 e Survivina
Nuclear, os resultados foram estatisticamente menores para as células normais da
epiderme em relacdo a todos os subtipos tumorais, e nenhuma outra diferenca

estatisticamente significativa foi detectada (Tabela 10 e Figura 15).



Tabela 10: Resultados dos testes post-hoc de Sidak sequencial,
comparando a razéo entre as expressdes do marcador Ki-67 em
relacdo ao marcador Survivina Nuclear. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre pares.

Grupo Comparagao Diferenca média Erro padrao

Esclerodemiforme -1296,646 361,433

. Nodular -896,438 141,408
Epiderme

Recidiva -620,214 145,284

Superficial -1029,26 308,522

Epiderme 1296,646 361,433

. Nodular 400,208 387,283

Esclerodemiforme

Recidiva 676,432 388,715

Superficial 267,386 474,529

Esclerodemiforme -400,208 387,283

Epiderme 896,438 141,408
Nodular

Recidiva 276,224 201,151

Superficial -132,821 338,438

Esclerodemiforme -676,432 388,715

L. Epiderme 620,214 145,284
Recidiva

Nodular -276,224 201,151

Superficial -409,045 340,076

Esclerodemiforme -267,386 474,529

. Epiderme 1029,260 308,522
Superficial

Nodular 132,821 338,438

Recidiva 409,045 340,076
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Figura 15: Razéo entre as expressdes dos marcadores Ki-67 e Survivina Nuclear. As
barras horizontais representam a mediana, as caixas representam o0s quartis e as
linhas tracejadas se estendem até os valores minimo e maximo. Subgrupos

representados por letras diferentes diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).

5.8 Correlagfes entre os marcadores

As correlagdes das expressdes entre os marcadores nos subtipos de CBC,
recidivas e epiderme normal mostraram uma pequena correlacdo estatisticamente
significativa entre os marcadores p53 e Ki-67, e uma forte correlagcdo entre os dois

tipos de Survivina (Tab.11).
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Tabela 11: Matriz de correlacdo de Spearman entre os marcadores considerando
todos os tipos de células. Valores de correlacdo em negrito sdo estatisticamente
significativas com p<0,01.

Marcadores Ki-67  p53 ﬁlld[:\lléar Surv. Citop. p105
ki-67 1

p53 0,298 1

Survivina Nuclear 0,032 -0,023 1

Survivina Citoplasmatica -0,055 -0,113 0,699 1

pl05 -0,037 0,004 -0,191 -0,091 1

Na epiderme a correlagdo entre Ki-67 e p53 mostrou-se estatisticamente
significativa pela correlacdo de Spearman, mas o valor de correlagdo encontrado fica
maior, indicando uma correlacdo moderada entre estes dois marcadores. Ainda
considerando apenas as células da epiderme, h4 uma pequena correlacdo entre os
marcadores Ki-67 e Survivina Citoplasmética, e uma moderada correlacao entre os
dois tipos de Survivina (Tab.12).

Finalmente, quando analisados os tumores, houve uma moderada correlacdo
estatisticamente significativa entre a expressao dos dois tipos desurvivina e do Ki-
67, além de uma correlacdo entre os dois tipos de Survivina. Além destas, nenhuma
outra foi considerada estatisticamente significativa pela correlacdo de Spearman

(Tab.13).



92

Tabela 12: Matriz de correlagédo de Spearman entre os marcadores considerando

apenas as células de Epiderme. Valores de correlagdo em negrito sao

estatisticamente significativas com p<0,01.

Marcadores Ki-67  p53 ﬁlld[:\lléar Surv. Citop. p105
ki-67 1

p53 0,476 1

Survivina Nuclear 0,199 0,234 1

Survivina Citoplasmatica 0,317 0,153 0,555 1

pl105 -0,227 -0,006 0,076 0,139 1

Tabela 13: Matriz de correlacdo de Spearman entre os marcadores considerando

apenas as células tumorais. Valores de correlacdo em negrito sdo estatisticamente

significativas com p<0,01.

Marcadores Ki-67  p53 ﬁlﬂzz\lléar Surv. Citop. pl105
ki-67 1

p53 0,102 1

Survivina Nuclear 0,372 0,046 1

Survivina Citoplasmética 0,295 -0,116 0,539 1

pl105 -0,068 -0,071 -0,133 -0,104 1
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5.9 Anélise de Correspondéncia Multipla

A analise do mapa percentual (Figura 16, explicacdo de 70% da variancia),
identifica um padrdo de expressao individualizado para os diferentes subgrupos,
quando analisados conjuntamente. Formas nodulares se associaram a maiores
valores de p105 e menores de survivina. A epiderme apresentou maiores valores de
survivina, porém, intermediarios de Ki-67, em proximidade com esclerodermiformes
e recidivas, que se aproximaram dos maiores valores de p53 e p105. As recidivas se
assemelham aos esclerodermiformes quanto a expressdao dos marcadores de

proliferagéo e apoptose.
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Figura 16: Mapa perceptual da Analise de Correspondéncia Multipla. Os circulos
pretos representam os tipos celulares estudados, e os demais simbolos representam

a intensidade de resposta de cada marcador.
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6.Discussao
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6. Discussao

No presente estudo foi comparada a expressao de imunomarcadores
relacionados aos fatores de proliferacédo (Ki-67) e a apoptose (p53, survivina e NF-
kB), em individuos portadores de carcinomas basocelulares, em tumores
recidivados, e ainda na epiderme normal.

A marcacao do Ki-67 foi altamente expressa nos CBCs esclerodermiformes,
seguida pelos nodulares. Em outros estudos, autores avaliaram a expressao do Ki-
67 nas variantes histoldgicas de CBCs e nas recidivas, e ndo encontraram uma
correlacdo estatistica significativa (p=0,617) (Kramer et al., 2014). Essa condicéo de
instabilidade tem sido reconhecida por autores que estudaram este marcador em
tumores de mesma natureza, como Corréa et al. (2009), que afirma 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 expressao do Ki-67 revelou importante
evidéncia de proliferagdo celular, quando comparado a expressao no carcinoma
espinocelular (CEC) e ceratosa actinica (CA). Neste estudo, houve um padrdo
similar na expressdo do Ki-67 e do p53, sugerindo uma associacdo entre a
proliferacdo celular e a expressao de p53. A expresséo do Ki-67 e a ndo expressao
de Bcl2, no grupo carcinoma espinocelular, pareceuindicar que noCEC houve uma
intensificacdo da atividade proliferativa. Mas, no que se referiu a CA, a maior
expressdo do p53, em relacdo a do Ki-67, possibilitou indicar uma reducdo da
apoptose, nesse tipo de lesdo,facilitando a perpetuacdo de células com dano no
DNA nao reparado.No estudo de Dornelas et al. (2009), com relacdo ao marcador
Ki-67, houve grande variedade na intensidade de marcagdao nas amostras de CA e

CEC. Nossos resultados, tanto na andlise bivariada, quanto na multivariada,
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fortalece o conceito que nos subtipos esclerodermiformes e nas recidivas, a fracédo
proliferativa dos CBCs esta aumentada. Isso alerta ao comportamento mais
infiltrativo nesses dois subgrupos. De fato, a taxa de recidivas cirdrgicas em
neoplasias infiltrativas, entre elas o subtipo esclerodermiforme, e nas recidivas, pode
ser reflexo da taxa de proliferacado tumoral aumentada desses grupos.

O p53 esta frequentemente alterado nos tumores humanos, incluindo o
cancer de pele (Muller et al.,, 2011). Dos tumores estudados, o subtipo superficial
expressou fortemente o p53, assim como, houve expressdo dessa proteina nos
demais subtipos de CBCs estudados, nas recidivas, e na epiderme. Este resultado
estd de acordo com Corréa et al. (2009) que demonstra que esse marcador se
expressa mais fortemente nos casos menos invasivos, como 0s tumores superficiais.
No estudo de Dornelaset al. (2009), a marcacéo do p53, em CA e CEC foi expressa
em todos os casos avaliados, com maior intensidade nas CA. Para Kim et al.
(2006),a expressao do p53, em lesBes pré-cancerosas, como na CA, sugere que ele
pode ser usado como marcador precoce de malignidade. A maior expresséo do p53
no subtipo superficial, em contrapartida ao Ki-67, também importantemente expresso
nesse subtipo, pode ser interpretado como uma caracteristica de resisténcia a
proliferacdo, tendo em vista que esse subtipo demora a infiltrar a derme,
apresentando crescimento horizontal por longo tempo. Dessa forma, o balanco Ki-

67/ p53 pode sugerir a invasividade dos subtipos estudados.

A expressao da survivina nuclear neste estudo, foi evidenciada com maior
prevaléncianas amostras da epiderme. Autores como Marconi et al. (2007),
confirmaram recentemente a sua presenca nos queratindcitos basais. Para
Bongiovanni et al. (2009) e Bowen et al. (2004), a survivina esta altamente expressa

em tumores cutaneos melanomas e ndo melanomas comparada com a pele normal,
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sendo predominante a nuclear em relacdo a citoplasmatica. Survivina nuclear foi
pouco estudada em CBC, e nunca comparada com a epiderme e com formas
recidivadas. Sua alta expressao na epiderme sugere que seja uma importante via de
resisténcia a carcinogénese, expressando-se intensamente devido ao estimulo UV.
E a perda da expressao nos subtipos neoplasicos possa representar uma importante

via de escape da suplantada pela carcinogénese (Adamkov, M. et al., 2011).

Dentro dos tumores, a tentativa de compensacéao pela expressao paralela de
survivina ndo ocorre a contento, evidenciando dois mecanismos de apoptose

suplantados pela neoplasia.

Neste estudo, apesar de todas as amostras expressarem fortemente a
marcacdo com o pl05, ndo houve diferenca significativa entre os subtipos de CBC,
nas recidivas e na epiderme. Provavelmente, este marcador ndo seja de importancia

fundamental no processo de carcinogénese dos CBCs.

A via NF-kB é muito ampla e se intercepta com estimulos exdgenos, vias de
crescimento, inflamacao e apoptose. Eventualmente, o estudo preliminar apenas da
fracdo pl105, ndo tenha revelado algum papel subjacente nesse processo. O pl105 foi
o marcador escolhido por representar a principal interse¢cdo da via NF-kB com o

processo de apoptose.

O desequilibrio entre a proliferacdo e as vias de apoptose sdo um dos
fundamentos da carcinogénese, e nossos resultados sugerem que a expressao do

p53 seja fundamental na progresséao da neoplasia.

A correlacdo da imunoexpresséo do Ki-67/p53 na epiderme pode refletir um

campo contiguo geneticamente alterado, proliferando gradualmente sob a epiderme
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normal, com crescimento e risco de transformacdo maligna. Esse conceito tem
consequéncias clinicas importantes, pois esclarece a existéncia de varias areas de
doenca pré-maligna, multiplos locais de tumores primarios sincrénicos e a presenca
de tumores distantes. Dessa forma, altos niveis de p53 devido a mutacdes e ao
aumento da expressdo génica podem ser considerados marcadores biolégicos do
dano actinico e do campo cancerizavel (Abdalla et al. 2014). Em paralelo, a perda da
correlacdo de Ki-67-p53 nos subtipos tumorais podem representar o

desenvolvimento da carcinogénese.

Os CBCs recidivados tém indices de recidiva muito maiores que 0s primarios,
tendem a ser mais agressivos e devem ser tratados de forma muito mais criteriosa
(Terzian, 2009). De acordo com Torezan et al. (2013), o desenvolvimento de campos
com células mutadas € considerado uma etapa critica na carcinogénese, com
importante repercussao clinica. Os resultados obtidos a partir da biologia molecular
sustentam o modelo de carcinogénese, onde um campo com células geneticamente
alteradas tem papel fundamental.Uma importante implicac&o clinica é o fato de que
campos com células mutadas geralmente permanecem apds a cirurgia para a
remocao de um tumor primario, podendo originar novos tumores, designados como
segundo tumor primario ou recorréncia local, dependendo do local exato e do

intervalo entre a cirurgia e a detec¢ao deste novo tumor.

Neste estudo, houve expressdo dos marcadores na epiderme em todos os
casos. Essa caracteristica parece demonstrar uma possibilidade de que a epiderme
seja parte de um campo de cancerizagdo, principalmente nos casos em que se

encontra extremamente lesado pela radiacdo UV, o que o faz expressar vias de fuga
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da carcinogénese, sinalizando a necessidade do desenvolvimento de estudos,

visando a atender a esta hipotese.

6.1 Consideracoes

Este trabalho investigou de forma inédita a expressdo simultdnea de alguns
marcadores de proliferacdo e apoptose em carcinomas basocelulares, incluindo
subtipos, recidivas e epiderme normal adjacente. Apesar da amostra restrita, foi
possivel identificar padrdes de expressdo que caracterizam alguns grupos e podem

representar alguns de seus comportamentos biologicos.

Os padrdes observados indicam a importancia da atividade antiapoptotica do
campo de cancerizacdo e o resultado de sua perda nas formas invasivas de CBC,

reforcando o valor da prevencéao adequada contra a radiagéo UV.

Da mesma forma, os resultados sugerem que as recidivas de CBCs adotem
um perfil de maior proliferacéo e perda de capacidade de apoptose, alertando para o
potencial invasivo desse grupo e a importancia de que o CBC seja efetivamente

tratado na primeira abordagem cirargica.

Todos esses resultados devem ser confirmados com técnicas de biologia
molecular, com amostras mais numerosas e com a investigagdo minuciosa de

diferentes componentes das vias identificadas neste trabalho.

Da mesma forma, a investigacao simultanea de formas de CBCs mistas, com

mais de um componente, podem se revelar modelos para comprovar esses
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resultados. Assim como, o comportamento dos diferentes subtipos de CBCs

recidivados, deve ser estudado com particularidade por este grupo.
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7.Conclusao



102

7. Conclusao

- A expressao simultanea de marcadores Ki-67, p53, survivina e p1l05 permitiu a

identificacdo de padrbes de proliferagdo e apoptose, em consonancia com formas

recidivadas, e de forma independentemente da epiderme.

- Houve diferentes padrOes de correlagcdo entre a expressao dos marcadores da

epiderme e das neoplasias.

- Existiu correlacao entre Ki-67 e p53 na epiderme, entretanto, essa correlagdo nao

foi observada nas neoplasias.
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9. Apéndices

9.1: Detalhamento da Técnica de Imuno-histoquimica.

9.1.1 Preparacao das amostras

Os blocos incluidos em parafina foram seccionados em micrétomo rotativo
semiautomético da Leica, com navalhas de aco inox, para obtencédo de 80 cortes na
espessura de 3 pm. Em seguida, os cortes foram estendidos em laminas
histologicas de vidro fosco, de bordas esmerilhadas, previamente revestidas com
uma camada de solucéo de organo-silano e devidamente identificadas.

Os quatro anticorpos primarios (marcadores) utilizados nesse estudo foram os
seguintes: Ki-67 (clone MIB1) e p53 (clone DO-7), ambos fabricados pela Dako, em
solugdo pronta para uso; survivina (fabricante Dako / clone 12C4) e NF-kB (p105)
(fabricante Abcam / clone E381) em diluicbes respectivamente, de 1:50 (fabricados
pelo Dako) e 1:250 (fabricado pela Abcam).

Como anticorpo secundéario/terciario foi utilizado Labelled Polymer Flex'HRP
(Dako) e o sistema de revelacdo foi realizado pelo cromégeno 3,3-diaminobenzidine

(DAB — Dako).

9.1.2 Recuperacdo Antigénica
Para a recuperacao antigénica pelo calor, foi utilizado o equipamento PT-LINK
(Dako) com as solucdes de pH alto (Dako) para p53 e p105, e de pH baixo (Dako)

para Ki67 e survivina por 20 minutos, apos atingir a temperatura de 95°C.



116

9.1.3 Desparafinizacao
Os cortes dos tecidos foram desparafinizados durante a recuperacao antigénica no

equipamento PT-LINK (Dako).

9.1.4 Reacédo de Imuno-histoquimica Automatizada

A reacao de imuno-histoquimica automatizada utilizando o equipamento Dako

Link 48, ocorreu em 13 (treze) etapas a seguir descritas:

1 - Blogueio da peroxidase enddgena através da incubacéo das laminas em solucdo
de peroxido de hidrogénio a 3% (Dako) por 5 minutos;

2 - Lavagem em solucdo Salina Tamponada,;

3 - Incubacao dos anticorpos primarios por 20 minutos a 4°C em camara umida;

4 - Lavagem em solucéo Salina Tamponada;

5 - Incubacédo do anticorpo conjugado (secundario e terciario) por 20 minutos em
temperatura ambiente;

6 - Lavagem em solucdo Salina Tamponada,;

7 - Revelacédo pelo cromoégeno 3,3-diaminobenzidine (DAB — Dako) por 10 minutos;

8 - Lavagem em solucdo Salina Tamponada,

9 - Contra Coloracdo em Giemsa (Dako) por 5 minutos;

10 - Lavagem em agua destilada;

11 - Desidratagdo em etanol absoluto;

12 - Xilol;

13 - Montagem com laminulas em resina sintética e secagem.
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baixa agressividade. O CBC & um carcinoma de baixa mortalidade, porém com elevada morbidade devido
ao potencial destrutivo local € as elevadas taxas de

reincidéncia.As diferencas evolutivas dos diversos tipos de carcinomas basocelulares néo s&o bem
definidas. A analise de fatores de proliferacédo e

apoptose pode subsidiar o conhecimento sobre a fisiopatologia e as diferencas evolutivas dessas
lesdes.Ndo ha na literatura investigaces sobre a

expresséo diferencial de fatores de proliferacdo (Ki-67) e relacionados a apoptose(p53, survivina e NF-KB)
dos diferentes subtipos de carcinomas

basocelulares e ainda tumores recidivados
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e tumores recidivados.

Objetivo Secundario:

1. Comparar a expressao diferencial dos marcadores p53, Ki-67, Survinina e p105/50 (NF-KB) em
subgrupos de carcinomas basocelulares €

tumores recidivados. 2. Explorar a correlacdo entre a expressdo dos marcadores p53, Ki-67, Survinina e
p105/50 (NF-KB) em subgrupos de

carcinomas basocelulares e tumores recidivados.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Como estudo preliminar e original envolvendo esses marcadores, o presente projeto ndo considera subtipos
menos comuns de CBC como o

micronodular ou fibroepitelioma de Pinkus, que podem apresentar comportamentos diferentes
intrinsicamente. A identificacdo de padrbes de

dissimilaridade entre os principais subtipos histoldgicos exige a exploracdo desses subgrupos. Subtipos
pigmentados foram também excluidos do

estudo, apesar de que, biologicamente sejam bem representados pelos tipos nodulares. Nessa fase
preliminar, foi optado pela homogeneidade dos

grupos € a representatividade dos mais frequentes. Da mesma forma, ndo foram explorados CBCs de
diferentes estadiamentos ou tamanhos, que

podem apresentar modificagdes bioldgicas decorrentes do maior tempo, surgimento de clones mais
aberrantes e de sua prépria histéria natural.

Beneficios:

Trata-se de investigacéo inédita desses parametros nos subtipos de carcinoma basocelular e sua descrigéo
tem interesse cientifico.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sera conduzido um estudo tipo transversal envolvendo 120 carcinomas basocelulares divididos em 30
nodulares (ou sélidos), 30 superficiais, 30

esclerodermiformes e 30 neoplasias que resultaram em recidiva. Todos com menos de 2 cm de didmetro
(estadiamento |) Os tumores serdo

selecionados entre os registrados no servico de patologia da Faculdade de Medicina da Unesp de Botucatu,
nos anos de 2012 a 2013, a partir dos

relatérios de exames histopatologicos. Serdo selecionados tumores com subtipos histologicos
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e esclerodermiformes.As ldminas histologicas desses espécimesserdo submetidas ao protocolo de

marcacéo imuno-histoquimica (DAB) para os

marcadores Ki-67, p53, survivina e NF-KB. As reacfes de cada anticorpo serdo realizadas no mesmo

momento, sob mesmo protocolo. Controles

positivos e negativos das marcacdes serdo realizados para cada anticorpo. Ha descrigdo da analise

estatistica dos dados.
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Sao apresentados todos os documentos exigidos por este CEP. Os autores solicitam dispensa do TCLE por

se tratar de material ja coletado e que sera reanalisado.
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Projeto pode ser aprovado sem necessidade de envio 4 CONEP
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