UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA
CAMPUS DE BOTUCATU

AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS E IMUNO-
HISTOQUIMICAS DO FRONTE DE INVASAO TUMORAL DO CARCINOMA
ESPINOCELULAR CUTANEO DE CABECA E PESCOCO E SUA
IMPORTANCIA NO COMPORTAMENTO BIOLOGICO.

JULIANA CARNEIRO MELO

Botucatu-SP

Agosto-2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE MEDICINA

AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS E IMUNO-
HISTOQUIMICAS DO FRONTE DE INVASAO TUMORAL DO CARCINOMA
ESPINOCELULAR CUTANEO DE CABECA E PESCOCO E SUA IMPORTANCIA
NO COMPORTAMENTO BIOLOGICO

JULTIANA CARNEIRO MELO

Dissertagdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao da Faculdade de Medicina de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista
— UNESP, como parte dos requisitos para

obtengdo do titulo de mestre em Patologia.

Orienta¢do - Profa. Dra. Mariangela Esther
Alencar Marques.

Coorientacao - Profa.Dra. Luciana Abbade

Botucatu-SP
Agosto —2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Melo, Juliana Carneiro.

Avaliacao das caracteristicas histopatologicas e imuno-histoquimicas do
fronte de invasao tumoral do carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo e
sua importancia no comportamento biologico / Juliana Carneiro Melo. —
Botucatu, 2013

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina de Botucatu

Orientador: Mariangela Esther Alencar Marques

Coorientador: Luciana Abbade

Capes: 40105008

1. Carcinoma de células escamosas. 2. Imuno-histoquimica. 3. Cabega
— Cancer — Histopatologia. 4. Pescoco — Cancer — Histopatologia.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular; Clinica; Fronte de invasdo;
Histopatologia; Imuno-histoquimica.




A Deus pelas béngaos derramadas sobre minha familia.
Aos meus pais, Teresinha e Aldo Melo, pelo amor incondicional

A minha irma Sabrina e ao meu irmao Aldo Filho, apoio e carinho de sempre.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Professora Dra. Maridngela Esther Alencar Marques pela
valiosa orientagdo que me foi dada para realizacao desse trabalho, a minha gratidao e
admiracao.

A minha coorientadora, Professora Dra. Luciana Abbade, exemplo de
competéncia e dedicacao.

A Professora Marcia pelo apoio durante a realizagdo desse trabalho.

A secretaria Vania A. Soler pela atencdo e gentileza que me dispensou sempre
que a procurei.

Ao meu professor de Patologia da graduacao, Dr. Claudio Gleidiston Lima da
Silva, referéncia de seriedade e profissionalismo, que muito me marcou desde os
bancos universitarios pelo apoio e incentivo.

Aos técnicos Marcos, Fernando, Celene, José, Ronaldo e Eduardo, e auxiliares
Milena e Cristina dos laboratorios de Imuno-histoquimica e Histologia pela
colaboracao e amizade inestimaveis.

Aos amigos de residéncia Thamy Yamashita, Alexandre Fabro, Melissa
Fugimori e Amanda pelo companheirismo.

As minhas amigas patologistas Diane Isabelle, Denise Nunes, Maria de Jesus e
Ana Maria Castro, pelo apoio e amizade.

Ao Hélio Rubens Nunes, pela analise estatistica.

Ao Comité de Etica da UNESP, pelo aprimoramento deste trabalho

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo

apoio financeiro.



“Conheca todas as teorias, domine todas
as técnicas, mas ao tratar uma alma humana,
seja apenas outra alma humana.”

Carl Jung



RESUMO

Introducdo: O carcinoma espinocelular (CEC) ¢ tumor maligno das células espinhosas da
epiderme caracterizado por evolucdo mais rapida, maior poder invasivo e metastatico em
relacdo ao carcinoma basocelular (CBC). A area mais profunda e infiltrativa do CEC,
conhecida como fronte de invasdo, revela células neoplasicas malignas com menor grau
de diferenciagdo comparadas a totalidade da lesdo. Estudos recentes demonstram a
influéncia do padrdo do fronte de invasdao tumoral no progndstico de CEC de laringe e
colo uterino. Contudo, ndo ha estudos sobre o mesmo em relagdo a CEC cutaneos de
cabeca e pescoco. Objetivos: Estudar as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e perfil
imuno-histoquimico do CEC de cabega e pescoco ¢ fronte de invasdo tumoral,
correlacionando-o com comportamento biologico. Métodos: O estudo foi do tipo coorte
retrospectivo, sendo selecionados os pacientes que tiveram diagndstico de CEC de cabeca
e pescoco confirmados pelo exame anatomopatoldgico no periodo de 1999 a 2009. A
avaliagdo do fronte de invasdao tumoral foi realizada empregando-se imuno-histoquimica
para E-caderina, ki-67 e p53. Resultados: O tipo de fronte de invasdo, bem como as
expressoes de E-caderina e ki-67, seja em sitio superficial ou profundo, ndo apresentaram
associacdo com os critérios prognosticos histopatoldgicos. Os achados mostraram que a
E-caderina, o p53 ¢ o ki-67 foram mais expressos em tumores com tamanho > 2cm. Em
relacdo a espessura do tumor, observamos que o p53 foi mais expresso na profundidade
nas lesdes mais espessas (indice de Breslow maior que 2mm), e que foi acompanhada
também pela expressao maior do Ki-67.A expressao de p53 em sitio superficial teve
associacdo inversa com o critério de espessura (p<0,049) e, em sitio profundo, teve
associacdo direta com a intensidade do processo inflamatério local (p<0,046). O tipo de
fronte de invasdo, bem como as expressoes de E-caderina, ki-67 e p53, em sitios
superficial e profundo, ndo demonstraram impacto na sobrevida livre de doenga.
Conclusdo: As caracteristicas do fronte de invasdo tumoral ndo se correlacionaram com

prognostico, em CEC cutineos de cabeca e pescoco no presente estudo.

Palavras chaves: Histopatologia; Imuno-histoquimica; Carcinoma Espinocelular, Fronte

de Invasdao Tumoral.



ABSTRACT

Introduction: The Squamous Cell Carcinoma (SCC) is a malignant epidermal tumor of
squamous epithelial cells, characterized for greater aggressiveness much higher incidence
of metastasis than Basal Cell Carcinoma (BCC). The deepest invading tumor area, known
as invasive tumor front usually disclose less differentiated malignant cells, compared with
the whole lesion. Recent studies demonstrate the influence of the invasive tumor front
pattern on the prognosis of larynx and uterine cervix SCC. However, there is no studies
about that on cutaneuos SCC of the head and neck. Objectives: To study the clinical,
histopathological and immunohistochemical profile of the SCC from head and neck and
its invasive tumor front, correlating it with its biological behavior. Methods: The study
was a retrospective type coorte, where the patients with histopathological diagnosis of
head and neck cutaneous SCC among 1999 to 2009 were selected. The evaluation of
invasive tumor front was immunohistochemistry for E-cadherin, ki-67 and p53. Results:
The pattern of invasive tumor front, as well as E-cadherin and ki-67 expressions, at
superficial and deep sites, did not present association with histopathological prognostic
criteria. The findings showed that E-cadherin, p53 and Ki-67 were more highly expressed
in tumors with size > 2cm. Regarding the thickness of the tumor, we observed that p53
was expressed in depth in thicker lesions (Breslow thickness greater than 2 mm), which
was also accompanied by higher expression of Ki-67. p53 expression, at superficial site,
had inverse association with thickness criteria (p<0,049) and, at deep site, had direct
association with local inflammatory process intensity (p<0,046). The invasive tumor
front, as well as E-cadherin, ki-67 and p53 expressions, at superficial and deep sites, did
not demonstrate impact on free disease survival. Conclusion: The characteristics of
invasive tumor front did not correlate with prognosis in cutaneuos SCC of the head and

neck regarding to the present study.

Keywords: Histopathology; Immunohistochemistry; Squamous Cell Carcinoma, Invasive

tumor front.
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1. INTRODUCAO

1.1.CONCEITUACAO

O carcinoma espinocelular (CEC) ¢ um tumor maligno da camada espinhosa da
epiderme que faz parte de um grupo de tumores denominado canceres de pele ndo-
melanoma (CPNM). Esse grupo inclui tumores com ampla variabilidade em progndstico
que abrange desde aqueles com pior progndstico, como o carcinoma de célula de
Merckel, como aqueles mais frequentes e tipicamente menos agressivos, como o CEC e
o carcinoma basocelular (CBC) *». Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), analisando a estimativa para o periodo de 2012-2013, o CPNM ¢ tipo mais
comum de neoplasia maligna no Brasil. No periodo anteriormente citado, estima-se
62.680 novos casos de CPNM entre homens e 71.490 em mulheres, o que corresponde a
um risco estimado de 65 novos casos a cada 100 mil homens e 71 para cada 100 mil
mulheres. Em relagdo ao seu impacto para satide publica e das altas taxas de incidéncia,
o CPNM permanece subnotificado pela maioria dos registros de cancer no mundo. No
Brasil, € o tumor mais incidente em ambos 0s sexos e ¢ bastante provavel que exista um
sub-registro devido ao subdiagnéstico G+,

O CEC representa um significativo problema de satide publica cuja incidéncia,
morbidade, mortalidade e custos associados aumentam a cada ano. ¥ Embora a maioria
seja facilmente tratada com alta taxa de cura (90-95%), uma minoria substancial das
lesdes pode apresentar recorréncia ou metastase ). Contudo, em alguns casos em que ha
demora no diagnoéstico, esse cancer pode levar a ulceracdoes e deformidades fisicas

graves .

1.2.ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O CEC ¢ o segundo cancer de pele mais comum, apds o CBC, representando cerca
de 15-20% do total desses tumores 7,

Estudos epidemioldgicos relatam que, desde 1960, a incidéncia global de CEC tem
aumentado anualmente a uma taxa de 3 a 8% por ano e € o cancer de maior incidéncia
mundial, com mais de um milhdo de novos casos diagnosticados nos Estados Unidos da

América (EUA). Anualmente ocorre mais de 700.000 novos casos de CEC nos EUA!®),



11

No Brasil, os dados do INCA mostram, que no periodo 2012-2013, o CPNM ¢ o
mais incidente em homens nas regides Centro-Oeste (124/100 mil), Sul (80/100 mil) e
Norte (38/100 mil), enquanto, nas regides Sudeste (73/100 mil) e Nordeste (39/100 mil),
¢ o segundo mais frequente. Nas mulheres ¢ o mais comum em todas as regioes, com
um risco estimado de 109/100 mil na regido Centro-Oeste, 91/100 mil na regido
Sudeste, 68/100 mil na regido Sul, 43/100 mil na regido Norte e 42/100 mil na regido
Nordeste .

O aumento da exposi¢do solar, a mudanga dos habitos de vestuario, a diminuigao
da camada de ozonio e o envelhecimento da populagdo (quanto mais velho o individuo,
mais ultravioleta ele tera recebido) sdo as causas deste aumento brutal de incidéncia. .

O CEC ¢ mais frequente em homens do que em mulheres, com uma relagdo que
pode ser maior que 3:1, geralmente em individuos idosos, embora possa ocorrer em
pacientes jovens ®). Maior frequéncia é observada em individuos de pele clara e olhos
azuis, com ancestrais do norte da Europa ®.

O CEC apresenta localizagdo mais comum no terco inferior da face, orelhas, couro
cabeludo, antebragos, dorso das maos, pernas, labio inferior, lingua, assoalho da boca,
glande e vulva ). Em 1983, foi criado o conceito de 4rea da méscara para denominar a
area de alto risco na face na qual os CEC s3o mais propensos a apresentar recorréncia
ou metastase comparados com os que se desenvolvem no tronco ou extremidades

(Figura 1) 10-1L19),

Figura 1 :Area da mascara de alto risco da face
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1.3.ETIOLOGIA E PATOGENESE

A etiologia do CEC cutaneo ¢ multifatorial, incluindo fatores individuais ou
intrinsecos e fatores ambientais ou extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos temos:
idade, pigmentacdo da pele, status imune e presenga de defeito genético como
xeroderma pigmentoso. Dentre os fatores ambientais ou extrinsecos, 0 mais importante
é o dano actinico da pele secunddria a exposigio prolongada ao sol 1%13:14),

A radiagdo ultravioleta (RUV) ¢ o mais importante fator etiolégico no
desenvolvimento do CEC, principalmente nos individuos de pele clara e trabalhadores
que atuam diretamente ao ar livre. Embora a luz solar abranja varios comprimentos de
onda, a luz ultravioleta A (UVA) e a B (UVB), sdo as mais prejudiciais para a pele,
sendo que a luz UVA ¢ mais carcindgena do que a luz UVB, embora ambas possam
levar ao surgimento do CEC. A exposi¢do a RUV pode alterar o sinal de transducao
dentro das células e também alterar o mecanismo de reparo do DNA. O gene supressor
tumoral p53 tem sido implicado na gera¢do do tumor. A RUV pode alterar a atividade
dos genes nos ceratindcitos permitindo que células geneticamente alteradas evitem a
apoptose. Doencas congénitas como o xeroderma pigmentoso e albinismo sdo doencas
recessivas autossdmicas com aumento de incidéncia de malignidade na pele 13, Outros
fatores incluem radioterapia, queimaduras anteriores, exposi¢do ao arsénico,
carcinogenos como hidrocarbonetos policiclicos (alcatrdo, parafina, piche, fuligem,
creosoto e antraceno) e imunossupressio ©.

Algumas doengas virais também podem levar ao desenvolvimento dos CEC,
como por exemplo, o virus da imunodeficiéncia humana que tém alto risco para o
desenvolvimento de CECs agressivos com aumento do risco de recorréncia e
mestastases Y. O papiloma virus humano também tem sido implicado no
desenvolvimento dos CECs (1.

A inflamagao crdnica, Ulceras de longa duragdo, cicatrizes e feridas sdo outras
potenciais fontes de CECs. O epdnimo ulcera de Marjolin, € utilizado quando o CEC se
origina de Ulceras cronicas, fistulas e cicatrizes de vdrias etiologias, embora
queimaduras sejam a causa mais comum V.

A influéncia térmica pode produzir ceratoses térmicas e CEC. Essa lesdo
térmica ocorre em pessoas que trabalham demasiado perto de um fogo ou que usam

aparelhos de aquecimento em contato com a pele 1.
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O desenvolvimento do CEC ¢ frequente a partir de lesdes pré-cancerosas como
as ceratoses actinicas, corno cutaneo, queilite actinica e leucoplasias. Irritagdes cronicas
pelo fumo, dentes defeituosos e aparelhos de protese podem também estar relacionadas
com a origem do CEC nas mucosas ©.

O CEC ¢ o principal problema cutaneo dos receptores de transplante de o6rgaos
solidos, que ¢ potencializada pelo uso de medicamentos imunossupressores, ocorrendo
65 a 250 vezes mais do que na populagdo geral. A taxa de CEC primario em receptores
de transplante ¢ alta, particularmente, naqueles com transplante renal ou cardiaco 4. O
risco relativo do CEC apos transplante ¢ mais nos homens do que nas mulheres, exceto
em canceres de labios, e sdo significativamente mais agressivos do que em pacientes
imunocompetentes %17, Estes CEC crescem rapidamente e recorrem localmente em
13,4 % dos pacientes, geralmente durante os seis primeiro meses apOs a excisdo e
metastizam em 5-8% dos pacientes, usualmente durante o segundo ano apds a excisao
(16)

O CEC, na microscopia 6ptica, em comparagdo com células escamosas normais,
mostra redugdo dos desmossomos na superficie da célula com extensdao de microvilos
para dentro dos espacos intercelulares. Os desmossomos podem ser encontrados dentro
de citoplasma de células tumorais, porém, esse achado nao ¢ especifico do CEC,
podendo ser encontrado também no ceratoacantoma, na doenca de Bowen, em

ceratindcitos normais e proliferagdes epidérmicas nio relacionadas ¥

1.4.ASPECTOS CLINICOS

Clinicamente, a forma superficial tem inicio por uma pépula, quase sempre com
superficie ceratosica. A primeira evidéncia clinica de malignidade ¢ a induragdo.
Observa-se grande tendéncia hemorragica e a presenca de crostas aderentes que
recobrem areas erosivas ou ulceradas. H4 uma variedade exofitica que pode ser nodular,
vegetante e ulcerovegetante. Na forma nodular o diagndstico diferencial inclui:
queratoacantoma, carcinoma basocelular (CBC), melanoma amelandtico, verruga vulgar
e corno cutaneo. Neste caso, merece destaque especial o queratoacantoma, pelas
dificuldades de diagnostico clinico e histopatologico. Os tipos vegetantes e ulcero-
vegetantes devem ser diferenciados do condiloma acuminado, tuberculose verrucosa,

leishmaniose, paracoccidioidomicose, actinomicose e piodermite vegetante %),
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Os fatores clinicos de risco aplicados ao CEC sao :tamanho do tumor, localizagao,
estado da borda do tumor, se o tumor ¢ primario ou recorrente, imunossupressao € se o
tumor desenvolveu-se em areas previamente irradiadas 1%,

As metastases do CEC cutaneo podem ocorrer, apds meses ou anos, € sao mais
frequentes nos CECs das mucosas, no dorso das maos, em cicatrizes de tlceras cronicas,
queimaduras, radiodermites e osteomielite cronica. Nos carcinomas de labio, glande ou
vulva, a ocorréncia de metéstases ganglionares € precoce. As metdstases sdo mais
frequentes nos tumores maiores que 2 cm de diametro (30%), mais profundos com 4mm
(45%), histologicamente indiferenciados com envolvimento perineural (47%) e,
principalmente, se ocorrerem em imunossuprimidos V.

Os CEC que se originam em areas expostas ao sol (0,5%) sobre ceratoses
actinicas, corno cutaneo, doenca de Bowen, poroceratose de Mibelli e carcinoma
verrucoso, raramente desenvolvem metastases (18),

A evolugao do CEC ¢ variavel, podendo ser relativamente rapida quando ocorrem
metastases nos ganglios regionais, visceras € 0ssos com progndstico reservado nestes

casos. As metéstases se disseminam mais por via linfatica do que por via hematogénica
)

1.5.VARIANTES HISTOPATOLOGICAS DOS CARCINOMAS
ESPINOCELULARES

Os CECs convencionais sao caracterizados por lobulos ou corddes de
queratinocitos atipicos, originando-se da epiderme e invadindo a derme em ilhas
pequenas e largas ou infiltrando a derme. Infiltrado inflamatério mononuclear em
varidveis graus de intensidade podem ser vistos dentro ou ao redor do tumor e a elastose
solar pode ser observada dentro da derme. Os CEC bem diferenciados sao
frequentemente caracterizados por pérolas corneas e queratinizacdo de células
individuais com o minimo de atipia celular. Pode ocorrer ulceragdo ou apresentar
superficie hiperceratotica. Em campo de grande aumento, observa-se pontes inter-
celulares entre os queratindcitos. Lesdes mais pobremente diferenciadas podem ter
menos queratinizacao, atipia nuclear mais proeminente, numerosas figuras de mitose e
ocasionais queratinocitos ('®. Com a progressio do tumor, podem ocorrer invasio
profunda no tecido celular subcutaneo, fascia e muasculo. O envolvimento perineural ¢

incomum, mas quando ocorre aumenta o risco de recorréncia e metastase do CEC. Ha
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estudos que mostram que esse envolvimento estd associado a menor sobrevida global e
menor sobrevida livre de doenga e que em 40 % dos casos, podem ocorrer sintomas
clinicos associados como: dor, paralisia facial, picadas, parestesia, diplopia e visao turva
(19,20)

O CEC acantolitico, também denominado adenoide ou tubular é observado mais
frequentemente em areas expostas ao sol na cabega e pescogo de pacientes idosos. A
microscopia, exibem o padrdo convencional do CEC com diferenciacdo escamosa
associada a acantolise com aparéncia pseudoglandular. A perda da coesdo entre as
células tumorais alveolares ou tubulares sdo caracteristicamente vistas com
queratindcitos dentro do lumen. As células atipicas podem ser largas, multinucleadas ou
bizarras ou figuras de mitoses podem estar presentes.O diagndstico diferencial dessa
variante clinica é feita com o adenocarcinoma écrino, adenocarcinoma, adenocarcinoma
metastatico e angiossarcoma epitelioide ).

O CEC verrucoso ¢ um CEC de baixo grau, com pequeno potencial metastatico,
primeiramente descrito em 1948. Essa variante ¢ de crescimento lento, primeiramente
exofitico, verrucoso e depois penetra profundamente no tecido, podendo causar
metéstases regionais, tardiamente ©-®).

O CEC bowenoide ¢ caraterizado pela desordem arquitetural em toda a
espessura da epiderme, com perda da polaridade e auséncia da maturagdo de
queratindcitos. A doenga in situ estd localizada na juncdo dermoepidérmica intacta e
quando os queratindcitos neoplasicos invadem a derme, resultam em CEC bowenoide
invasivo. As caracteristicas observadas nesse tipo de CEC sdo: hiperceratose,
paraceratose e acantose, caracteristicamente vistas no bowenoide; além de
queratindcitos atipicos com mitoses, alargamento nuclear e células vacuoladas. Os
queratindcitos atipicos podem se estender para baixo ao longo do epitélio folicular ao
nivel das glandulas sebaceas. Infiltrado inflamatério mononuclear €, frequentemente,
presente em derme superior, consistindo de linfocitos, dendrocitos dérmicos e
ocasionais plasmdcitos %),

O CEC produtor de mucina ¢ uma variante rara associada a um curso clinico
mais agressivo do que a maioria dos CEC cutidneos. Numero varidvel de células
produtoras de mucina tem sido encontrado dentro de tumores com aparéncia de CEC
cutaneo. Essas células, normalmente, aparecem largas e palidas com positividade para

as coloragdes histoquimicas PAS e Mucicarmim 2,
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O CEC de células fusiformes ¢ uma variante relativamente incomum do CEC,
podendo manifesta-se como tumor exofitico ou massa ulcerada em areas expostas ao sol
em pacientes idosos. Este subtipo ¢ pobremente diferenciado, sendo caracterizado por
proliferacdao de células fusiformes pleomorficas que infiltra o tecido conjuntivo. Essas
células atipicas podem se arranjar em ninhos e pode infiltrar a derme com células
isoladas e frequentemente sem conexdo com a epiderme. A extensdo profunda em
tecido celular subcutaneo e fascia ¢ comum e podem ocorrer numerosas figuras de
mitose e células gigantes multinucleadas pleomorficas. A evidéncia histologica de
queratinizagdo pode ser infrequente ou ausente. Por essa razdo, o CEC de células
fusiformes pode se distinguir de outros tumores de células fusiformes incluindo
fibroxantoma atipico, histiocitoma fibroso maligno, melanoma de células fusiformes e
dermatofibrossarcoma protuberans, necessitando de estudo imuno-histoquimico para
diferenciacdo diagnostica @4,

O CEC adenoescamoso ¢ uma forma rara de CEC que mostra tanta diferenciagdo
escamosa como formacdo glandular verdadeira. Superficialmente, o tumor mostra
diferenciagdo escamosa e na profundidade da derme e subcutaneo e desenvolvimento
glandular verdadeiro com producdo de sialomucina ©-2.

Variantes histologicas menos usuais incluem: CEC de células claras, CEC
papilar, CEC pigmentar, CEC anel de sinete e CEC desmoplasico 3.

O CEC de células claras também denominado carcinoma hidrépico, foi,
primeiramente, descrito em 1980 como uma variante com extensa mudanca hidropica.
Todos os casos tém sido reportados na regido de cabeca e pescoco, sendo a mandibula o
sitio mais comum. Clinicamente, surgem como nodulo ou massa que pode,
ocasionalmente, estar ulcerada, podem ser confundidos com uma variedade de
neoplasias de células claras, incluindo neoplasias sebaceas e adiposas ).

O CEC papilar ¢ uma variante ndo usual, caraterizada clinicamente como massas
pedunculadas de crescimento exofitico e, microscopicamente, com frondes papilares
com core fibrovascular. As células adjacentes ao core estromal sio menores com
citoplasma basofilico escuro. As células mais proximas da superficie externa mostram
tanto citoplasma eosinofilico abundante quanto claro. H4 também atipia nuclear, figuras
de mitose, espago denso infiltrado inflamatério constituido por linfécitos, plasmocitos e

neutrofilos .
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O CEC anel de sinete aparece clinicamente como placa ou nédulo ulcerado. A
histologia demostra células com nucleo deslocado para a periferia, comprimindo o
contetido citoplasmatico, invadindo a derme ©-).

O CEC pigmentado mostra mistura de células escamosas queratinizantes com
melandcitos dendriticos produtores de mucina. E importante realizar diagndstico
diferencial com CBC pigmentado, melanoma maligno com hiperplasia
pseudoepiteliomatosa e pilomatrixoma ©.

O CEC desmoplasico, variante nova, descrita em 1989, comumente ocorre em
areas expostas de cabega e pescogo, mais frequente na regido do pavilhdo auricular. A
histologia, observa-se proeminente padrdo de crescimento trabecular, células epiteliais
atipicas colunares e marcada reacdo estromal desmoplasica circundando as células
atipicas ©).

O CEC de novo ¢ uma variante particularmente agressiva e ndo tem correlagao
com a exposi¢do solar, sendo mais frequentemente encontrada em membros inferiores.
Essa variante geralmente emerge de ulceras de longa duragdo, cicatrizes de
queimaduras, descritas em 1827 por Marjolin, ou osteomielite, podendo também ser
visto em condi¢des inflamatorias cronicas como o lupus eritematoso sistémico e
epidermolise bolhosa distrofica. Histologicamente ¢ semelhante a um CEC bem
diferenciado, com area central atrofica e ulcerada e ilhas de células tumorais aparecendo
na epiderme ou borda de ulcera, porém com auséncia de elastose solar na derme. Essas
lesdes sdo extremamente agressivas, com probabilidade de metastases para linfonodos
regionais cerca de 54 % dos casos. A incidéncia de recorréncia € também
dramaticamente aumentada e o progndstico € pior, com taxa de sobrevida de 5 anos em
52-75% dos casos %),

Em relacdo, aos subtipos histologicos, temos que o CEC adenoide (ou
acantolitico) e o CEC adenoescamoso (ou produtor de mucina) sdo marcadores para
aumento do risco de recorréncia e metastase (232627,

1.6. CARCINOMA ESPINOCELULAR EM CRIANCAS E ADULTOS
JOVENS

O CEC ¢ raro em criangas e pode causar muitos problemas de diagndstico para
patologistas pediatricos, em virtude da falta de experiéncia. Considerando o aumento da

prevaléncia desses tumores em jovens, as biopsias iniciais devem ser consideradas
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suspeitas em pacientes com historia de imunossupressao, tumores com historia prévia de
radioterapia ou predisposicdo genética a malignidades @,

Pacientes com CEC na faixa etaria menor de 40 anos, ¢ geralmente vista como
fator de risco para comportamento agressivo, no entanto, a Rede Nacional de

abrangéncia do Cancer (NCCN,2013), decidiu que a tenra idade ndo ¢ um fator de risco
19

1.7. ESTADIAMENTO E CLASSIFICACAO

Nos ultimos 20 anos, o Comité Conjunto Americano de Estadiamento de Cancer
(AJCC), que ¢ responsavel por estabelecer critérios para estadiamento de todos os
canceres, tem incluido o CEC dentro de um grupo denominado canceres de pele ndo
melanoma. Na ultima edi¢dao do referido comité (7* edigdo), foi criado um sistema de
estadiamento a parte, para o CEC de cabega e pescogo, baseado nas carateristicas
prognosticas de alto risco, observadas nesse tipo do tumor em estudos realizados por
diferentes servicos.

De acordo com os centros tercidrios, aproximadamente 5% dos CEC metastatizam
para linfonodos regionais. A taxa de metastase aumenta, dependendo da clinica e
caracteristicas patologicas do tumor, para 10 a 20% nos tumores de alto risco. Os fatores
de alto risco para metastases incluem: tamanho do tumor primario maior de 2 cm,
espessura do tumor (Breslow) maior que 2mm, Clark Nivel IV ou maior, invasdo
perineural, grau histologico menos diferenciado e sitios anatdmicos que sdo mais
propensos a terem recorréncia (1.

Na 6* edicao, foi utilizado o sistema de estadiamento TNM classificando os
pacientes baseados nos tumores primarios (T), linfonodos regionais (N) e metéastases a
distancia (M). Embora o grau histologico tenha sido reconhecido como significante e
incluido na caracterizagdo, ndo estava incluido no estadiamento final, porque a
importancia do grau ndo era bem estabelecida para todos os tipos de TPNM. Na 7 #
edigdo, o grau histologico passou a fazer parte do estadiamento final. Outras alteragdes
implementadas na nova edig¢do, foram: a) o tamanho do tumor utilizado para definir o
tumor primario que era de 2-5cm na edi¢do anterior, passou a ser considerado 2cm, isso
porque estudos tém demostrado que com o referido tamanho os tumores tem maior
probabilidade de metastizar para linfonodos; b)em relagdo a espessura e nivel de

invasdo, foram utilizados os parametros Breslow e Clark, anilogos aos utilizados no
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estadiamento dos melanomas, sendo considerado o Breslow maior que 2mm e o Clark
nivel IV ou maior, como caracteristicas de alto-risco, uma vez que estudos recentes
mostram que tanto a espessura quanto a profundidade de invasdo, correlacionam-se com
0 maior risco de metastases, ¢) em relacdo ao envolvimento do osso foi considerado
como T3 quando era observado invasao do osso temporal, maxilar, mandibular ou
orbital e considerado como T4 a invasdo da base do cranio , do esqueleto axial e
apendicular ambas nao incluidas na 6 edigio (V.

Em relacdo ao sitio anatdmico, a orelha e labio t€ém sido correlacionados com
aumento da taxa de recorréncia e potencial metastatico. Em relagdo aos linfonodos

regionais e metdstases os parametros nao mudaram () .

Tabela 1 — Comparagdo entre as defini¢des para 6*. e 7°. edi¢des do sistema de
estadiamento - tumor (T) — para carcinoma de células escamosas cutaneo, da American

Joint Committee on Céncer

6a. Edicao 7a. Edicao
Tumor primario nao pode ser e .
TX p . p Tumor primario ndo pode ser avaliado
avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ Carcinoma in situ

. . - Tumor < 2cm em sua maior dimensdo com <2
T1 Tumor < 2¢m em sua maior dimensao L. -

caracteristicas de alto-risco
Tumor > 2cm em sua maior dimensdo com ou
T2 Tumor > 2cm, mas ndo > 5cm, em sem 1 caracteristica de alto-risco adicional*, ou
sua maior dimensao qualquer tamanho com >2 caracteristicas de alto-
risco*

. . ~  Tumor com invasdo da maxila, mandibula, 6rbita

T3 Tumor > 5¢cm em sua maior dimensao

ou 0sso temporal
. Tumor com invasdo do esqueleto (axial ou
Tumor invade estruturas

T4 L apendicular) ou invasdo perineural da base do
extradérmicas profundas crinio

* Caracteristicas de alto-risco incluem profundidade (espessura >2mm; Clark > V). Invasao perineural;
localizagdo (sitio primario em orelha, sitio primario em labio); e diferenciacdo (pouco diferenciado ou
indiferenciado).
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Tabela 2 — Comparagdo entre as definicdes para 6°. e 7°. edicdes do sistema de
estadiamento - linfonodo (N) — para carcinoma de células escamosas cutineo, da

American Joint Committee on Cancer.

6a. Edicao 7a. Edicao
NX Linfonodos regionais ndo podem ser Linfonodos regionais ndo podem ser
avaliados avaliados

NO Sem metastase em linfonodos regionais Sem metéstase em linfonodos regionais

Metastase em linfonodo ipsilateral uni-

N1 Metastase em linfonodos regionais L ~
co, < 3cm em sua maior dimensao

Metastase em linfonodo ipsilateral uni-
co, > 3cm, mas > 6¢cm, em sua maior
dimensdo; ou em multiplos linfonodos
N2 - ipsilaterais, nenhum > 6¢cm em sua
maior dimensado; ou em linfonodos
bilaterais ou contralaterais, nenhum >
6cm em sua maior dimensao.

Metastase em linfonodo ipsilateral
N2a - unico, > 3cm, mas > 6¢cm, em
maior dimensao

Metastase em multiplos linfonodos
N2b - ipsilaterais, nenhum > 6¢cm em sua
maior dimensao

Metastase em linfonodos bilaterais ou
N2c¢ -—- contralaterais, nenhum > 6cm em sua
maior dimensao

Metastase em linfonodo > 6¢cm em sua

N3 -— ) ) N
maior dimensio
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Tabela 3 — Comparagdo entre as defini¢des para 6*. e 7°. edi¢des do sistema de
estadiamento—metastase (M) — para carcinoma de células escamosas cutineo, da

American Joint Committee on Cancer

6a. Edicao 7a. Edicao
MX Metastase a distancia ndo pode Metéastase a distancia nao pode
ser avaliado ser avaliado
MO Sem evidéncia de metéstase a Sem evidéncia de metéstase a
distancia distancia
M1 Metastase a distancia presente Metastase a distancia presente

Tabela 4 — Comparagdo entre os estadiamentos por grupo para carcinoma de células

escamosas cutaneo, relativo as 6° ¢ 7°. edigdes da American Joint Committee on Cancer

6a. Edicao 7a. Edicao
Estagio T N M T N M
0 In situ NO MO In situ NO MO
| T1 NO MO T1 NO MO
T2 NO MO
II T2 NO MO
T3 NO MO
T4 NO MO T3 NOou N1 |MO
111
Qualquer T N1 MO | TlouT2 N1 MO
T1,20u3 N1 MO
Qualquer T N3 MO
v Qualquer T | Qualquer N | M1
T4 Qualquer N | MO
Qualquer T | Qualquer N |MI
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Tabela 5 — Mudangas da Classificagdo do tumor (T) para carcinoma de células

escamosas cutaneo, relativo as 6 e 7° edi¢cdes da American Joint Committee on

Cancer.
Fatores 6 * edicao 7 * edicao Comentarios
Limite de tamanho Tl <2cm Somente 2 cm Pequena evidéncia
2 ecm< T2 <5 cm Como cut off de Da suporte Scm como
T3>5cm Tamanho Importante tamanho

Grau Histopatologico

Nao incluido
(separado do sistema

Pior diferenciacao é
um dos fatores

Estudos mostram que
A baixa diferenciagdo

G de alto ¢ o principal
ndo foi considerado no | Risco; G eliminado) fator prognostico do
estadiamento) CEC

Espessura e Nivel de | Somente T4 accounts Clark Nivel IV e Tanto o nivel de
invasao Com invasdo ou espessura > 2mm invasdo quanto a
extradérmica sdo espessura
Carateristicas de sdo fatores de
alto risco significantes
Risco
Localizagdo Nao incluido Sitio primario Certos sitios anato-

Excluidos,palpebra e
Labio

orelha
e labio como fatores
de alto risco

micos correlacio-
nam-se com aumento
da recorréncia e

incluido potencial metastatico.
Labio
Um dos fatores de Correlacionam-se
Alto risco com aumento
da recorréncia local
e metastases
Envolvimento do Nao incluido Invasao do Correlacionam-se com
Osso facial e cranial 0sso temporal, estadiamento
maxilar, de carcinoma de
mandibular e cabeca e pescogo.
orbital (T3)
Invasdo da base do Nao incluido T4 Estudos com doencas
Cranio de
pior prognodstico
Invasao do Nao incluido T4 Correlacionam com
Esqueleto axial e pior progndstico
Apendicular
Pélpebra Nao incluido Estadiamento CEC de palpebra ¢
incluido comum

TNM carcinoma
Oftalmico
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1.8. ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

Ao exame histopatoldgico, observa-se no CEC uma proliferagdo celular com
ninhos de células epiteliais atipicas, com aspecto da camada espinhosa e cornea, com
varios niveis de queratinizagdo, formando as pérolas corneas e invadindo a derme em
graus variados. Admite-se que quanto maior o grau de diferenciagdo, menor a tendéncia
invasiva, e, desse modo, melhor o prognostico. Na classificacdo de Broders, no grau I, a
maioria das células ¢ bem diferenciada, enquanto que no grau IV predominam as células
indiferenciadas ou anaplasicas ©?).

As regides mais profundas infiltrativas do CEC, conhecidas como fronte de
invasdo tumoral (FIT), revelam, frequentemente, a presenca de células neoplésicas
malignas com menor grau de diferenciacdo e com um maior grau de dissociacdo,
comparadas as demais regides da mesma lesdo. A graduacdo da intensidade das
alteragdes morfoldgicas encontradas nessas regioes tem sido utilizada para estadiamento
morfolégico das malignidades, em especial, do CEC. @V H4 estudos que mostram que o
FIT nos CEC em comparagdo com outras partes do mesmo, pode refletir melhor o
prognéstico ¢339,

O crescimento tumoral do FIT pode mostrar os seguintes padrdes: expansivo e
infiltrativo. O primeiro caracterizado pela presenga de ilhas tumorais largas, com
margens bem definidas que se projetam para a profundidade, sendo associado a melhor
progndstico e o segundo caracterizado por corddes ou células tumorais irregulares e
escassas, com margens pobremente definidas, estando associado com curso clinico mais
agressivo %

A graduagdo do FIT ¢ baseada na avaliagdo de parametros histoldgicos
qualitativos: grau de ceratinizagdo, pleomorfismo nuclear, padrio de invasdo e

infiltragdo linfocitaria @7

1.9. ASPECTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS E MOLECULARES

Os CECs possuem abundancia de citoqueratinas com proteinas de filamento
intermediario com peso molecular em torno de 40 a 68 KD. As células dessas
neoplasias sao bem diferenciadas e sintetizam citoqueratinas de alto peso molecular, em
contraste com tumores pobremente diferenciados que expressam citoqueratinas de baixo

peso molecular. Desse modo, para a identificacdo dos queratindcitos, utilizam-se
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anticorpos primarios direcionados contra citoqueratinas de alto peso molecular como a
citoqueratina 13 e panqueratinas %)

Os métodos imuno-histoquimicos sdo de consideravel valor na diferenciacio entre
CEC pouco diferenciado e outros tumores mesenquimais dérmicos como o
fibroxantoma atipico, histiocitoma fibroso maligno e melanoma maligno 9.

Em contraste com o CEC, além da ndo expressdo da citoqueratina, o fibroxantoma
atipico e o histiocitoma fibroso maligno imunoexpressam vimentina ¢ o melanoma
apresenta positividade para a proteina S-100 e Melan-A G%),

Quando hé duvida entre CEC e Linfoma, a positividade do antigeno leucocitario
comum (LCA-CD45) afasta a hipotese do primeiro G?.

O antigeno de membrana epitelial (EMA) ¢ encontrado na maioria dos CECs e sua
expressao difusa ¢ usualmente expressa em tumores pobremente diferenciados (Broders
grau 3 e 4) 9,

Todos os CECs apresentam negatividade para a proteina S-100, cromogranina,
sinaptofisina, CD99, CD57, HMB45, antiMelan-A e Ber-Ep4 ©%).

Os marcadores imuno-histoquimicos, além do proposito de diagndstico, t€m sido
utilizados para avaliar o potencial de transformacdo maligna e a evolugdo do CEC
cutaneo. Varios estudos t€ém comparado a expressao de alguns marcadores em lesdes in
situ e invasivas, bem como com lesdes metastaticas, levando a acreditar que alteragdes
na expressao dos mesmos podem estar correlacionadas com aumento do potencial de
malignidade. Entre os marcadores mais promissores estdo o Ki-67 e o p53 G,

Proteinas envolvidas com atividade de proliferagao celular sdo importantes no
processo tumorigénico, pois a expressdo das mesmas pode indicar o grau de
agressividade do tumor ®¥. Atualmente, um dos marcadores mais utilizados na detec¢io
de proliferagdo em vérias neoplasias ¢ o Ki-67. Além disso, a proteina p53 também
participa no controle da prolifera¢do e transformacao e tem sido amplamente estudada
©4 " Em relagiio ao FIT tumoral, ha trabalhos com amostras de CEC oral que relatam
expressdo mais elevada do ki-67 e do p53 em édreas mais invasivas do tumor ¢, bem
como associagio com alto grau histolégico quando essa mesma regido foi avaliada ®%).

Moléculas de adesdao celular, como as caderinas, fazem parte de uma classe de
proteinas responsaveis pela regulacao da adesdo entre células epiteliais e pelo controle
da morfogénese normal do tecido, incluindo segregacdao de subtipos celulares e a

diferenciagdo e suporte da arquitetura tecidual. A expressdo reduzida da E-caderina foi

observada em varios tipos tumorais, incluindo os CECs . Quando FIT foi avaliado,
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uma expressao mais baixa foi encontrada em comparagdo com areas mais superficiais
de amostras de CEC oral ®27%39_ Além disso, a expressdo no FIT foi associada a uma
pior sobrevida nesses pacientes 7%,

Ao considerar exclusivamente os trabalhos com CEC cutineo, somente trés
estudos avaliaram o FIT, embora em nenhum deles esse tenha sido o foco da
investigacdo. Fundyler et al. (2004) observaram expressao proteica elevada da MMP-2,
com marcacdo intensa de infiltrados inflamatérios e areas de neovascularizagdo na
regido do fronte ®¥. Enquanto Dang et al. (2006) avaliaram a tenascina C, uma outra
proteina de matriz extracelular, e observaram a sua expressdo elevada em células
neoplésicas basais do fronte na jung¢io derme-epiderme ®3. J4 no estudo de Bowden et
al. (2002), a expressdo protéica elevada de VEGF, um fator de crescimento endotelial
vascular, ndo foi associada a regidio do fronte %),

Com base na escassez de relatos abordando o FIT para CEC cutaneo, este estudo
propde avaliar a expressdo protéica de marcadores atualmente utilizados na

caracterizacdo de neoplasias, como Ki-67, p53 e E-caderina na regido mais profunda

desses tumores em comparagao com areas mais superficiais.
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RESUMO

Introducdo: O carcinoma espinocelular (CEC) ¢ tumor maligno das células espinhosas da
epiderme caracterizado por evolucdo mais rapida, maior poder invasivo e metastatico em
relacdo ao carcinoma basocelular (CBC). A area mais profunda e infiltrativa do CEC,
conhecida como fronte de invasdo, revela células neoplasicas malignas com menor grau
de diferenciagdo comparadas a totalidade da lesdo. Estudos recentes demonstram a
influéncia do padrdo do fronte de invasdao tumoral no progndstico de CEC de laringe e
colo uterino. Contudo, ndo ha estudos sobre o mesmo em relagdo a CEC cutaneos de
cabeca e pescoco. Objetivos: Estudar as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e perfil
imuno-histoquimico do CEC de cabega e pescoco ¢ fronte de invasdo tumoral,
correlacionando-o com comportamento biologico. Métodos: O estudo foi do tipo coorte
retrospectivo, sendo selecionados os pacientes que tiveram diagndstico de CEC de cabeca
e pescoco confirmados pelo exame anatomopatoldgico no periodo de 1999 a 2009. A
avaliagdo do fronte de invasdo tumoral foi realizada empregando-se imuno-histoquimica
para E-caderina, ki-67 e p53. Resultados: O tipo de fronte de invasdo, bem como as
expressoes de E-caderina e ki-67, seja em sitio superficial ou profundo, ndo apresentaram
associacdo com os critérios prognoésticos histopatoldgicos. Os achados mostraram que a
E-caderina, o p53 ¢ o ki-67 foram mais expressos em tumores com tamanho > 2cm. Em
relacdo a espessura do tumor, observamos que o p53 foi mais expresso na profundidade
nas lesdes mais espessas (indice de Breslow maior que 2mm), e que foi acompanhada
também pela expressao maior do Ki-67.A expressao de p53 em sitio superficial teve
associacdo inversa com o critério de espessura (p<0,049) e, em sitio profundo, teve
associacdo direta com a intensidade do processo inflamatério local (p<0,046). O tipo de
fronte de invasdo, bem como as expressoes de E-caderina, ki-67 e p53, em sitios
superficial e profundo, ndo demonstraram impacto na sobrevida livre de doenga.
Conclusdo: As caracteristicas do fronte de invasdo tumoral ndo se correlacionaram com

prognostico, em CEC cutineos de cabeca e pescoco no presente estudo.

Palavras chaves: Histopatologia; Imuno-histoquimica; Carcinoma Espinocelular, Fronte

de Invasdao Tumoral.
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ABSTRACT

Introduction: The Squamous Cell Carcinoma (SCC) is a malignant epidermal tumor of
squamous epithelial cells, characterized for greater aggressiveness much higher incidence
of metastasis than Basal Cell Carcinoma (BCC). The deepest invading tumor area, known
as invasive tumor front usually disclose less differentiated malignant cells, compared with
the whole lesion. Recent studies demonstrate the influence of the invasive tumor front
pattern on the prognosis of larynx and uterine cervix SCC. However, there is no studies
about that on cutaneuos SCC of the head and neck. Objectives: To study the clinical,
histopathological and immunohistochemical profile of the SCC from head and neck and
its invasive tumor front, correlating it with its biological behavior. Methods: The study
was a retrospective type coorte, where the patients with histopathological diagnosis of
head and neck cutaneous SCC among 1999 to 2009 were selected. The evaluation of
invasive tumor front was immunohistochemistry for E-cadherin, ki-67 and p53. Results:
The pattern of invasive tumor front, as well as E-cadherin and ki-67 expressions, at
superficial and deep sites, did not present association with histopathological prognostic
criteria. The findings showed that E-cadherin, p53 and Ki-67 were more highly expressed
in tumors with size > 2cm. Regarding the thickness of the tumor, we observed that p53
was expressed in depth in thicker lesions (Breslow thickness greater than 2 mm), which
was also accompanied by higher expression of Ki-67. p53 expression, at superficial site,
had inverse association with thickness criteria (p<0,049) and, at deep site, had direct
association with local inflammatory process intensity (p<0,046). The invasive tumor
front, as well as E-cadherin, ki-67 and p53 expressions, at superficial and deep sites, did
not demonstrate impact on free disease survival. Conclusion: The characteristics of
invasive tumor front did not correlate with prognosis in cutaneuos SCC of the head and

neck regarding to the present study.

Keywords: Histopathology; Immunohistochemistry; Squamous Cell Carcinoma, Invasive

tumor Front.
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INTRODUCAO

O cancer de pele ndo melanoma (CPNM) 4 a neoplasia maligna mais comum no
Brasil, sendo 80% representada por tumores derivados das células ndo queratinizadas
que originam a camada basal da epiderme- Carcinoma Basocelular (CBC) enquanto
cerca de 20% surgem de proliferacdo atipica de queratindcitos suprabasais - Carcinoma
Espinocelular (CEC). (V

O CEC representa um significativo problema de satide publica, cuja incidéncia,
morbidade, mortalidade e custos associados aumentam a cada ano ®. Embora a maioria
seja facilmente tratada, com alta taxa de cura (90-95 %), uma minoria substancial das
lesdes podem apresentar recorréncia ou metéstase ).

Patologistas tém observado que as células tumorais encontradas nas partes mais
invasivas do CEC diferem substancialmente daquelas encontradas na superficie/centro.
@ Desse modo, as regides mais profundas infiltrativas do CEC foram denominadas
como fronte de invasdo tumoral (FIT). O FIT revela, frequentemente, a presenca de
células neoplasicas malignas com menor grau de diferenciagdo ¢ com um maior grau de
dissociagdo, comparadas as demais regides do tumor .

O crescimento tumoral no FIT pode mostrar os seguintes padrdes: expansivo e
infiltrativo. O primeiro, caracterizado pela presenca de ilhas tumorais largas, com
bordas bem definidas que se projetam para a profundidade, sendo associado a melhor
prognostico € o segundo, caracterizado por corddes ou células tumorais irregulares e
escassas, com margens pobremente definidas, estando associado com curso clinico mais
agressivo

A graduacao da intensidade das alteragdes morfologicas encontradas no FIT tem
sido utilizada para estadiamento morfologico das malignidades, em especial, do CEC ©
Ha estudos que mostram que o FIT nos CEC em comparagdo com outras partes do
mesmo pode refletir melhor a avaliagio do prognéstico ¢-7.

Ao considerar exclusivamente os trabalhos com CEC cutaneo, somente trés
estudos avaliaram o FIT, embora em nenhum deles esse tenha sido o foco da
investigacdo. Fundyler et al. (2004) observaram expressdao proteica elevada da
metaloproteinase-2 (MMP-2), proteina da matriz extracelular, com marcacgdo intensa de
células tumorais na regido do FIT tanto em areas proximas de infiltrados inflamatdrios

como em areas de neovascularizagio®. Por sua vez, Dang et al. (2006) avaliaram a
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tenascina C, uma outra proteina de matriz extracelular, e observaram a sua expressao
elevada em células neoplasicas do FIT @, Ja no estudo de Bowden et al. (2002), a
expressao proteica elevada de VEGF, um fator de crescimento endotelial vascular, ndo
foi associada a regido do fronte 19,

Com base na escassez de relatos abordando o FIT para CEC cutaneo, este projeto
propde avaliar a expressao proteica de marcadores atualmente utilizados na
caracterizacdo de neoplasias, como Ki-67, p5S3 e E-caderina na regido mais profunda
desses tumores em comparagao com areas mais superficiais.

O objetivo maior deste estudo foi padronizar o FIT nos CECs cutaneos de cabeca
e pescoco, avaliar a possivel utilidade desse parametro morfolégico no estadiamento

desses tumores, bem como correlaciona-lo com as caracteristicas clinicas e

comportamento bioldgico.

METODO

PACIENTES

Observacional retrospectivo com 79 amostras de CEC cutidneos de cabeca e
pescoco de 57 pacientes atendidos e tratados, entre 1999 a 2009, no servico de
Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu Universidade Estadual Paulista
(UNESP).

Pacientes com diagndstico de CEC primarios, que foram acompanhados por, no
minimo, 1 ano apdés o diagndstico, que ndo se encontravam em uso de
imunossupressores € que haviam sido tratados exclusivamente por ressec¢do cirtirgica
(excluidos os que haviam sido submetidos a radioterapia).

Os pacientes incluidos na analise foram uma amostra ndo probabilistica de uma
populagdo geradora de dificil delimitagdo geografica em razao da fonte de sele¢do ser
um centro de referéncia e atender pacientes de varios municipios.

Os CEC foram confirmados por exame anatomopatoldgico.

Servigos de Dermatologia e de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu

Universidade Estadual Paulista (UNESP).

VARIAVEIS

As variavelis estudadas foram:
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- Variaveis sociodemograficas
- Sexo, Idade de aparecimento do tumor, cor, tabagismo e/ou etilismo

atual, historico prévio de outras neoplasias.

- Variaveis clinicas

- Numero, tamanho, local e tempo de evolugdo das lesdes; presenca ou
ndo de ganglio linfatico clinicamente alterado e eventual localizacdo deste,
presenca de metastases loco-regionais e/ou a distancia, tempo de seguimento,

presenca de recidiva ou nao)

- Variaveis anatomopatologicas

- Tipo histologico; presenca ou ndo de ulceragdo; classificacdo de
Broders, Breslow e Clark; presenca ou ndo de invasdo perineural e/ou
perivascular; avaliagdo de margens cirtirgicas microscopicas; medidas da menor
margem profunda e menor margem lateral; presenca ou ndo de infiltrado
inflamatoério; fronte de invasdo tumoral (expansivo/ infiltrativo); em caso de

fronte tumoral infiltrativo, presenga ou ndo de células tumorais isoladas.

- Variaveis imuno-histoquimicas

- Expressdo da E-caderina, p 53 e ki-67 na superficie e na profundidade.
Todas estas varidveis ordinais foram avaliadas em quatro grupos, conforme a
intensidade da imunomarcagdo, em 1+, 2+, 3+ e 4+. As de intensidade +1 e +2
foram consideradas como de fraca intensidade e as +3 e +4, forte intensidade.

-Expressdo do (AE1/AE3) marcador constituido por mistura entre dois
diferentes clones, AE1 e AE3, os quais detectam queratinas de alto e baixo peso
molecular ,utilizado no sentido de facilitar a caracterizacdo do fronte de invasao
tumoral e na deteccdo de células epiteliais neoplasicas isoladas especialmente

nos frontes de invasao infiltrativos.

IMUNO-HISTOQUIMICA

As amostras foram fixadas em blocos de parafina. Foram seccionadas com

navalha de aco inox 77x88mm na espessura de 3um e os cortes estendidos sobre 4
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laminas histologicas de vidro 76x26mm/3x1, foscas, previamente tratadas com
VectaBond®, sendo uma lamina para cada marcador. Inicialmente, as sec¢des de tecido
foram desparafinizadas e reidratadas através de graduacdo alcoolica. Entdo, a
peroxidase endogena foi bloqueada com solugdo de perdxido de hidrogénio 3% por 10
minutos em temperatura ambiente seguida da recuperagdo antigénica com solucao
Trilogy (Cell Marque) em panela pressurizada (Pascal-Dako) por 3 minutos. Os
anticorpos primarios utilizados foram: AE1/AE3 (clone AE1/AE3, Cell Marque) pronto
para uso; anti-Ki-67 (clone SP6, Cell Marque) pronto para uso, anti-p53 (Clone DO-7,
Cell Marque) e E-caderina (clone NCH, Cell Marque). A incubagdo dos anticorpos
primarios de cada marcador foi realizada por um periodo de 45 minutos. Para os
anticorpos secundarios e tercidrios, foi utilizado sistema de amplificagdo para
camundongo e coelho por 10 minutos em temperatura ambiente (HiDef Detection
System Cell Marque). Os imunomarcadores foram revelados pelo cromoégeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB Substrate Kit Cell Marque) e a contra-coloragao realizada com
hematoxilina de Harris (Merck). Finalmente, os cortes sofreram desidratagdo em alcoois
graduados, finalizando com xilol para diafanizacdo. As laminas foram montadas com
laminulas 24x32 (Knittel) por meio de resina sintética Permount (Fisher).

Para reduzir o erro sistematico de informagao e o vicio de informacao, a revisao
das laminas arquivadas no servi¢co de Patologia da mesma instituicdo e coradas pela
hematoxilina e eosina (HE) foi realizada por dois avaliadores de forma cega, isto ¢, sem

o conhecimento da evolug¢do clinica e do diagnostico final dos pacientes.

ANALISE DE DADOS

As associacdes entre tipo de fronte de invasdo (FIT), expansivo/ infiltrativo e
expressoes de E-caderina, e p53, em sitios superficial e profundo, foram estudadas por
teste exato de Fisher.

As associacdes entre parametros relacionados ao tumor (incluindo critérios de
pior prognoéstico conforme a 7° edicdo da AJCC) e o tipo de FIT (expansivo/
infiltrativo), bem como com a imunomarcac¢ao (fraca/ forte intensidade) de E-caderina,
ki-67 e p53, na superficie e na profundidade, foram avaliadas pelas técnicas ndo
paramétricas de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Seguidamente, as associagdes
estatisticamente significantes foram avaliadas sobre seu impacto na sobrevida, através

do modelo semiparamétrico de Cox. Em caso de impossibilidade de uso deste e/ou
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auséncia de associagdes entre as variaveis previamente estudadas, o teste de Log Rank
foi empregado para analisar a relagdo entre tipo de fronte de invasdo (expansivo/
infiltrativo), imunomarcacdo (fraca/ forte intensidade) de E-caderina, ki-67 e p53, na
superficie e na profundidade, e a sobrevida livre de doenga.

Diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05. Anélise estatistica

feita com o software SPSS, v.15.

ETICA

Trabalho aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESP (Protocolo
CEP 3471-2010) (Anexo 1).

RESULTADOS

Foram selecionados 61 pacientes com 100 tumores do tipo CEC cutaneo
primario de cabeca e pescoco. Foram excluidos 21 tumores por nao obedecerem aos
critérios de inclusdo e exclusdo, permanecendo no estudo 57 pacientes ¢ 79 tumores
para serem avaliados clinica e histopatologicamente. O FIT foi avaliado em 53 dos 79
tumores incluidos no estudo.

Na tabela 1, observamos que em 42,1 % dos pacientes eram do sexo feminino e
57,9 % eram do sexo masculino com varia¢ao de idade entre 37 e 92 anos, todos de cor
de cor branca com uma minoria tabagista (21,1%) e etilista (3,6%). Outras neoplasias
prévias foram observadas em 54,4% dos pacientes. O tempo entre o diagndstico e a
ultima consulta foi de 50,9 %, no intervalo de 0-5 anos e 45,6% no intervalo de 6-10
anos. Dentre os 57 pacientes, sete apresentaram recidiva (12,2%) e trés evoluiram a
obito, porém nenhum deles por causas relacionados ao CEC.

A tabela 2, mostra a descri¢do dos tumores, segundo informagdes clinicas. Ao
analisar os ganglios linfaticos, observou-se que havia oito aumentados de tamanho
clinicamente (10,1%); desses, dois eram de localizagdo submandibular e seis eram de
localizagdo cervical, porém apenas dois desse ultimo grupo apresentaram metastases
regionais. Além dessas duas metdstases regionais, houve apenas uma metastase a

distancia.
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Analisando a tabela 3, temos que em relagdo ao subtipo histologico do CEC
,88,6% eram do tipo usual e 13,3% do tipo acantolitico. E na maioria observou-se
ulceragdo (65,8%),

Quanto ao grau de Broders, observamos que 51,9% eram bem diferenciados

(figura 1a), 34,2 % moderadamente diferenciados (figura 1b) ,3,8% pouco diferenciado

e 8,8% indiferenciados.

Foto 1: a) CEC bem diferenciado ; b)CEC moderadamente diferenciado.

O nivel de Clark mais observado foi o IV, com 51,9 % dos pacientes, seguido
do nivel V, com 29,1% dos pacientes.

Cinco tumores apresentaram invasao perineural (6,3%) e sete (8,9%) possuiam
invasao perivascular.

Ao analisar as margens, constatou-se que 73% das mesmas estavam livres e
15,2 % comprometidas. Quanto a menor margem profunda, a média foi de 2,0 cm,
enquanto a menor margem lateral , a média foi de 2,3cm.

O infiltrado inflamatério variou em intensidade, sendo em 44,3 % de
intensidade leve, em 33,9% moderada e 22,8% intensa.

Quanto ao FIT, foi observado que 40,5% eram do tipo expansivo (foto 2),
26,6% do tipo infiltrativo. O FIT nao foi avaliado em 32,9% do casos por desgaste dos
blocos, impossibilitando desse modo a realizacio do estudo imuno-histoquimico
proposto na seccao métodos. Dentre os FIT infiltrativos (figura 3), 81% eram do tipo

que apresentavam células isoladas e 19%, sem células isoladas.
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Figura 3: a) FIT infiltrativo sem células isoladas ; b) FIT infiltrativo com células isoladas.

Na tabela 4, observa-se que tanto o FIT infiltrativo quanto o expansivo, ocorreram
mais no sexo masculino, CEC tipo usual, grau bem diferenciado e infiltrado
inflamatorio de leve intensidade. Ambos os FIT apresentaram em sua maioria tamanho
< 2cm, relacdo Clark > IV e Breslow > 2mm e margens livres. Analisando os dois casos
com linfonodos acometidos, observou-se que um deles correspondia a FIT expansivo e
um ao FIT infiltrativo. Nao foram observadas metéstases nos casos em que foi avaliado
o FIT. Em relagdo a invasdo perivascular e perineural, observou-se um caso de invasao

perivascular com FIT expansivo e um caso de invasdo perineural com FIT infiltrativo.



Tabela 1 — Descriciio dos pacientes segundo caracteristicas sécio-demograficas (n=57)

Séciodemografica N %

Sexo

Feminino 24 42,1
Masculino 33 57,9
Idade # (anos) 69 (37 - 92)

Cor

Branca 57 100
Parda 0 0,0
Tabagismo atual

Nao 44 77,2
Sim 12 21,1
Sem informagao 1 1,8
Etilismo atual

Nio 54 94,7
Sim 2 3,5
Sem informagao 1 1,8
Outras neoplasias

Nao 26 45,6
Sim 31 54,4
Tempo entre diagnéstico e iltima consulta

(anos)

De0Oa5 29 50,9
De6al0 26 45,6
Sem informagdo 2 3,5

Recidiva

Néo 45 78,9
Sim 7 12,2
Sem informagao 2 3,5

Obito

Néo 54 94,7
Sim (Nenhuma devido ao CEC) 3 53

# Mediana (Minimo-Méximo)

Tabela 2— Descriciio dos tumores segundo informacées clinicas (n=79)

Informacées clinicas

Tempo de duragio das lesdes 12,0 (1,0 — 120,0)
Ganglio linfatico clinicamente aumentado
Nao 69 87,3
Sim 8 10,1
Sem informagéo 2 2,6
Localizacio do linfonodo aumentado (n = 8)
Cervical 6 75,0
Submandibular 2 25,0
Metastase
Néo 76 96,2
Regional — cervical 2 2.5
A distancia 1 1,3

# Mediana (Minimo-Maximo)



Tabela 3 — Descricio dos tumores segundo informacdes histopatologicas (n=79)

Histopatologico
Tipo do CEC
Usual
Acantolitico
Ulceracao

Nao

Sim

Grau de Broders
Bem diferenciado

Moderadamente diferenciado

Pouco diferenciado
Indiferenciado
indice de Breslow
Nivel Clark

Nivel II

Nivel III

Nivel IV

Nivel V

Invasio perineural
Nao

Sim

Invasio perivascular
Nao

Sim

Condicao das margens
Livres

Comprometidas

Menor margem profunda
Menor margem lateral
Infiltrado inflamato6rio
Leve

Moderado

Intenso

Fronte de invasiao
Expansivo

Infiltrativo

Nao avaliado

Células isoladas nas invasées infiltrativas (n = 21)

Nao
Sim

n %
70 88,6
9 11,3
27 34,1
52 65,8
42 53,6
27 34,2
3 3,8
7 8,8
3,0 (0.4 - 13,0)
2 2,5
13 16,5
41 51,9
23 29,1
74 93,7
5 6,3
72 91,1
7 8,9
67 73,4
12 15,2
2,0 (0,2 - 10,0)
2,3(0,4-9,5)
35 443
26 32,9
18 22,8
32 40,5
21 26,6
23 32,9
4 19,0
17 81,0



Tabela 4 - Associacao entre variaveis do tumor e tipo de fronte de invasdo (n=53)
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Fronte de invasao

Variavel Expansivo (n=23) Infiltrativo (n=30) p
Sexo
Masculino 16 19 0,635
Feminino 7 11
Linfonodo acometido
Nao 22 28 1,000
Sim 1 2
Metastase a distancia 1,000
Nao 23 30
Sim 0 0
Tipo de CEC
Usual 21 28 1,000
Acantolitico 2 2
Intensidade de processo inflamatoério 0,931
Leve 12 14
Moderada 7 11
Intensa 4 5
Tamanho do tumor (7° edi¢ao) 0,652
<2cm 15 18
>2cm 3 2
Sem informagao 3 10
Grau histopatologico (7° edicao) 1,000
Bem ou moderadamente diferenciado 22 28
Pouco diferenciado ou indiferenciado 1 2
Espessura, nivel de invasio (7° edicao) 0,168
Clark <1V ou Breslow < 2mm 8 4
Clark > IVe Breslow > 2mm 11 18
Sem 11~1f0rma.g:ao o 2 8 0.434
Invasao perineural (7° Edi¢io)
Nao 22 30
Sim 1 0
Invasao perivascular
Nao 23 29 1,000
Sim 0 1
Condic¢ao das margens
Livres 20 28 0,642
Comprometidas 3 2
Células isoladas nas invasoes infiltrativas
Nao 0 5
Sim 0 25

(1) Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.
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Na tabela 5, observa-se que o tempo médio entre o diagnostico e a recidiva ¢
similar para os casos com FIT expansivo (8,5 £ 0,3) e casos com FIT infiltrativo (8,5 +
0,7).

Tabela 5 — Sobrevida livre de doenca em funcio do tipo de fronte de invasio tumoral (n=53)

Fronte
Expansivo Infiltrativo p®
Tempo entre diagnoéstico até a 8,5+0,3 8,5+0,7 0,363
recidiva (anos)
(1) Teste de Log Rank

Foram realizadas correlacdes entre as variaveis analisadas na tabela 4 com os
marcadores imuno-histoquimicos E-caderina, p53 e ki-67 (Vide anexo 2), estudando a
intensidade de marcacdo dos mesmos em regido superficial e profunda. Apenas em duas
circunstancias foram demonstradas associacdes, sendo elas entre a marcacdo do p53 na
regido superficial e o nivel de invasdo e entre a do p53 na regido profunda e o grau de
infiltrado inflamatdrio.

A Tabela 6 mostra que a E-caderina ¢ concordante, com expressdao de fraca
intensidade, na superficie e na profundidade em 70 % nos FIT infiltrativos contra 61%
dos FIT expansivos e forte, na superficie e profundidade em 22% dos expansivos contra

17 % dos infiltrativos Os demais apresentaram padrao de imunoexpressdo discordante,

forte na superficie e fraco na profundidade (Figura 4), em 17 % dos FIT expansivos

contra 13 % dos FIT infiltrativos .

Figura 4: Marcador imuno-histoquimico E-caderina mostrando marcagdo forte na superficie e fraca na

profundidade.
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Em relacdo ao p53, observa-se que o mesmo ¢ concordante, com expressao
fraca, na superficie e profundidade em 52% dos FIT expansivos e em 50% dos FIT
infiltrativos e forte, na superficie e profundidade em 14% dos expansivos contra 10 %
dos infiltrativos No restante, observou-se que 30 % dos FIT expansivos contra 17%
dos FIT infiltrativos apresentaram padrdo de expressdo fraco na superficie e forte na
profundidade. A minoria 4% dos FIT expansivos e 3% dos FIT infiltrativos exibiu

padrdo de expressao forte na superficie e fraco na profundidade (Figura 5).

=y
Bl

Figura 5: Marcador imuno-histoquimico p 53 mostrando marcagdo forte na superficie e fraca na

profundidade.

Analisando o ki-67, foi observado que a expressdo do referido marcador ¢
concordante, com fraca intensidade na superficie e profundidade em 67% dos FIT
infiltrativos contra 61% dos FIT expansivos e forte, na superficie e profundidade em 4%
dos expansivos contra 10% dos infiltrativos (Figura 6). Em relacdo ao padrdo de
marcagao discordante, ou seja, fraco na superficie e forte na profundidade foi constatado
em 30% nos FIT expansivos contra 23% nos FIT infiltrativos. O padrdo de expressdo
forte na superficie e fraco na profundidade foi observado apenas nos FIT expansivos

(4%).
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Figura 6: Marcador imuno-histoquimico ki-67 mostrando marcagao forte na superficie e profundidade.

Tabela 6 — Expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos na superficie e profundidade em

relacio ao tipo de FIT (n=53)

Fronte expansivo

Fronte infiltrativo

E-cad. na E-cad. na
superficie Total superficie Total
E-cad na E-cad.na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 14 (61%) 4(17%) 18 1+ou2+ 21(70%) 4 (13%) 25
3+oud+ 0(0%) 522%) 5 3+oud+ 0(0%) 5(17%) 5
Total 14 9 23 Total 21 9 30
Kappa = 0,603; p=0,02 Kappa =0,636;p=0,019
p53 na superficie Total p53 na superficie Total
p33 na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ pS3na profundidade 1+ou2+ 3+ou4+
1+ou2+ 12(52%) 1(4%) 13 1+ou2+ 15(50%) 1(3%) 16
3+oud+ 7 (30%) 3(14%) 10 3+oud+ 11(17%) 3(10%) 14
Total 19 4 23 Total 26 4 30

Kappa = 0,240; p = 0,162

Kappa =0,159; p = 0,222
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ki67 na superficie Total ki67 na superficie Total
ki67 na ki67 na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 14 (61%) 1 (4%) 15 1+ou2+ 20 (67%) 0(0%) 20
3+oud+ 7(30%) 1 (4%) 8 3+oud+ 7(23%) 3(10%) 10
Total 21 2 23 Total 27 3 30
Kappa=0,071; p=0,636 Kappa =0,364; p=0,010

Na Tabela 7, observa-se que a E-caderina ¢ concordante, com expressao de fraca
intensidade, na superficie e na profundidade em 70 % no grupo de tumores de baixo
risco. A mesma concordancia foi observada em 64 % no grupo de alto risco Ja a
expressao de forte intensidade, na superficie e profundidade foi observada em 12 % no
grupo de baixo risco contra 22% no grupo de alto risco. Os demais apresentaram padrao
de imunoexpressao discordante, forte na superficie e fraco na profundidade, em 18% no
grupo de baixo risco contra 14 % no grupo de alto risco.

Em relagdo ao p53, observa-se que o mesmo ¢ concordante, com expressao fraca,
na superficie e profundidade em 52% do grupo de baixo risco contra 50% no grupo de
alto risco. No restante, observou-se que 24 % do grupo de baixo risco contra 40 % do
grupo de alto risco apresentaram padrdo de expressdo fraco na superficie e forte na
profundidade. E apenas o grupo de alto risco apresentou padrdo de expressdo forte na
superficie e fraco na profundidade em 5% dos mesmos.

A andlise do Ki-67 evidenciou que o referido marcador ¢ concordante, com
expressao fraca, na superficie e profundidade em 65% do grupo de baixo contra 64% no
grupo de alto risco. Nos demais, observou-se que 23 % do grupo de baixo risco contra
28 % do grupo de alto risco apresentaram padrdo de expressdo fraco na superficie e
forte na profundidade. O padrio de expressdo forte na superficie e fraco na

profundidade foi observado apenas no grupo de alto risco, em 3% dos mesmos.
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Tabela 7 — Expressao dos marcadores imuno-histoquimicos na superficie e profundidade em funcio
da classificacio quanto ao risco (NCCN 2013) (n=53)

Baixo risco

Alto risco

E-cad. na superficie Total E-cad. na superficie = Total
E-cad na profundidade 1+ou2+ 3+oud+ E-cad.na profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 12(70%) 3(18%) 15 1+ou2+ 23(64%) 5(14%) 28
3+oud+ 0(0%) 2(12%) 2 3+oud+ 0(0%) 8(22%) 8
Total 12 5 17 Total 23 13 36
Kappa = 0,485 ; p= 0,020 Kappa =0,672 ; p <0,001
p53 na superficie Total p53 na superficie Total
p53na profundidade 1+ou2+ 3+oud+ pS3na profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 9(52%) 0(0%) 9 1+ou2+ 18(50%) 2(5%) 20
3+oud+ 4(24%) 4(24%) 3+oud+ 14(40%) 2(5%) 16
Total 13 4 17 Total 32 4 36
Kappa=0,514; 0,015 Kappa =0,027 ; p=0,813
ki67 na superficie Total ki67 na superficie Total
ki67 na profundidade 1+ou2+ 3+oud+ ki67 na profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 11(65%) 0(0%) 11 1+ou2+ 23(64%) 1(3%) 24
3+oud+ 4(23%) 2(12%) 6 3+oud+ 10(28%) 2(6%) 12
Total 15 2 17 Total 33 3 36

Kappa =0,393; p = 0,041

Kappa=0,154; p=0,201

Os dados da tabela 8, mostraram que a E-caderina é concordante, com expressao
de fraca intensidade, na superficie e na profundidade em 70 % dos CEC com Breslow <
2mm e em 64% com Breslow > 2mm. A expressao de forte intensidade, na superficie e
profundidade foi observada em 15% do grupo com Breslow < 2mm e contra 23% com
Breslow > 2mm. Os demais apresentaram padrao de imunoexpressdo discordante, forte
na superficie e fraco na profundidade, em 15% do grupo com Breslow < 2mm contra 13
% com Breslow > 2mm.

Em relagdo ao p53, observa-se que o mesmo € concordante, com expressao de
fraca intensidade, na superficie e na profundidade em 47 % dos CEC com Breslow <
2mm e em 54% com Breslow > 2mm. A expressao de forte intensidade, na superficie e
profundidade foi observada em 15% do grupo com Breslow < 2mm e contra 3% com

Breslow > 2mm. Os demais apresentaram padrdo de imunoexpressdo discordante, fraco
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na superficie e forte na profundidade, em 23% do grupo com Breslow < 2mm contra 43
% com Breslow > 2mm.

A andlise do Ki-67, evidenciou que o referido marcador foi concordante, com
expressao de fraca intensidade, na superficie e na profundidade em 69 % dos CEC com
Breslow < 2mm e em 67% com Breslow > 2mm. A expressdo de forte intensidade, na
superficie e profundidade s6 foi observada em 15% do grupo com Breslow < 2 mm, ndo
ocorrendo esse padrdo no grupo com Breslow > 2mm. Os demais apresentaram padrio
de imunoexpressao discordante, fraco na superficie e forte na profundidade, em 8% do

grupo com Breslow < 2mm contra 33 % com Breslow > 2mm.

Tabela 8— Expressao dos marcadores imuno-histoquimicos na superficie e profundidade segundo

espessura medida pelo indice de Breslow (n=43).

Breslow <2mm Breslow > 2mm
E-cad. na E-cad. na
superficie Total superficie Total
E-cad na E-cad.na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 9(70%) 2(15%) 11 1+ou2+ 19 (64%) 4(13%) 23
3+oud+ 0(0%) 2(15%) 2 3+oud+ 0(0%) 7@23%) 7
Total 9 4 13 Total 19 11 30
Kappa =0,581; p=0,021 Kappa = 0,689; p < 0,001
p53 na superficie Total p53 na superficie Total
p33 na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ pS3na profundidade 1+ou2+ 3+ou4+
1+ou2+ 6(47%) 2(15%) g 1+ou2+ 16 (54%) 0(0%) 14
3+oud+ 323%) 2(15%) 5 3+oud+ 13(43%) 1(3%) 14
Total 9 4 13 Total 29 1 30
Kappa =0,156; p = 0,569 Kappa =0,076; p = 0,277
ki67 na superficie Total ki67 na superficie Total
ki67 na ki67 na
profundidade 1+ou2+ 3+ou4+ profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 9(69%) 1@8%) 10 1+ou2+ 20 (67%) 0(0%) 20
3+oud+ 1(8%) 2(15%) 3 3+oud+ 10 (33%) 0(0%) 10
Total 10 3 13 Total 27 3 30

Kappa =0,567; p = 0,041




56

Os dados da tabela 9, mostraram que a expressao da E-caderina foi concordante,
com expressao de fraca intensidade, na superficie e na profundidade em 66% dos CEC
com tamanho < 2cm e em 40% com tamanho > 2cm. A expressdo de forte intensidade,
na superficie e profundidade foi observada apenas no grupo com tamanho < 2cm (23%).
Os demais apresentaram padrao de imunoexpressao discordante, forte na superficie e
fraco na profundidade, em 11% do grupo com tamanho < 2cm contra 60 % com
tamanho > 2cm.

Em relagdo ao p53, observou-se que o mesmo foi concordante, com expressao
de fraca intensidade, na superficie e na profundidade em 54 % dos CEC com tamanho <
2cm e em 20% com tamanho > 2cm. A expressdo de forte intensidade, na superficie e
profundidade foi observada apenas no grupo com tamanho < 2cm (9%). Os demais
apresentaram padrdo de imunoexpressao com tamanho discordante, fraco na superficie e
forte na profundidade, em 37% do grupo com tamanho < 2cm contra 60 % com
tamanho > 2cm.

A andlise do Ki-67, evidenciou que o referido marcador foi concordante, com
expressao de fraca intensidade, na superficie e na profundidade em 74 % dos CEC com
tamanho < 2cm e em 40% com tamanho > 2cm. A expressdo de forte intensidade, na
superficie e profundidade s6 foi observada no grupo com tamanho < 2cm (3%). Os
demais apresentaram padrao de imunoexpressao discordante, fraco na superficie e forte

na profundidade, em 23% do grupo tamanho < 2c¢m contra 60 % com tamanho > 2cm.

Tabela 9— Expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos na superficie e profundidade em relacio

a0 tamanho do tumor (n=40)

Tamanho < 2cm Tamanho > 2c¢m
E-cad. na E-cad. na
superficie Total superficie Total
E-cad na E-cad.na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 23 (66%) 4 (11%) 27 1+ou2+ 2 (40%)  3(60%) 5
3+oud+ 0(0%) 2(15%) 8 3+oud+ 0(0%) 0(0%) 0
Total 23 12 35 Total 2 3 5

Kappa = 0,7243; p= 0,001 Kappa =0,689; p < 0,001
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p53 na superficie Total p53 na superficie Total
p53 na
profundidade 1+ou2+ 3+ou4+ pS3na profundidade 1+ou2+ 3+ou4+
1+ou2+ 19(54%) 0(0%) |9 I+ou2+ 1(20%) 0(0%)
3+oud+ 13 (37%) 3 (9%) 16 3+oud+ 3(60%) 0 (0%) 3
Total 32 3 35 Total 4 0 4
Kappa = 0,200; p = 0,048 Kappa=0,118; p=0,576
ki67 na superficie Total ki67 na superficie Total
ki67 na ki67 na
profundidade 1+ou2+ 3+oud+ profundidade 1+ou2+ 3+oud+
1+ou2+ 26 (76%) 0(0%) 26 1+ou2+ 2 (40%)  0(0%) 2
3+oud+ 8(23%) 1(3%) 9 3+oud+ 3 (60%) 0 (0%) 3
Total 34 1 35 Total 5 0 5
Kappa=0,157; p = 0,085
DISCUSSAO

O prognodstico do CEC depende, principalmente, do estadio clinico, com
especial aten¢ao ao local acometido, comprometimento linfonodal ou ndo e presenga de
metéstases a distincia V. A identificagdo de fatores progndsticos relacionados a
morfologia do tumor primdrio ¢ importante, pois a maioria das decisdes de tratamento
para pacientes com cancer ¢ feita baseada nos fatores progndsticos e preditivos, porém,
o mesmo tem valores limitados. Nesse sentido, a padronizagdo de critérios
histopatologicos para avaliacdo de CEC cutaneos se faz necessaria.

O CEC ¢ neoplasia maligna que usualmente exibe uma populagdo de células
heterogéneas e de subpopulagdes de células com variado potencial invasivo e
metastatico - O significado prognéstico do FIT nos CEC oral tem sido recentemente
reconhecido 21319, Estudos mostram que muitos eventos moleculares que favorecem a
disseminagdo do tumor, como: ganho ou perda de moléculas de adesdo, secrecdo de
enzimas proteoliticas, proliferacdo celular aumentada e inicio da angiogénese ocorrem
no FIT e se apresentam diferentes de outras regides tumorais como superficial e central.
),

Byre et al, baseados na hipdtese acima descrita, desenvolveram um sistema de
graduacdo morfologica de malignidade que analisa o FIT no carcinoma de células

escamosas da cavidade oral . Os autores observaram que as células das areas
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profundamente invasivas de um tumor (correspondentes ao FIT), mostraram alteragdes
mais parecidas com aquelas observadas em metdstases, além de possuirem maior
probabilidade de causar disseminacdo do tumor, sendo, desse modo, consideradas como
as células com potencial para o comportamento clinico da lesio maligna !®). Desde
entdo, outros autores t€m confirmado a significancia progndstica da graduagao do FIT
em CECs da cavidade oral e outros sitios como laringe e cérvice uterina %%, A
graduacdo do FIT ¢ baseada na avaliacdo de parametros histologicos qualitativos: 1)
grau de ceratinizag¢do, 2) polimorfismo nuclear, 3) padrao de invasdao e 4) infiltrado
inflamatério linfocitico. !

O objetivo do presente estudo foi caracterizar o FIT dos CECs cutaneos de
cabega e pescoco ¢ avaliar sua importidncia como fator prognéstico e comportamento
bioldgico. O FIT expansivo foi mais frequente tanto no grupo dos CECs bem e
moderadamente diferenciados (60% contra 40% dos infiltrativos), como também para o
grupo dos CECs pouco diferenciados ou indiferenciados (62,5% contra 25 % dos
infiltrativos). A analise do FIT infiltrativo, revelou que a maioria apresentava células
isoladas (81%) contra 19% sem células isoladas. O marcador AE1/AE3 foi importante
na determinagdo do tipo do FIT, propiciando avaliacdo detalhada e, em alguns casos,
auxiliou na disting@o do FIT infiltrativo em com e sem células isoladas.

Nao foi detectada nenhuma associacdo significativa entre os critérios de
prognostico recomendados pela 7° edicdo do AJCC e a sobrevida livre de doenga em
relag@o ao tipo de FIT no presente estudo.

Uma diferenca substancial do FIT em relagdo as areas superficie / centro tem
sido reportada pelo estudo imuno-histoquimico através do marcador E-caderina. . O
marcador em questdo ¢ uma molécula de adesdo e a diminuicdo dos niveis do mesmo
nas células ¢ fortemente associado ao potencial de invasdo e metastases em varios tipos
de cancer em humanos ¢ no CEC, nao cutaneo de cabega e pescogo, esta associada a
pior diferenciagio e poder metastatico mais alto “* 4! 42 Wang et al, estudaram a
expressdo da E-caderina no FIT do CEC, verificando que a imunoreatividade desse
marcador ¢ mais baixa no FIT do que na superficie e centro do tumor e que o referido
marcador no FIT estad estatisticamente associado ao grau histopatoldgico, tamanho e
espessura tumoral, além de baixa sobrevida .Franchi et al tem reportado que a perda
ou reducao da expressao da E-caderina em CEC de laringe t€ém relacdo com menor grau
de diferenciagdo do tumor e/ou presenga de metastase em linfonodos clinicamente

negativos. Desse modo, segundo Franchi, a E-caderina pode ser uma ferramenta ttil
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para identificar pacientes que tém risco consideravel para metastases ocultas que
necessitam de tratamento adicional. ®® Bankfalvi & Piffko, no entanto, nio mostraram
correlacdo significativa desse marcador com os fatores clinicos e progndsticos ®. No
presente trabalho, observou-se que 17% dos FIT expansivos e 13% dos FIT infiltrativos
(total de 30%) apresentaram o padrdo de marcacdo semelhante relatado por Wang et al.

Em neoplasias cutineas a superexpressao do p 53, um gene supressor tumoral, ¢
detectada com frequéncia e tem sido considerada como um evento precoce na
carcinogénse cutanea. As mutagdes, desse gene supressor tumoral, sdo as anormalidades
genéticas mais encontradas no CEC oral e a analise imuno-histoquimica da expressao da
proteina do p53 tem sido considerada como um marcador util de muta¢des do referido
gene . Stratijos et al observaram alta prevaléncia de imunoreatividade do p53 em
CECs ©9,

O Ki-67 mostra a capacidade de proliferacdo das células cancerigenas, existindo
controvérsias nos estudos relacionados com a aplicacdo clinica desse ultimo antigeno
como indicador prognéstico. Muitos artigos de CEC de cabega e pescogo tém
demonstrado que o ki-67 ndo tem valor prognostico para predizer o curso da doenca
(38.39 Roychowdhuey et al. ndo observaram nenhuma associago com o progndstico em
carcinomas nasofaringeais ®® Stoll et al. estudaram 107 pacientes com CEC de cabeca e
pescoco e carcinoma de orofaringe ¢ encontrou que o ki-67 nao esta habilitado para
predizer a sobrevida ou sobrevida livre de doenca ©®?. No entanto, Kurokawa et al
relatou que a expressdao aumentada do Ki-67 e o p53 correlacionam-se com CECs orais
pobremente dierenciados *?).

O FIT, em CECs orais, apresenta expressao mais elevada do ki-67 e do p53 em
4reas mais invasivas do tumor 237 Batinac et al. revelaram que a distribui¢do do
padrio de expressdo do ki-67 era similar a expressio da proteina p53 ¢7).

No presente estudo observou-se expressao mais alta do p53 na profundidade e
baixa na superficie em 30% dos FIT expansivos e 17% dos infiltrativos, (total de 47%),
enquanto para o Ki-67 a mesma expressao ocorreu em 30% dos FIT expansivos e 23%
dos infiltrativos, (total de 53%), evidenciando padrdo de expressdo semelhante ao
relatado na literatura para esses marcadores.

Embora ndo tenha sido observado associagdo entre os fatores prognosticos da 7
edicdo e as expressdes de E-caderina, ki-67 e p53, em sitios superficial e profundo, em
CEC cutaneos de cabega e pescogo, comprovou-se que a expressao do p53 apresentou

associagdo direta com a intensidade do processo inflamatdrio peritumoral. A associag@o
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do p53 com o infiltrado tumoral ¢ consistente com interagdao entre as c¢lulas do
infiltrado inflamatdrio e as células tumorais para a viabilizacdo da progressao do tumor
®),

Em relacdo a sobrevida livre de doenga em funcdo da expressdao da E-caderina,
ki-67 e p53, em sitios superficial e profundo, em CEC cutaneos de cabeca e pescoco,
ndo foi evidenciado associagao.

Os fatores de risco para recorréncia dos CEC cutaneos dividem esses tumores em
alto e baixo risco. Ao comparar a expressao dos marcadores E-caderina, p 53 e ki-67,
em sitios superficial e profundo comparando os CEC de baixo com os de alto risco,
observamos que: 1-E-caderina: a expressdo diminuida dessa proteina na profundidade,
como referida por Wang, foi observada tanto nos CEC da baixo risco (18%) como nos
CEC de alto risco (14%), perfazendo total de 22%; 2- para o p53 a expressdo forte na
profundidade, relatada por Batinac et al foi observada em menos da metade dos tumores
em ambos os grupos (24% no grupo de baixo risco e 40% no grupo de alto risco) e p Ki-
67 apresentou a mesma expressao do p 53 em aproximadamente % ,em ambos 0s grupos
(23% no de baixo risco e 28 % nos de alto risco).Ou seja, a forte expressao do p53 foi
mais frequente nos tumores de alto risco, (40%), do que nos tumores de baixo
risco,(24%), porém nao foi acompanhada pelo ki-67 (28%).

O indice de Breslow determina a espessura tumoral, ou seja, a dimensao vertical a
partir do ponto mais profundo de invasao ao topo da camada granulosa ou a célula mais
superficial em caso de ulceragdo. A medida de Breslow ¢ utilizada no estadiamento do
Melanoma como principal fator progndstico. Ao associar esse indice com a expressao
dos marcadores E-caderina, p 53 e ki- 67, em sitios superficial e profundo, vimos que:
1-E-caderina: apresentou a expressao diminuida na profundidade (relatada por Wang et
al) em 15% dos tumores com Breslow <2 mm e 13% dos tumores >2 mm; 2-p 53 teve
em 23% dos tumores com Breslow <2 mm e 43 % dos tumores > 2mm a expressao mais
forte na profundidade, referida por Batinac et al, e para o ki-67 a expressdao conforme
relatada por Batinac et al foi observada em 8% dos tumores <2 mm contra 33% dos
tumores >2mm. Portanto, em relagdo a espessura do tumor, observamos que o p53 foi
mais expresso na profundidade nas lesdes mais espessas (indice de Breslow maior que
2mm), e que foi acompanhada também pela expressao maior do Ki-67. Esse fato sugere
que p53 e Ki67 poderiam indicar progressdo tumoral nos carcinomas cutaneos de

cabega e pescoco.
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O tamanho do tumor ¢ um conhecido fator de risco para recorréncia dos CEC
cutdneos e a divisdo mais comumente observada ¢ maior ou menor que 2 cm. E ao
correlacionar esse fator de risco com a expressdo dos marcadores E-caderina, p 53 e ki-
67, em sitios superficial e profundo, evidenciou-se que: 1-) E-caderina: a expressao
fraca profundidade foi observada em 11% dos tumores <2 cm e em 60% dos tumores >
2 cm 2) p 53, expressdo forte na profundidade foi observada em 37% dos tumores < 2
cm contra 60% dos tumores > 2 cm e 3) Ki-67, o indice de proliferagdo celular (23%
tumores < 2 cm e 60% nos tumores > 2cm). Os achados mostram que a E-caderina, o
p53 e o ki-67 foram mais expressos em tumores cm tamanho > 2cm, mostrando
correlagdao desses marcadores com o tamanho.

A andlise de imuno-histoquimica foi realizada primariamente com intuito de
avaliar a expressdo diferencial das proteinas p53, Ki-67 e E-caderina entre as regides
mais superficiais e profundas de cada amostra de CEC cutaneo e mostrou que nenhum
dos trés marcadores apresentou associacdo com o tipo de FIT. Entretanto, os marcadores
imuno-histoquimicos estudados evidenciaram importante correlagdo com fatores
prognosticos atualmente utilizados para avaliagdo prognostica dos CEC cutadneos como
tamanho e espessura das lesoes. Em relacao ao FIT, os autores acreditam que estudos
futuros prospectivos, com grupos distintos de tumores de baixo risco e alto risco e
seccoes histoldgicas padronizadas poderdo ser uteis na definicdo da importancia da
classificagdo e interpretacdo do FIT para os CEC cutaneos.

Em resumo, podemos dizer que a avali¢do dos CECs com auxilio da imuno-
histoquimica pode constituir ferramenta adicional para analise e melhor entendimento
do comportamento bioldgico dessas lesdes tumorais. Ha necessidade de estudos
posteriores bem como ampliagdo da amostra para referendar e posicionar
adequadamente a utilidade desse parametro morfoloégico no estadiamento do CEC

cutaneo.
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CONCLUSOES

1. O tipo de fronte de invasdo no presente estudo, ndo apresentou associagdo com
os critérios prognoésticos histopatoldgicos ja conhecidos na literatura, em CEC
cutaneos de cabeca e pescoco.

2. A expressao de E-caderina, seja em sitio superficial ou profundo, ndo apresentou
associagdo com os critérios prognésticos histopatologicos ja conhecidos na

literatura, em CEC cutaneos de cabega e pescoco.

(98]

. A expressdo de Ki-67, seja em sitio superficial ou profundo, ndo apresentou
associacdo com os critérios prognoésticos histopatologicos j4 conhecidos na
literatura, em CEC cutaneos de cabega e pescogo.

4. A expressao de p53 em sitio superficial apresentou associacdo inversa com o
critério de espessura (nivel de invasdo da 7*. Edi¢ao do AJCC) e nenhuma outra
associagdo com os outros fatores prognosticos avaliados, em CEC cutaneos de
cabega e pescogo.

5. A expressdo de p53 em sitio profundo apresentou associa¢do direta com a

intensidade do processo inflamatdrio local, mas nenhuma outra associagdo com

os outros fatores prognosticos avaliados, em CEC cutaneos de cabeca e

PesCogo.

o)

. O tipo de fronte de invasdo ndo demonstrou na casuistica avaliada neste estudo,

impacto na sobrevida livre de doenca, em CEC cutaneos de cabega e pescoco.

~N

. As expressdes de E-caderina, ki-67 e p53, em sitios superficial e profundo, ndo
demonstraram impacto na sobrevida livre de doenca, em CEC cutineos de

cabega e pescoco.

[o¢]

. A expressao da E-caderina, em sitios superficial e profundo em relacio ao tipos

de FIT, mostrou no presente estudo, marca¢do diferenciada com forte

expressdo na superficie e fraca expressdo na profundidade em apenas 17% dos
FIT expansivos e 13 % dos FIT infiltrativos num total de 30% dos casos
estudados.

9. A expressao do p53, em sitios superficial e profundo em relacdo ao tipos de

FIT, mostrou no presente estudo, marcacdo diferenciada com fraca expressao

na superficie e forte expressdo na profundidade em apenas 30% dos FIT
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expansivos e 17 % dos FIT infiltrativos, com um total de 47% dos casos
estudados.

A expressao do ki-67, em sitios superficial e profundo em relacéo ao tipos de

FIT, mostrou no presente estudo, marcagdo diferenciada com fraca expressao
na superficie e forte expressdo na profundidade em apenas 30% dos FIT

expansivos e 23 % dos FIT infiltrativos, perfazendo total de 53%.

. A expressdo da E-caderina, em sitios superficial e profundo em relacdo aos

grupos de alto e baixo risco para recorréncia, mostrou no presente estudo,

marcacao diferenciada com forte expressao na superficie e fraca expressao na
profundidade em 18% dos FIT de baixo risco ¢ 14 % dos FIT de alto risco. A
expressdo da E-caderina com maior intensidade na superficie e menor
intensidade na profundidade foi observada na minoria dos tumores avaliados no
presente estudo.

A expressdo do p53, em sitios superficial e profundo em relacio aos grupos

de alto e baixo risco para recorréncia, mostrou no presente estudo, marcacao

diferenciada com fraca expressdo na superficie e forte expressdo na
profundidade em 52% dos FIT de baixo risco e 50 % dos FIT de alto risco.

A expressao do ki-67, em sitios superficial e profundo em relacio aos grupos

de alto e baixo risco para recorréncia, mostrou no presente estudo, marcacao

diferenciada com fraca expressdo na superficie e forte expressdo na
profundidade em apenas 23% dos FIT de baixo risco e 28 % dos FIT de alto
risco.

A expressdao da E-caderina, em sitios superficial e profundo em relacio a

espessura (Breslow), mostrou no presente estudo, marcacdo diferenciada com

forte expressdo na superficie e fraca expressdo na profundidade em 15% dos
tumores com Breslow <2 mm e 13 % dos tumores com Breslow >2 mm. A
expressao da E-caderina com maior intensidade na superficie e menor
intensidade na profundidade foi observada na minoria dos tumores estudados.

A expressao do p53, em sitios superficial e profundo em relaciio a espessura

(Breslow). mostrou no presente estudo, marcacdo diferenciada com fraca
expressao na superficie e forte expressao na profundidade em apenas 23% dos
tumores com Breslow <2 mm e em 43 % dos tumores com Breslow >2 mm.

A expressao do ki-67, em sitios superficial e profundo em relacio a espessura

(Breslow), mostrou no presente estudo, marcacdo diferenciada com fraca
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expressao na superficie e forte expressao na profundidade em apenas 8% dos
tumores com Breslow <2 mm e 33 % dos tumores com Breslow >2 mm.

A expressdo da E-caderina, em sitios superficial e profundo em relacdo ao
tamanho, mostrou no presente estudo, marcacdo diferenciada com forte
expressao na superficie e fraca expressao na profundidade em 11% dos tumores
com tamanho <2 cm e 60 % dos tumores com tamanho >2 cm. A expressdo da
E-caderina com maior intensidade na superficie e menor intensidade na
profundidade nos tumores >2 cm avaliados no presente estudo reproduziu os
dados da literatura.

A expressao do p53, em sitios superficial e profundo em relacio ao
tamanho, mostrou no presente estudo, marcagdo diferenciada com fraca
expressao na superficie e forte expressao na profundidade em 37% dos tumores
com tamanho <2 cm e 60 % dos tumores com tamanho >2 cm. A expressdo do
p53 com menor intensidade na superficie e maior intensidade na profundidade
nos tumores >2 cm avaliados no presente estudo reproduziu os dados da
literatura.

A expressao do Kki-67, em sitios superficial e profundo em relacao ao

tamanho, mostrou no presente estudo, marcagdo diferenciada com fraca

expressao na superficie e forte expressao na profundidade em 23% dos tumores
com tamanho <2 cm e 60 % dos tumores com tamanho >2 cm. A expressdao do
ki-67 com menor intensidade na superficie e maior intensidade na profundidade
nos tumores >2 cm avaliados no presente estudo reproduziu os dados da

literatura.
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ANEXO 1

e
' 4 Universidade Estadual Paulista
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubido Junior, sin®- Botucatu - S P
CEP 15618-970 i

Fone/Fax {0xx14) 3811-6143

e-mail secretana. capellup@fmb.unesp.br
e-mall coordenadoria tsarden@fmb,unesp. br

Registrado no Ministéric da Saude
am 30 de abril da 1957

Botucatu, 01 de agosto de 2011. Of. 332/11-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof® Dr* Maridngela Esther Alencar Marques
Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Maridngela,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa - (Protocolo CEP 3957-2011) “Avaliagdo das caracteristicas
histopatolégicas e imunohistoquimicas do fronte de invasdo tumoral do
carcinoma espinocelular cutdneo de cabega e pescogo e sua importancia
no comportamento bioldgice”, a ser conduzido por Juliana Carneiro Melo,
orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator, parecer favordvel,
aprovado em reunido do CEP de 01 de Agosto de 2.011.

Situacdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo do Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Secretdrio do CEP.
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ANEXO 2
Tabela A - Associacio entre variaveis do tumor e expressio da e-caderina na

superficie

E-caderina na superficie
Variavel Fraca Forte
Intensidade intensidade p®

Sexo
Masculino (n = 25) 9 6 0,285
Feminino (n = 15) 19 6

Linfonodo acometido
Nao (n =40) 27 13 1,000
Sim (n = 3) 2 1

Metastase a distancia
Nao (n=43) 29 14 1,000
Sim (n=0) 0 0

Tipo de CEC
Usual (n=41) 28 13 1,000

Acantolitico (n =4) 3 1

Intensidade de processo inflamatério
Leve (n=17) 13 4 0,082
Moderada (n = 18) 9
Intensa (n = 10) 9 1

Tamanho do tumor (7° edi¢ao)
<2cm (n=37) 26 11 0,313
>2c¢m (n=5) 2 3

Grau histopatologico (7° edicao)
Bem ou moderadamente diferenciado (n =41) 29 12 0,578
Pouco diferenciado ou indiferenciado (n = 4) 2 2

Espessura, nivel de invasao (7° edicao)
Clark <4 ou Breslow < 2mm (n = 13) 10 3 0,724
Clark > 4 e Breslow> 2mm (n = 32) 21 11

Invasao perineural (7° Edic2o)
Nao (n=43) 31 12 0,092
Sim (n=2) 0 2

Invasao perivascular
Nao (n =44) 30 14 1,000
Sim(n=1) 1 0

Condicao das margens
Livres (n = 36) 26 10 0,353
Comprometidas (n = 6) 3 3

Células isoladas nas invasdes infiltrativas
Nao (n=4) 3 1 1,000
Sim (n=17) 12

(1)Teste exato de Fisher
)
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Tabela B -Associa¢do entre variaveis do tumor e expressao da E-caderina na

profundidade.
E-caderina na
profundidade
Variavel Fraca Forte p®
intensidade intensidade
Sexo
Masculino (n = 25) 22 3 0,654
Feminino (n = 15) 12 3
Linfonodo acometido
Nao (n =40) 34 6 0,421
Sim (n = 3) 2 1
Metastase a distancia
Nao (n=43) 36 7 1,000
Sim (n=0) 0 0
Tipo de CEC
Usual (n=41) 34 7 1,000
Acantolitico (n =4) 4 0
Intensidade de processo inflamatério
Leve (n=17) 14 3 1,000
Moderada (n = 18) 14 4
Intensa (n = 10) 10 0
Tamanho do tumor (7° edi¢ao)
<2cm (n=137) 30 7 0,569
>2cm (n=15) 5 0
Grau histopatologico (7° edicao)
Bem ou moderadamente diferenciado (n =41) 36 5 0,108
Pouco diferenciado ou indiferenciado (n = 4) 2 2
Espessura, nivel de invasao (7° ediciao)
Clark <4 ou Breslow < 2mm (n = 13) 13 0 0,089
Clark > 4 e Breslow> 2mm (n = 32) 25 7
Invasao perineural (7° Edic2o)
Néo (n =43) 37 6 0,290
Sim (n=2) 1 1
Invasao perivascular
Nao (n=44) 37 7 1,000
Sim(n=1) 1 0
Condicao das margens
Livres (n = 36) 30 6 1,000
Comprometidas (n = 6) 5 1
Células isoladas nas invasdes infiltrativas
Nao (n=4) 3 0,352
Sim (n=17) 16

(1)Teste exato de Fisher ou Qui-Quadrado
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Tabela C - Associacio entre variaveis do tumor e expressio da p53 na superficie

p53 na superficie
Variavel Fraca Forte
intensidade intensidade p®

Sexo
Masculino (n = 25) 21 4 1,000
Feminino (n = 15) 13 2

Linfonodo acometido
Nao (n =40) 35 5 0,370
Sim (n = 3) 2 1

Metastase a distancia
Nao (n=43) 37 6 1,000
Sim (n=0) 0 0

Tipo de CEC
Usual (n=41) 35 6 1,000
Acantolitico (n =4) 4 0

Intensidade de processo inflamatério
Leve (n=17) 15 2 0,736
Moderada (n = 18) 16 2
Intensa (n = 10) 8 2

Tamanho do tumor (7° edi¢ao)
<2cm (n=37) 33 4 0,488
>2cm (n=5) 4 1

Grau histopatologico (7° edicao)
Bem ou moderadamente diferenciado (n =41) 35 6 1,000
Pouco diferenciado ou indiferenciado (n = 4) 4 0

Espessura, nivel de invasao (7° ediciao)
Clark <4 ou Breslow < 2mm (n = 13) 9 4 0,049
Clark > 4 e Breslow> 2mm (n = 32) 30 2

Invasao perineural (7° Edic2o)
Nao (n=43) 37 6 1,000
Sim (n=2) 2 0

Invasao perivascular
Nao (n=44) 39 5 0,133
Sim(n=1) 0 1

Condiciao das margens
Livres (n =36) 32 4 0,197
Comprometidas (n = 6) 4 2

Células isoladas nas invasdes infiltrativas
Nao (n=4) 3 1 1,000
Sim (n=17) 14

(1) Teste exato de Fisher



Tabela D - Associacio entre variaveis do tumor e expressao da p53 na

profundidade
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pS3 na profundidade
Variavel Fraca Forte

intensidade intensidade p®

Sexo
Masculino (n = 25) 13 12 0,744
Feminino (n = 15) 7 8

Linfonodo acometido
Nao (n=40) 21 19 0,243
Sim (n = 3) 3 0

Metastase a distancia
Nao (n=43) 24 19 1,000
Sim (n=0) 0 0

Tipo de CEC
Usual (n=41) 21 20 0,611
Acantolitico (n =4) 3 1

Intensidade de processo inflamatério
Leve (n=17) 13 4 0,046
Moderada (n = 18) 8 10
Intensa (n = 10) 3 7

Tamanho do tumor (7° edi¢ao)
<2cm (n=137) 20 17 0,347
>2c¢m (n=5) 1 4

Grau histopatologico (7° edicao)
Bem ou moderadamente diferenciado (n =41) 23 18 0,326
Pouco diferenciado ou indiferenciado (n = 4) 1 3

Espessura, nivel de invasao (7° edi¢ao)
Clark <4 ou Breslow < 2mm (n = 13) 7 6 0,965
Clark > 4 e Breslow> 2mm (n = 32) 17 15

Invasao perineural (7° Edic2o)
Nao (n=43) 23 20 1,000
Sim (n=2) 1 1

Invasao perivascular
Nao (n =44) 24 20 0,467
Sim (n=1) 0 1

Condicao das margens
Livres (n = 36) 20 16 0,184
Comprometidas (n = 6) 1 5

Células isoladas nas invasées infiltrativas
Nao (n=4) 1 3 0,272
Sim (n=17) 11 6

(1) Teste exato de Fisher ou Qui-Quadrad
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Tabela E - Associacio entre variaveis do tumor e expressao da Ki-67 na superficie

Ki-67 na superficie
Variavel Fraca Forte
intensidade intensidade  p®»

Sexo
Masculino (n = 25) 23 2 1,000
Feminino (n = 15) 14 1

Linfonodo acometido
Nao (n =40) 38 2 0,199
Sim (n = 3) 2 1

Metastase a distancia
Nao (n=43) 40 3 1,000
Sim (n=0) 0 0

Tipo de CEC
Usual (n=41) 38 3 1,000
Acantolitico (n =4) 4 0

Intensidade de processo inflamatorio
Leve (n=17) 15 2 0,601
Moderada (n = 18) 17 1
Intensa (n = 10) 10 0

Tamanho do tumor (7° edi¢cao)
<2cm (n=37) 35 2 1,000
>2cm (n=Y5) 5 0

Grau histopatologico (7° edi¢ao)
Bem ou moderadamente diferenciado (n =41) 38 3 1,000
Pouco diferenciado ou indiferenciado (n = 4) 4 0

Espessura, nivel de invasao (7° edicio)
Clark <4 ou Breslow <2mm (n = 13) 11 2 0,196
Clark > 4 e Breslow> 2mm (n = 32) 31 1

Invasio perineural (7° Edi¢ao)
Nao (n=43) 40 3 1,000
Sim (n=2) 2 0

Invasao perivascular
Nao (n =44) 41 3 1,000
Sim(n=1) 1 0

Condicao das margens
Livres (n = 36) 34 2 0,378
Comprometidas (n = 6) 5 1

Células isoladas nas invasdes infiltrativas
Nao (n=4) 4 0 1,000
Sim (n=17) 16 1

(1) Teste exato de Fisher



Tabela F- Associacao entre variaveis do tumor e expressao da Ki-67 na
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profundidade
Ki-67 na profundidade
Variavel Fraca Forte
intensidade intensidade p®

Sexo
Masculino (n = 25) 18 7 0,722
Feminino (n = 15) 10 5

Linfonodo acometido
Nao (n=40) 28 12 1,000
Sim (n = 3) 2 1

Metastase a distancia
Nao (n=43) 30 13 1,000
Sim (n=0) 0 0

Tipo de CEC
Usual (n=41) 28 13 0,308
Acantolitico (n =4) 4 0

Intensidade de processo inflamatério
Leve (n=17) 12 5 0,840
Moderada (n = 18) 12 6
Intensa (n = 10) 8 2

Tamanho do tumor (7° edi¢ao)
<2cm (n=137) 29 8 0,103
>2c¢m (n=5) 2 3

Grau histopatologico (7° edicao)
Bem ou moderadamente diferenciado (n =41) 28 13 0,308
Pouco diferenciado ou indiferenciado (n = 4) 4 0

Espessura, nivel de invasao (7° ediciao)
Clark <4 ou Breslow < 2mm (n = 13) 10 3 0,725
Clark > 4 e Breslow> 2mm (n = 32) 22 10

Invasao perineural (7° Edic2o)
Nao (n=43) 30 13 1,000
Sim (n=2) 2 0

Invasiao per

Ivascular
Nao (n =44) 32 12 0,289
Sim (n=1) 0 1

Condicao das margens
Livres (n = 36) 25 11 1,000
Comprometidas (n = 6) 4 2

Células isoladas nas invasées infiltrativas
Nao (n=4) 3 1 1,000
Sim (n=17) 14 3

(1) Teste exato de Fisher
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ANEXO 3

Tabela G-Sobrevida livre de doen¢a em fun¢io da expressao da E-caderina na

superficie
E-caderina na superficie
Fraca intensidade  Forte intensidade  p®
Tempo entre diagndstico até a 9,6 0,3 5,9+0,5 0,071

recidiva (anos)

(2) (1) Teste de Log Rank

Tabela H-Sobrevida até a recidiva em funcio da expressao da E-caderina na

profundidade
E-caderina na profundidade
Fraca intensidade  Forte intensidade  p®
Tempo entre diagnoéstico até a 9,4+0,3 5,7+0,8 0,084

recidiva (anos)

(3) (1) Teste de Log Rank

Tabela I -Sobrevida livre de doenca em funciio da expressao da pS3 na superficie

P53 na superficie

Fraca intensidade  Forte intensidade  p®

Tempo entre diagndstico até a 8,3+0,3 8,0+1,7 0,251
recidiva (anos)

(4) (1) Teste de Log Rank

Tabela J - Sobrevida livre de doen¢a em fun¢io da expressdo da p5S3 na

profundidade
pS53 na profundidade
Fraca intensidade  Forte intensidade  p®
Tempo entre diagnoéstico até a 8,2+04 9,0+0,6 0,805

recidiva (anos)

(5) (1) Teste de Log Rank
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Tabela L - Sobrevida livre de doenca em funcio da expressiao da ki67 na superficie

Ki67 na superficie

Fraca intensidade  Forte intensidade  pW

Tempo entre diagnoéstico até a 9,2+0,3 6,0+2,4 0,153
recidiva (anos)

(6) (1) Teste de Log Rank

Tabela M - Sobrevida livre de doenca em funcio da expressio da Kki67 na

profundidade
Ki67 na profundidade
Fraca intensidade  Forte intensidade  p®
Tempo entre diagnoéstico até a 8,5+0,3 8,4+0,9 0,337

recidiva (anos)

(7) (1) Teste de Log Rank



ANEXO 4

Tabela N- Fatores de risco para recorréncia para CEC de pele (NCCN, 2013)

H&P

Baixo risco

Alto risco

Localizacdo/ tamanho

Bordas

Primario vs. Recorrente
Imunossupressdo

Sitio de RT prévia ou
processo inflamatorio
cronico

Tu crescendo rapidamente
Sintomas neuroldgicos

Patologia

Grau de diferenciagao

Adenoide (acantolitico),
adenoescamoso (mostrando
producdo de mucina) ou
subtipos desmoplasticos

Profundidade: espessura2
ou nivel de Clark

Envolvimento perineural ou
vascular

Area L <20mm
Area M < 10mm
Area H < 6mm3
Bem definida
Primario

)

)

)

)

Bem diferenciado

Q)

<2mmou I, II, IIT

Q)

Area L >20mm
Area M > 10mm
Area H> 6mm3
Pouco definida
Recorrente

()
()

()
()

Moderado ou pouco
diferenciado

()

>2mmou IV, V

()

Area H = "areas de mascara" da face (face central, sobrancelhas, palpébras, periorbital,
nariz, labios [cutaneo e vermilion], queixo, mandibula, pele/sulco preauricular e pos-
auricular, t€mpora, orelha), genitalia, maos e pés.

Area M = bochechas, fronte, couro cabeludo, pescogo e pré-tibia

Area L = tronco e extremidades (excluindo pré-tibia, maos, pés, unidades de unhas e

tornozelos)
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