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RESUMO

Bueno Filho, R. Marcadores preditivos do comprometimento das margens cirurgicas do
Carcinoma Basocelular. [tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, 2015. 155 f.

O carcinoma basocelular (CBC) é malignidade de incidéncia elevada e crescente na
populagdo caucasiana, e sua expressiva prevaléncia nos servicos de saude remete a
necessidade de avaliagdo dos indices de cura. O presente estudo analisou marcadores
clinicos preditivos do comprometimento das margens cirurgicas do CBC, em conjunto
com um painel de marcadores imuno-histoquimicos (IHQ). Analisou-se 1294 laudos
histopatolégicos de CBC, emitidos durante 2011, e incluidos 674 casos de exciséo
cirurgica completa realizada por diferentes especialidades em hospital terciario. Foram
selecionados 40 casos dos diferentes subtipos histolégicos para realizagdo de IHQ para
os marcadores Ber-EP4, MNF116, E-Caderina e VEGF, analisados por sistema digital de
captacdo de imagens e programa de computador. Na amostra, houve predominio de
homens (60,4%) com idade média de 68 anos, da localizagéo cefalica (71%) e do subtipo
nodular (61%); da ulceracdo (p= 0,003) e do didmetro médio superior dos CBC nos
homens (307,41 mm? x 190,74 mm?; p< 0,001); do subtipo superficial de localizagdo no
tronco (p< 0,001) e em mais jovens (<73 anos; p= 0,001); do subtipo nodular (p< 0,001) e
ulcerado (p= 0,05) no segmento cefalico. A especialidade Dermatologia foi responsavel
pela maioria das cirurgias (78%), cuja dimensdo média e indice de margens cirurgicas
livres dos CBC excisados foram respectivamente 274 mm? e 95%, seguida por 279 mm?
e 89% na Cirurgia Plastica, 218 mm? e 60% na Cirurgia de Cabeca e Pescogo (CCP), 87
mm® e 49% na Oftalmologia. O risco para desfecho em margens cirlrgicas
comprometidas foi determinado para: subtipo micronodular (OR 3,41; IC 95% 1,71 — 6,80;
p=0,001); localizagao cefalica (OR 8,33 IC 95% 1,05 — 50; p= 0,045); excisbes realizadas
pelas especialidades Oftalmologia (OR 10,12; IC 95% 4,40 — 23,27; p= 0,001) e CCP
(OR 9,67; IC 95% 5,14 — 18,21; p= 0,001). A imunomarcacgao pelo Ber-EP4, MNF116 e E-
Caderina foi homogénea e de intensidade moderada a acentuada nas células
neoplasicas em todos os subtipos; os valores de intensidade da marcagao, percentual de
area e escore para o MNF116 discriminaram os CBC agressivos (esclerodermiforme e
micronodular) daqueles nao agressivos (nodular e superficial); e foram superiores para E-
Caderina no subtipo superficial; o percentual de células marcadas pelo VEGF foi superior
nos tumores agressivos (p< 0,001). O segmento cefalico e o subtipo micronodular,
seguido do esclerodermiforme, implicam em riscos elevados para o comprometimento
das margens e merecem aten¢ao quanto ao manuseio cirurgico. A imunomarcag¢ao por
Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina pode auxiliar na identificagdo de ninhos tumorais
multifocais no subtipo superficial, ou em meio ao processo inflamatério nos subtipos
agressivos. A marcagao da E-Caderina pode representar o padrdo menos agressivo e de
crescimento radial do subtipo superficial; e a do VEGF, nos tumores mais agressivos, ser
indicativa do papel desta proteina no comportamento mais invasivo. A especialidade
Dermatologia tem expressiva participagcdo institucional e niveis de resolubilidade
superiores, representada pelas maiores frequéncias de excisdo de CBC e de margens
cirurgicas livres. O reconhecimento de fatores preditivos para desfecho em margens
cirurgicas comprometidas é de fundamental relevancia para o planejamento cirurgico e
obtencao das mais elevadas taxas de cura.

Palavras-chave: Carcinoma basocelular. Neoplasia Residual. Predigdo. Recidiva.
Grupos de Risco. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Bueno Filho, R. Predictive markers of surgical margins commitment in basal cell
carcinoma. [thesis]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto, 2015. 155 p.

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common human malignancy and it is increasing
its incidence in the Caucasian population. The significant prevalence of cases in
specialized health services indicates the need of assessment of cure rates. The present
study analyzed clinical predictive markers of compromised surgical margins in BCC in
association with a panel of Immunohistochemistry (IHC) markers. We analyzed 1294 BCC
histopathological reports during 2011, and 674 cases of complete surgical excision
performed by different specialties in a tertiary hospital were included. From the sample, 40
cases of different histological subtypes were selected to perform IHC markers Ber-EP4,
MNF116, E-cadherin and VEGF, which were analyzed by digital image capture system
and computer program. There was male predominance (60.4%) with mean age of 68
years, location at cephalic segment (71%) and nodular subtype (61%), ulceration (p=
0.003) and higher average size of CBC in men (307.41 mm? x 190.74 mm?: p< 0.001);
superficial subtype was more frequent on trunk (p< 0.001) and in younger than 73 years
(p< 0.001); nodular subtype (p< 0.001) and ulceration (p= 0.05) at cephalic segment. The
specialty Dermatology performed the majority of surgeries (78%), and the average size
and the index of free surgical margins were 274 mm? and 95% in Dermatology, 279 mm®
and 89% in Plastic Surgery, 218 mm® and 60% in Head and Neck Surgery (HNS), 87 mm®
and 49% in Ophthalmology. The risk for compromised surgical margins was determined
for: micronodular subtype (OR 3.41; 95% Cl 1.71 — 6.80; p= 0.001); location at cephalic
segment (OR 8.33; 95% CI 1.05 — 50; p= 0.045); excisions performed by Ophthalmology
(OR 10.12; 95% Cl 4.40 — 23.27; p= 0.001) and HNS (OR 9.67; 95% CI 5.14-18.21; p=
0.001). Immunostaining by Ber-EP4, MNF116 and E-cadherin was homogeneous and
moderate to high intensity within the neoplastic cells in all BCC subtypes; values obtained
from staining intensity, percentage of area and score for the MNF116 showed difference
between aggressive BCC (morpheaform and micronodular) and non-aggressive
(superficial nodular); and were higher for E-cadherin in superficial BCC; the percentage of
marked cells by VEGF was higher in aggressive tumors (p< 0.001). The cephalic segment
and micronodular subtype, followed by the morpheaform, imply high risks for
compromised margins and deserve attention during the surgical treatment by trained
experts. The immunohistochemistry markers Ber-EP4, MNF116 and E-cadherin may help
the identification of multifocal tumor nests in superficial subtype or amid the inflammatory
process in the aggressive subtypes. E-cadherin staining may represent the least
aggressive and radial pattern of growth of superficial subtype. VEGF staining in
peritumoral inflammatory cells of aggressive tumors may be indicative of the role of this
protein in more invasive behavior of these subtypes of the BCC. Dermatology has
significant institutional participation with highest resolution, represented by higher
frequency of BCC excision and less compromised surgical margins. Knowing the
predictive factors for compromised surgical margins is important for planning surgical
treatment and obtaining the highest cure rates.

Key words: Basal Cell Carcinoma. Residual Neoplasia. Prediction. Relapse. Risk groups.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO

1.1 Carcinoma basocelular

1.1.1 Epidemiologia e etiopatogenia

O céancer de pele nao-melanoma € a neoplasia maligna mais frequente
na populagdo mundial (Greinert et al., 2009). O aumento crescente da sua
incidéncia, cerca de 3 a 10% por ano, o torna um problema de saude publica
(Roewert-Huber et al., 2007). O carcinoma basocelular (CBC) ou epitelioma
basocelular € uma neoplasia maligna derivada das células ndo queratinizadas que
se originam da camada basal da epiderme, correspondendo a cerca de 75% dos
canceres cutaneos nao-melanoma.

O CBC apresenta crescimento lento e localmente invasivo (Telfer et al.,
2008). Quando detectado precocemente apresenta altas chances de cura, porém
se deixado sem tratamento, a invasdo local leva a dano tecidual consideravel,
com comprometimento da funcédo e da estética. A morbidade resulta da invasao
tecidual e destruic¢ao local, particularmente em face, pescogo e couro cabeludo.

A literatura mostra que os tumores sao mais frequentes em pacientes a
partir da sexta década de vida, com discreta prevaléncia do sexo masculino
(Gallagher et al., 1990; Miller et al., 1994; Karagas et al., 1999; Chinem e Miot,
2011; Jurciukonyte, 2013). As areas fotoexpostas da face, do couro cabeludo e do
pescoco sao as principais regides acometidas. Cerca de 20% dos casos
envolvem o nariz e 17% o restante da face (Crowson, 2006).

Betti et al. (2009) avaliaram 175 casos de CBC dos subtipos nodular,
superficial e esclerodermiforme, de acordo com o sitio primario (cabeca, pescogo
tronco e membros), divididos em dois grupos etarios: menores de 40 anos e
maiores de 90 anos. Os autores observaram que os individuos mais jovens
apresentam maior prevaléncia de CBC superficiais e lesdes em tronco que os
idosos (p<0.05 e p<0.01 respectivamente). Demonstraram também que o subtipo

clinico esta associado a regido anatémica, independente do sexo e idade, isto é,
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ao menos em alguns pacientes a localizagdo do CBC pode favorecer o
desenvolvimento de um subtipo em particular.

Segundo Armstrong e Kricker (1995), Gailani e seus colaboradores
(1996a), os fatores etioldégicos mais significantes parecem ser a predisposi¢cao
genética e a exposi¢cao a radiagao ultravioleta, tanto exagerada e intermitente
quanto a cumulativa. Acredita-se na possibilidade da pele na infancia ser mais
suscetivel ao efeito carcinogénico da radiagdo ultravioleta (RUV) (Corona et
al.,1996).

A luz ultravioleta (UV) compreende energias com comprimento de onda
variando entre 200 a 400nm, subdividindo-se em bandas UVA, UVB e UVC. O
espectro UVB (290 a 320 nm) gera dano direto no DNA, mutacédo de genes
supressores de tumor — cerca de 50% dos casos de CBC apresentam mutagéo no
gene Tp53 — e alteragéo do sistema imune resultando na indugao da formagao de
CBC (Situm et al., 2008). Segundo estudo de Laat e de Gruijl (1996), os maiores
tempos de exposi¢cao solar com o uso de bloqueadores UVB e o desejo de
bronzeamento da populacdo estda levando a um aumento do potencial
carcinogénico da banda UVA (320 a 400nm) nos ultimos 30 anos. E reconhecido
um periodo de laténcia de 20 a 50 anos entre o dano no DNA causado pela RUV
e a manifestagao clinica do tumor (Situm et al., 2008).

Os fototipos | e Il de Fitzpatrick, a histéria de cancer de pele na familia,
a idade maior que 50 anos, o sexo masculino, 0 uso de imunossupressores, a
exposicao ao arsénico e a radiacdo ionizante sdo outros fatores reconhecidos
como predisponentes ao desenvolvimento dessa neoplasia (Zak-Prelich et al.,
2004). Em CBC de membros inferiores, o sexo feminino apresenta trés vezes
mais lesdes que o masculino (Miki, 1968).

Algumas sindromes genéticas levam a maior propensdo ao
desenvolvimento de multiplos CBC, tais como sindrome do nevo basocelular
(sindrome de Gorlin), sindrome de Bazex e sindrome de Rombo (Castori et al.,
2012).

O excesso de atividade das proteinas sinalizadoras da familia
Hedgehog tem sido relacionado com o surgimento de tumores como o CBC, o
meduloblastoma e o rabdomiossarcoma. Mais recentemente, essa familia de
proteinas foi relacionada com a neoangiogénese, podendo, através desse

mecanismo, ser também responsavel pela formacao de neoplasias (Nagase et al.,
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2008). O gene humano homdlogo da Drosophila (PTCH), localizado no
cromossomo 9qg22.3, esta frequentemente alterado ou deletado em 60% dos
casos de CBC esporadicos (Greinert, 2009).

Individuos que tiveram CBC tém maior risco de desenvolvimento de
novos tumores basaloides em outras localidades e uma maior chance de
desenvolvimento de melanoma, mas nao de outras malignidades (Bower et al.,
2000).

1.1.2 Manifestagoes clinicas

Os CBC geralmente apresentam-se como lesdo friavel, que nao
cicatriza, sangrante, recorrente, normalmente com bordas peroladas, podendo
também ser ulcerada. O grau de vascularizagao varia, podendo ou ndo apresentar
telangiectasias na superficie. As caracteristicas clinicas variam de acordo com os
diferentes subtipos clinicos do tumor.

Leibovitch et al. (2005) relataram o acometimento perineural em
aproximadamente 50% dos casos de CBC perioculares. Nestas situagdes, podem
ser encontrados sintomas algicos, parestesias e paralisias. Niazi e Lamberty
(1993) sugeriram que, quando ocorre o aparecimento de sintomas neuroldgicos
em locais de tratamento prévio de cancer, a hipétese de acometimento neural
deve ser aventada.

Clinicamente, divide-se o CBC em subtipos, sendo os mais comuns o
nodular e o superificial.

O CBC nodular é o subtipo clinico mais comum. Consiste em papula ou
nddulo translucido, geralmente com telangiectasias e borda infiltrada (Figura 1a e
1b). Além disso, apresenta crescimento insidioso e pode ulcerar na superficie. O
diagndstico diferencial é feito, principalmente, com nevo intradérmico, tumores de
anexo e hiperplasia sebacea (McCormack et al., 1997).

Quando o tumor apresenta aumento na melanizagdo é classificado
como CBC nodular pigmentado e tem como principal diagnéstico diferencial o

melanoma nodular (K D et al., 2013).
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Em casos de ulceragao central com permanéncia da borda infiltrada, de
tonalidade perolada e crescimento lento, recebe o nome de Uulcera rotunda.
Raramente, tem comportamento agressivo, o qual € associado a infiltragdo de
tecidos profundos. Na face, pode comprometer o globo ocular, o nariz e, nos
casos de invasao do cranio, a meninge (Gormley et al., 1978).

O CBC superficial é caracterizado por placa ou patch eritematoso, bem
delimitado, lembrando uma lesdo eczematizada (Figura 1c), muitas vezes
pigmentados (Saldanha et al., 2003). A epiderme que compde a area central da
lesdo € geralmente atréfica, com escama aderente, de crescimento centrifugo.
Encontram-se predominantemente no tronco e, quando associado ao aumento da
vascularizagao, deve-se diferenciar da doenga de Paget e da doenca de Bowen
(McCormack et al., 1997).

Ja o esclerodermiforme é variante de crescimento agressivo, que
recebe o nome por promover uma intensa fibrose assemelhando-se a uma lesao
de morfeia. Apresenta-se como uma placa solitaria, amarelada e discretamente
atrofica (Figura 1e e 1f). Essa lesdo possui limites imprecisos, mas através da
palpacdo €& possivel observar a infiltracdo da derme. Por apresentar uma
infiltracao dérmica superior a epidérmica, quando ocorre a ulceracao, esta é tardia
(Raasch et al., 2006).

O CBC gigante é definido como uma lesdo maior de cinco centimetros
de didmetro (Figura 1d), agressiva e com alto risco de recorréncia e
morbimortalidade (Archontaki et al., 2009).
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Figura 1 - Aspectos clinicos do CBC.

(a) CBC nodular: papula perlacea, com telangiectasias e exulceragoes; (b)
CBC nodular: nédulo perlaceo, com ulceragdes e crostas, pigmentado; (c)
CBC supefficial: patch eritematoso, descamativo, com bordas perlaceas; (d)
CBC gigante: tumoragdo eritematosa e vegetante com pontos de
sangramento e algumas areas de crostas, com aspecto perolado nas regides
epitelizadas. (e) CBC esclerodermiforme: lesdao eritematosa com hipocromia
central e aspecto cicatricial em dorso. (f) CBC esclerodermiforme (detalhe):
placa eritematosa, centro cicatricial com telangectasias em bordas e
ulceracao e crosta em terco distal.
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O fibroepitelioma de Pinkus apresenta uma classificagdo ainda
controversa. Apesar de poder ser categorizado como uma variante do
tricoblastoma, pode também ser aceito como um subtipo raro e indolente de CBC.
Apresenta-se tipicamente como uma lesao polipoide localizada no tronco de
adultos do sexo masculino, entre a quarta e a sexta décadas de vida. Pode ser
unica ou multiplas lesdes pedunculadas, sésseis, réseas ou normocrémicas, no

tronco ou nas extremidades (Su et al., 2006; Pan et al, 2008).

1.1.3 Diagnéstico e progndstico

O diagnéstico pode ser inferido através do exame clinico
dermatolégico, sendo que o refinamento diagndstico pode ser obtido com o uso
do dermatoscépio (Figura 2). Um estudo demonstrou que a acuracia diagnostica é
de 70% para dermatologistas experientes, 65% para dermatologistas em inicio de

carreira e 64% entre os residentes da area (Presser et al., 1987).

a) b)

Figura 2 - Aspecto clinico do CBC nodular e pigmentado — Diagnéstico Dermatoscépico.
(a) Papula algo perolada com 3 pontos pigmentados, cujo diagndstico
diferencial é comedo aberto. (b) Dermatoscopia (10x) mostrando
telangectasias, exulceragdes, pontos de pigmento azulado tipo ninhos
ovoides.
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A biopsia esta indicada quando existe duvida clinica ou quando o
subtipo histopatologico da lesdo pode influenciar na deciséo terapéutica e no
prognoéstico (Tabela 1), evitando dessa forma a ocorréncia de invasao com
destruicao tecidual e diminuindo as chances de recorréncia e metastase (Telfer et
al., 2008).

Tabela 1 - Fatores que influenciam o prognéstico do CBC

Risco de recorréncia

Fator i _ i
Baixo Risco Alto Risco
Dimensao Tumores <2 cm Tumores > 2 cm
Regides centro faciais,
L Tronco, extremidades, especialmente ao redor
Localizacao

couro cabeludo, malar

de olhos, nariz, labios e

orelhas

Definigao das margens

cirargicas

Margens bem

delimitadas

Margens mal delimitadas

Tipo histolégico

Nodular e superficial

Micronodular,
esclerodermiforme e

infiltrativo

Caracteristicas
histolégicas da

agressao

Envolvimento perineural

ausente

Envolvimento perineural

presente

Falha de tratamentos

prévios

Lesbes primarias

Lesdes recorrentes

Imunossupressao

Auséncia de

imunossupressao

Presenca de

imunossupressao

Adaptado de: Telfer NR et al. Guidelines for the management of basal cell

carcinoma. Review. Br J Dermatol. 2008;159(1):35-48.
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A realizagao de exames de imagem como tomografia computadorizada
ou ressonancia magnética sao justificadas em casos de suspeita de invasao

neural, orbitaria ou de glandula parétida (Leibovitch et al., 2005).

1.1.4 Histopatologia

Os CBC sao classificados de acordo com o seu tipo de evolugao
(Crowson et al., 1996). As variantes de crescimento indolente sao o superficial e o
nodular, e as de crescimento agressivo sao o infiltrativo, o metatipico (antigo
basoescamoso), o esclerodermiforme e, para alguns autores como Betti et al.
(2009), o micronodular (por reconhecerem o maior risco de recidiva deste subtipo
em relagdo a variante nodular convencional). Aproximadamente um tergo dos
tumores apresenta padrdes histolégicos mistos (Sexton et al., 1990).

As caracteristicas em comum dos CBC sao o predominio de células
basaloides com formacdo de nucleos em palicada na periferia, a presenca de
fenda artefatual entre o epitélio e o estroma, as células com aumento da relagao
nucleo-citoplasma (nucleos grandes, ovalados, com escasso citoplasma), os
graus variaveis de atipia citolégica e de atividade mitética nuclear (Sanderson,
1961).

Nos tumores infiltrativos ocorre uma tendéncia de crescimento sem
apresentacao de palicada, com pouca ou nenhuma formacao de ninhos de células
basaloides que, conforme penetram nos tecidos profundos, promovem destruicdo
dos mesmos. Infiltrados mastocitarios presentes entre os fibroblastos do estroma
sdo frequentemente relacionados com a natureza agressiva do tumor e com a
neoangiogénese (Aoki et al., 2003) .

Assim como na clinica, o CBC também é subdividido histologicamente:
nodular, superficial, esclerodermiforme, micronodular e outros.

No subtipo nodular, observam-se massas nodulares de células
basaloides que se estendem para a derme papilar ou reticular, podendo ocorrer
formagao de espacos cisticos gerados pela necrose tumoral, presenga de mucina
ou perda da adesao celular. A formacao de palicada de células na periferia do

tumor é caracteristica. A diferenciacdo em outros elementos — como glandulas
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écrinas, sebaceas e outras — pode ser visualizada nos tumores nodulares. Cerca
de um terco dos casos coexiste o componente superficial (Crowson, 2006). A
presenca de melanina indica o componente pigmentado observado na clinica
(Figura 3a).

Ja o superficial é caracterizado pela proliferagao de células basaloides
atipicas formando um eixo paralelo com a epiderme, com fendas intercelulares
preenchidas por material mucinoso, que €, presumidamente, produzido pelas
células estromais (Figura 3b). As mitoses sdo infrequentes e os pigmentos de
melanina podem ser encontrados ocasionalmente. E recorrente por apresentar
multiplos focos de neoplasia (Saldanha et al., 2003).

Caracteristicamente, o esclerodermiforme se apresenta como faixas
finas, ou corddes de células neoplasicas invasivas em um estroma densamente
colagenizado, com invasdo neoplasica da derme reticular e tecido subcutaneo
(Figura 3c). Pode coexistir com outras variantes morfolégicas de crescimento
agressivo (Takei et al., 1985).

O CBC micronodular apresenta, assim como o nodular, ninhos de
células basaloides, porém de menor tamanho e de distribuicdo assimétrica,
estendendo-se para a derme profunda e para o tecido celular subcutaneo. Sexton
(1990), Hendrix (1996) e seus colaboradores sugeriram que essas lesdes sejam
uma variante intermediaria entre o subtipo nodular e os subtipos de crescimento
agressivo, devido ao fato de serem acompanhadas por proliferagdo do estroma

com caracteristicas infiltrativa e recidivante (Figura 3d).
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Figura 3 - Aspectos histolégicos dos diferentes tipos de CBC.

(a) CBC nodular com ninhos de células basaloides formando palicada e
retragcdo ao redor das massas tumorais. (b) CBC superficial com massa
tumoral de células basaloides que tocam a epiderme. (c) CBC
esclerodermiforme com corddes de células basaloides entre tecido de
aspecto cicatricial com colageno espesso e algumas massas formando
palicada e retragdo peri-tumoral. (d) Pequenas massas tumorais semelhante
ao nodular, mas com dimensdes menores (cerca de 15 um) [H&E 100x].

Nos ultimos anos, tem-se considerado o CBC metatipico, antes
conhecido como basoescamoso (de Faria et al., 1985) uma nova entidade, por se
apresentar como um tumor intermediario entre o CBC e o carcinoma espinocelular
(CEC), tanto na histologia como no comportamento (Martin et al., 2000; Garcia et
al., 2009).

Em revisdes de literatura, observam-se que alguns CBC apresentam
uma variedade especifica de diferenciagdo celular que nao implica no
prognoéstico. Sao eles: o CBC ceratético (de Faria et al.,1985), o epitelioma
superficial com diferenciacdo sebacea (Lee et al., 2003), o CBC pleomorfico

(Garcia et al., 1995), o CBC com diferenciagao écrina (Misago et al., 2004), o
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CBC com diferenciagao ductal (Grosshans et al., 2003), o CBC com diferenciagéo

mioepitelial (Zheng et. al., 2011), além do fibroadenoma de Pinkus.

1.1.5 Opc¢oes terapéuticas

A decisao sobre a terapia a ser implementada leva em consideragao a
necessidade da completa remocédo e destruicdo do tumor primario, a fim de
prevenir recorréncias e evitar futuras intervencdes. Para isso, 0 conhecimento da
regido anatbmica e das caracteristicas histologicas da lesdo € de extrema
importancia.

Antes de definir a opgao terapéutica a ser utilizada, deve-se levar em
consideracao os fatores que influenciam o prognéstico dos CBC (Tabela 1), além
de fatores especificos dos pacientes (estado geral, comorbidades, uso de
antiagregantes plaquetarios ou anticoagulantes).

Embora o desenvolvimento de opgdes terapéuticas topicas e nao
cirurgicas ter aumentado nas Uultimas décadas, o tratamento cirurgico
convencional e a radioterapia permanecem como as principais escolhas para as
lesdes de alto risco (Bath-Hextall et al., 2007). Por razdes ainda desconhecidas,
os CBC recorrentes apods radioterapia sao de dificil resolugao através do
procedimento cirurgico convencional e necessitam, muitas vezes, de associagbes
terapéuticas para um novo tratamento (Smith; Grande, 1991).

Wolf e Zitelli (1987), através de informagdes obtidas por analise de
cirurgias de Mohs, demonstraram qual seria a margem adequada para uma maior
chance de resseccdo completa e cura dos CBC, levando em consideragdo o
tamanho da lesdo e a margem cirurgica estabelecida. Para CBC menores de 2,0
cm de didmetro, com bordas bem delimitadas, margens cirurgicas de 3,0 mm
levam a 85% de ressecg¢ao completa; quando essa margem foi ampliada para 4,0
a 5,0 mm, a cura foi atingida em 95% dos casos.

Os tratamentos disponiveis podem ser divididos em técnicas nao
cirargicas e cirurgicas, as quais se subdividem em duas categorias: excisional e
destrutiva (Kunte; Konz, 2007; Telfer et al., 2008; Skelton, 2009).
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Wolff e Teles construiram um algoritmo para auxiliar na decisdo da

melhor terapéutica para cada caso (Figura 4).

Curetagem e . ] »
Eletrodissecg&o Micrografica
Radioterapia ol Radioterapia

al Micrografica

a Nova Cirurgia

o
(&)
@
i
®)
=
(4]
ah)]

a Nova Cirurgia

.

=l Radioterapia

ol Radioterapia

Figura 4 - Algoritmo para tratamento do CBC
Adaptado de: NCCN Guidelines — Basal and Squamous Cell Carcinoma,
verséo 2.2013.

1.1.5.1 Cirurgia convencional

Na maioria das vezes, o resultado estético € bom, particularmente
quando o tumor é excisado e a ferida reparada. Chiller et al. (2000) demonstraram
que o uso da curetagem previamente ao procedimento cirurgico em CBC
primarios, aumenta a chance de cura e a acuracia na definicdo da margem
tumoral real.

A resseccgao incompleta reflete a extensao subclinica do tumor. Outros
fatores também podem estar relacionados com a falha no tratamento, tais como a
falta de experiéncia do cirurgido, a regidao anatbmica, o subtipo histologico e a
realizacdo de multiplas exéreses durante um mesmo procedimento. De Silva et al.

(1985) encontraram 41% de recorréncia em CBC com ressecc¢ao incompleta. Ja
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Sussman e Liggins (1996) descreveram 30% de recorréncia para ressecgoes
incompletas, sugerindo um seguimento de pelo menos trés anos para
acompanhamento de recidivas. A chance de recorréncia aumenta quando ambas
as margens da excisao estdo acometidas, quando a exérese incompleta ocorreu
em CBC apos radioterapia, ou quando ha o acometimento de margens profundas.
Robinson e Fisher (2000) avaliaram CBC ressecados de forma incompleta,
identificaram que o intervalo entre os sinais e sintomas de recorréncia e a
realizacao da cirurgia de Mohs foi maior em homens, em individuos maiores de 65
anos, que apresentavam tumores no nariz ou regido malar, nos subtipos
agressivos ou fibrosantes e naqueles que receberam enxertia (p=0,001).
Concluiram que, devido a maior dificuldade de controle do CBC
recorrente o tratamento da margem no pds-operatério no menor periodo possivel
leva a cirurgias menos extensas. Caso a reabordagem seja optada em detrimento
do seguimento pds-operatorio, as técnicas de cirurgia convencional e de cirurgia

micrografica de Mohs sédo as melhores opgdes (Telfer et al., 2008).

1.1.5.2 Cirurgia micrografica de Mohs

Essa técnica combina varios estagios de resseccdo com exame
minucioso das margens durante o intraoperatério, através de técnicas de
congelamento, resultando em altas taxas de cura para lesdes de alto risco,
associado a preservagdo maxima de tecido normal (Lawrence,1999)

As indicagbes da cirurgia micrografica de Mohs estdo resumidas na
tabela 2 (Tefler et al., 2008):
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Tabela 2 - Indicag¢des da cirurgia micrografica de Mohs

Localizagdo em area de alto risco anatdmico, incluindo a face, o escalpo, a regiao

periorbital e as sobrancelhas.

Tumores maiores de 2,0 cm.

Subtipos histologicos agressivos.

Tumores recorrentes.

CBC ressecados de forma incompleta.

Locais de radioterapia prévia.

Pacientes imunossuprimidos por transplante de érgao solido.

Margem clinica indistinguivel.

Situagdes que requerem conservagao de tecido para preservagao da fungao e

cosmética.

Envolvimento perivascular e perineural.

Legenda: CBC: carcinoma basocelular.

Em revisao retrospectiva de 620 pacientes, obteve-se uma estimativa
de cura de 98,8% em CBC primarios e 93,3% em casos de recorréncia
(Wennberg et al., 1999).

1.1.5.3 Curetagem e eletrocoagulagao e criocirurgia

A técnica consiste na curetagem da lesdo em toda sua extensao friavel,
seguida por eletrocoagulagédo do leito. Variagdes incluem os diferentes tipos de
cureta e o numero de ciclos utilizados para completar o tratamento (Edens et al.,
1983), entretanto, um protocolo exato ainda ndo esta estabelecido. O método é
utilizado em lesdes de baixo risco. Revisbes mostram que para tumores até 1,0
cm, a taxa de cura é de 98,8%; para CBC de 1,0 a 2,0 cm, é de 95,5%; ja para
lesbes maiores de 2,0 cm, a chance de cura ndo atinge 84%, sendo entdo uma

contraindicagao relativa ao procedimento (Sheridan et al., 2000).
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Atualmente, a curetagem e eletrocoagulagdo tem sido combinada com
varias modalidades terapéuticas tépicas como o imiquimod (Wu et al.,2006), a
terapia fotodindmica (Soler et al., 2001) e até mesmo a criocirurgia (Nordin et al.,
2002), a fim de atingir uma maior possibilidade de destruigdo completa do tumor.

A criocirurgia € uma modalidade terapéutica destrutiva, que consiste na
aplicagao de nitrogénio liquido com temperatura entre -50 a -60°C, levando ao
congelamento e posterior destruigdo do tumor e do tecido adjacente normal, que é
adicionado para garantir a destruicdo de uma possivel margem subclinica (Ceilley
et al., 2006). Dois ciclos de descongelamento de um minuto sdo necessarios para
a destruicao tumoral. Tem como desvantagem a impossibilidade de avaliagdo das
margens e do subtipo de tumor tratado.

Gunnarson et al. (1990), Tuppurainen (1995), Buschmann (2002)
consideraram esse método como o mais apropriado para lesdes perioculares de
baixo risco, com recorréncia em cinco anos de até 8%. Também é uma técnica

com minima contracao tecidual e bom resultado estético.

1.1.5.4 Métodos imunolégicos e terapias sistémicas

O imiquimod é um imunorregulador, agonista dos receptores toll-like 7,
que sao expressos em células dendriticas e mondcitos, induzindo a producéo de
citocinas — entre elas o interferon (IFN), o fator de necrose tumoral (TNF) e a
interleucina (IL) 12 — que ativa a imunidade T auxiliar (T helper, Th) 1 (Stockfleth
et al., 2003).

Varios estudos demonstram a eficacia do creme de imiquimod a 5% no
tratamento do CBCs. As melhores respostas ao tratamento (taxas de cura clinica
e histolégica foram de 75%) estdo associadas ao uso frequente e prolongado
(5x/semana) e a intensidade da reacgao inflamatéria local (Geisse et al., 2004).

Estudos do mecanismo de agao do imiquimod indicaram a presenca de
ativagdo de células natural killer (NK) (imunidade inata), linfocitos T (resposta
imune adaptativa), células apresentadoras de antigeno (APC), e citocinas de
padrdao Th1 (Gaspari; Sauder, 2010). Urosevic et al. (2003) demonstraram que

apos o uso do imiquimod as células tumorais se tornaram mais susceptiveis a
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apoptose devido a diminuicao da expressao de Bcl-2 (B cell Lymphoma 2). A
resposta inflamatdria foi mista com macréfagos e linfocitos, peri e intratumoral,
gerando aumento de producéao de IL-10.

O 5-FU é uma piramidina analoga cujos metabdlitos citotoxicos
incorporam ao DNA e RNA, induzindo apoptose. E um agente quimioterapico
tépico usado no tratamento da ceratose actinica, mas também ha descri¢cao para
o tratamento de CBCs, com taxas de cura de 56 - 75% (Bahner; Bordeaux, 2013).
Epstein (1985) demonstrou uma taxa de 21% de recorréncia cinco anos apds o
tratamento com essa medicacio, assim, essa terapéutica deve ser considerada
cuidadosamente devido ao alto risco de falha.

O Vismodegib € um inibidor oral da via enzimatica Hedgehog, € o
primeiro tratamento sistémico aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
para CBC metastatico ou localmente invasivo ou para pacientes sem condi¢des
cirargicas ou radioterapicas (Cirrone; Harris, 2012).

O mebutato de ingenol € uma substancia extraida de uma planta
australiana Euphorbia peplus, uma espécie de latex irritante usado para fins
medicinais. Ja esta aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) para uso no CBCs. O mecanismo de agao da droga parece envolver
inducdo de apoptose e inflamacao mediada por neutrdfilos liberando proteina

quinase C (Fallen; Gooderham, 2012).

1.1.5.5 Terapia fotodinamica e radioterapia

A terapia fotodinamica envolve a ativagdo de uma droga
fotossensibilizante por uma fonte de luz, a fim de produzir radicais livres de
oxigénio, que destroem as células tumorais (Bahner; Bordeaux, 2013). O &cido 5-
aminolevulinico, uma das drogas existentes, aumenta a produgcdo da
protoporfirina tipo IX, um fotossensibilizador endégeno, que se acumula
principalmente nas células tumorais. Outra droga existente é o acido metil-amino-
levulinico, que é mais lipofilico que o anterior, apresentando maior seletividade
pelo tumor. Marmur e colaboradores (2004) revisaram casos de terapia

fotodinamica em canceres de pele ndo-melanoma e, relataram tratamento efetivo
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em 100% dos CBCs, porém com taxas de recorréncia entre zero a 31%, sendo
taxas muito préximas ao tratamento com radioterapia. Mesmo assim devendo
ficar restrito para CBCs entre 1 a 2 mm de espessura.

A dor durante a aplicagao da fase luminosa é significante para alguns
pacientes, com sensacodes variaveis, desde um simples desconforto a sensacao
de queimacdo, muitas vezes impossibilitando o procedimento. Varias medidas
podem ser tomadas para o controle da dor, tais como resfriamento, analgesia ou
até mesmo anestesia local. Apos a aplicagédo da luz, seja ela vermelha (630 nm)
ou azul (417 nm), inicia-se um processo inflamatério e exsudativo, podendo
ocorrer ulceragao durante a evolugao (Morton, 2003).

A radioterapia é um tratamento efetivo para CBC primarios, CBC que
recorreram apos procedimento cirdrgico, como terapia adjuvante e,
provavelmente, como terapia de escolha para CBC de alto risco em pacientes
com restritas condigdes cirurgicas (Telfer et al., 2008). Existem diferentes tipos de
aparelhos que promovem o tratamento: radioterapia superficial (170kV), que é
apropriada para lesées acima de 6,0 mm de profundidade; eletronterapia (gerada
por altas energias), que penetra mais profundamente nos tecidos; e a
braquiterapia, que € util em lesdes sobre superficies curvas. Diferentes regides
anatdmicas apresentam variadas tolerancias a radioterapia, sendo que a cabeca
e pescogo geralmente mostram boa cicatrizagao.

As vantagens do método sdo o minimo desconforto ao paciente e a
possibilidade de evitar a realizacdo de procedimentos invasivos em pacientes sem
condigdes clinicas. J4 as desvantagens sado a falta de verificagdo das margens
histolégicas do tumor, o curso prolongado do tratamento, o resultado estético que
muitas vezes é pior que o do procedimento cirurgico e a predisposicao a

recorréncias agressivas e extensas (Kwan et al., 2004).

1.2 Fatores de Risco no Carcinoma Basocelular

O CBC forma-se a partir de componente multifatorial, com interagao
genética e ambiental. Diversos genes e proteinas ja foram implicadas na sua

carcinogénese, assim como a epidemiologia e os fatores socioambientais foram
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comprovadamente associados a este tumor. Diversos biomarcadores foram
desenvolvidos para a pesquisa de potenciais genes e proteinas que
contribuissem para o surgimento e desenvolvimento do CBC. Pode-se dividir os
fatores de risco em fatores preditores de incidéncia, de multiplas neoplasias e de

recorréncia (Kyrgidis et al., 2010).

1.2.1 Fatores Preditores de Incidéncia do Carcinoma Basocelular

Os fatores preditores de incidéncia do CBC sao multifatoriais. Dentre
0s genéticos, encontramos o polimorfismo ou mutacéo de diversos genes, como a
Melanocortina 1 (MC1R — 16924.3), uma proteina — G receptora que apds
exposicao solar e associagdo com o horménio estimulador de melandcitos (alfa-
MSH) estimula a produgcdo de melanina. Este mesmo gene é associado ao
fendtipo de ruivos e baixos fototipos, sendo também responsavel pela resposta
pobre ao bronzeamento apds exposigédo solar. Mutagcbes neste gene sao fatores
de risco independentes para o desenvolvimento de neoplasias de pele néao-
melanoma, podendo aumentar em até 3,3 vezes o risco (Han et al., 2006, Brudnik
et al., 2009).

Outra proteina implicada na carcinogénese do CBC é a proteina
sinalizadora agouti (ASIP - 20q11.2), que impede o MC1R de se ligar ao alfa-
MSH, levando ao fenétipo ruivo com baixo fototipo e potencial maior (até 1,33
vezes) de neoplasias de pele; assim como a enzima tirosinase (TYR R402Q -
11q14-g21), também envolvida na producdo de melanina, contribuindo com
caracteristicas pigmentares, além de colaborar para a sensibilidade ao sol.
Mutagbes podem aumentar em até 14% a chance de carcinogénese na pele
(Gudbjartsson et al., 2008).

O préprio p53, ja discutido previamente, é fator crucial no
desenvolvimento do CBC, embora ja tenha sido demonstrado que sua mutagao
possa ocorrer tardiamente neste tumor de pele, sendo fator associado e nao

desencadeante (Han et al., 2006).
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Dentre os fatores socioambientais, os ja comprovadamente
associados ao CBC sao: sexo masculino, fototipo 1, queimaduras solares prévias
e o fumo (Ramos et al., 2004, Pandeya et al., 2005).

1.2.2 Fatores Preditores de Desenvolvimento de Multiplos CBC

E comum a ocorréncia de multiplos CBCs em um mesmo paciente.
Em alguns pacientes as éareas fotoexpostas estdo tdo agredidas que sao
chamadas de campos de cancerizagdo, local onde podem surgir diversas
neoplasias associadas. Investigou-se também quais fatores estariam associados
ao desenvolvimento de diversas neoplasias e, um fator coincidente com o risco de
incidéncia de CBC foi ser do sexo masculino (Schinstine et al., 2001).

Estudos genéticos associaram a multiplicidade de CBCs com
polimorfismo nos genes implicados na producéo de TNF-alfa 1, 2, 4, 6, 7 e 10,
além do gene da Glutaiona S-transferase P1 (GSTP1) (Hajeer et al., 2000,
Ramachandran et al., 2000).

Pacientes com um CBC prévio, tem chance de 27% de
desenvolvimento de multiplos CBCs, enquanto que aqueles que tiveram 10 CBCs
prévios, essa probabilidade sobre para 90% (Bath-Hextall et al., 2007 Allen et al.,
2007).

1.2.3 Fatores Preditores de Recorréncia do CBC

Em relagcdo a recorréncia dos CBCs, ha menos estudos e
constatagdes. No ambito genético, sabe-se que a aneuploidia € mais presente
nos paciente com CBCs recorrentes, sendo que em 78% dos tumores recorrentes
ha aneuploidia, contra apenas 32% do grupo controle, sem recorréncia, com p<
0,005 (Janisson-Dargaud et al., 2008).

Na tentativa de melhorar a deteccdo dos tumores recorrentes,

aplicou-se biomarcadores na comparagao com os CBCs nao-recorrentes. A média
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de tempo da recorréncia foi de 3,3 anos e os marcadores Ki67 e CD31
mostraram-se importantes detectores de recorréncia neste tipo de neoplasia de
pele. Ki67 € um promotor do ciclo celular, uma proteina nao-histona associada
aos ribossomos, que age durante todo o ciclo celular, menos em GO, contribuindo
para a proliferacdo celular. O CD31, também chamado de molécula de adeséao
celular endotelial de plaquetas (PECAM-1), esta presente no cromossomo 17,
realiza papel importante na remocg¢ao de neutréfilos antigos da circulagéo. Esta
implicado em diversas neoplasias, como tumores vasculares, hemangio-
endoteliomas, sarcomas e carcinomas, dentre eles o CBC. O Ki67 e o CD31
mostraram-se presentes de maneira significativa (p< 0,001) nos tumores
recidivados, em relagao ao tumores primarios (Tang et al., 1993, Yerebakan et al.,
2003, Jackson et al., 2003).

Por fim, estudos observacionais mostraram que a recidiva de um
tumor primario seria de 3,3% em 5 anos, enquanto a recorréncia de tumores
recidivados seria de 7,3% (aumento de 112% no risco de aparecimento de novo
tumor). Interessante que foi demonstrado a maior prevaléncia de recidiva em
pacientes mais idosos e que 0 uso de imunossupressores € a presenca de

ulceragao nao influenciaram no indice de recorréncia (Van lersel et al., 2005).

1.3 Marcadores Biolégicos do Carcinoma Basocelular

O carcinoma basocelular engloba diversos subtipos de neoplasias
com comportamentos biolégicos distintos. Atualmente, tem-se tentado analisar
estes tumores de maneira histolégica e imuno-histoquimica para comparar com
comportamentos mais ou menos agressivos, clinicamente. Ha inclusive outro tipo
de neoplasia de células basais, com diferenciagao folicular, o tricoepitelioma, que
se assemelha muito, histologicamente, ao CBC, porém, apresenta
comportamento biolégico benigno.

Comparou-se ambas neoplasias, do ponto de Vvista de
biomarcadores, mostrando diferenciagdo para marcacdo com Ki67 e PCNA.
Ambos sdo promotores do ciclo celular, estdo muito presentes em neoplasias de

pele, porém mostram-se também aumentados em outras doencgas proliferativas
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como dermatite atdpica grave, psoriase e verruga vulgar. O PCNA é uma proteina
nuclear de 36 kDa que age como cofator da DNA polimerase, sendo essencial
para a sintese de DNA. Na mesma ocasido, foram comparados os biomarcadores
p53 e Bcl-2, que ndo mostraram diferenca entre Carcinoma Basocelular e
Tricoepitelioma, o que poderia sugerir a origem da diferengca de comportamento
bioldgicos entre esses tumores (Abdelsayed et al., 2001).

Dentre os marcadores mais utilizados para CBC e que nos
chamaram a atengdo para trabalharmos, escolhemos o Ber-EP4, cuja
especificidade para CBC permite grande distingdo de outros tumores epiteliais,
como CEC, por exemplo; MNF116, marcador de conjunto de citoqueratinas
presente em varios tumores epiteliais; E-Caderina, uma proteina transmembrana
de adesao celular, cuja perda esta associada a agressividade tumoral e o VEGF,
um fator de proliferacdo vascular que contribui para o crescimento tumoral e é
alvo de terapias biolégicas em alguns tipos de neoplasias, visando cessar o

suprimento vascular dos tumores. Vejamos com mais detalhes estes marcadores.

1.3.1 Antigeno Epitelial (Clone Ber-EP4)

Ber-EP4 é um anticorpo dirigido contra glicoproteinas da membrana
celular de peso 34 e 39-kD de células epiteliais humanas, cuja fungdo permanece
desconhecida. Apresenta imuno-reatividade para uma grande variedade de
estruturas, desde a pele normal até diversos tipos de carcinomas (Krahl et al.,
2007).

Algumas das neoplasias que sdo marcadas por este anticorpo s&o:
carcinomas de mama, es6fago, estbmago, rim, pancreas, figado, ovario. Nestes
orgaos, os carcinomas espinocelulares sdo imunomarcados na camada mais
externa pelo Ber-EP4, o que n&o ocorre no carcinoma espinocelular de pele,
assim como ndo imunomarca os ceratinécitos de epiderme normal, apesar de
corar glandulas sudoriparas, sebaceas e foliculo piloso, que servem como
controle positivo interno da imuno-histoquimica (Jimenez et al., 1995).

A comparacao entre marcacdo do CBC e do carcinoma espinocelular

(CEC), mostrou importante imuno-reatividade para o primeiro e nenhuma ou
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pouca marcagao para o segundo, sendo uma ferramenta de diferenciagcdo em
tumores de colisdo ou de subtipos de dificil diferenciagcdo entre CBC e CEC.
(Tellechea et al., 1993). Casos de CBC metatipico (ou também chamado de
basoescamoso), coram bem com o Ber-EP4, mas € comum que as areas
metaplasicas e ceratdsicas percam a reatividade a este anticorpo. De forma
analoga, o CEC basaloide, neoplasia espinocelular descrita em trato
aerodigestivo, além da pele, também cora Ber-EP4 na periferia de suas células
com diferenciacao basaloide. A grande vantagem e necessidade de realizar essa
diferenciacdo € justamente o prognéstico que estes diagndsticos trazem ao
paciente, além de abordagens terapéuticas distintas.

Outra diferenciagcdo comumente utilizada é a diferenciacao entre CBC e
tricoepitelioma, em especial o desmoplasico, o que contribui para decisao
terapéutica na resolugdo destes tumores (Dasgeb et al.,, 2013). Também o
sebaceoma, presente na Sindrome de Muir Torre, pode levar a dificuldade na
diferenciacdo com CBC, sendo o Ber-EP4 de grande utilidade na diferenciagao
(Fan et al., 2007).

Apesar de especifico para CBC, o Ber-EP4 nao mostra em outros
carcinomas imunomarcacao diferencial com a graduagcdo ou diferenciagao
tumoral, sendo geralmente forte reator e homogéneo em todos os carcinomas
(Moldenhauer et al., 1987).

Raros casos apresentaram marcagao negativa de Ber-EP4 em CBC.
Mleczko e colaboradores (2011) publicaram um caso de CBC em regido palmar,
com marcagao positiva para MNF116 (citoqueratinas), mas negativa para Ber-
EP4. Discute-se a origem do CBC nestes casos, ja que classicamente acredita-se
na origem do bulbo folicular, portanto esse tumor apresentar-se-ia apenas em
areas pilosas. No entanto, Youssef et al. (2010), demostraram em modelo animal
que ha formagao de CBC me células pluri-potenciais da regiao interfolicular, o que

explicaria a neoplasia basaloide na regiao nao pilosa.
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1.3.2 Citoqueratina Humana (Clone MNF116)

As citoqueratinas (CQ) sao importantes marcadores epiteliais, porém
seus principais anticorpos de marcag¢ao imuno-histoquimicos, como AE1:AE3 e
CAM 5.2, apresentam diminuigcdo da antigenicidade pela fixagdo em formalina,
resultando em baixa imuno-reatividade destes marcadores. De maneira oposta, o
MNF116, que detecta as CQ 5, 6, 8, 17 e 19, mostra-se como excelente marcador
mesmo em amostras parafinadas fixadas com formalina.

O padrao de marcagdo do MNF116 na pele normal configura imuno-
reatividade na camada basal da epiderme, bainha externa de foliculo piloso e
glandulas sebaceas e sudoriparas, servindo como controles internos positivos.

Os trabalhos de investigagcdo da expressdo em neoplasias e lesdes
pré-neoplasicas com diferenciacao epitelial deste marcador mostrou um
interessante padrdao forte e homogéneo de imunoprecipitagdo nas células
tumorais de CBC, CEC e tumores anexiais, por exemplo. Mas esse padrao de
marcagao mostrou-se menos intenso em lesdes epiteliais pré-neoplasicas como a
ceratoses actinica .

Outro fator util nas investigacbes do uso do MNF116 foi a capacidade
de diferenciagao entre tumores carcinomatosos dos sarcomas e linfomas. Um
dado tumor com forte marcacgédo destas CQ praticamente corrobora o diagnostico
de carcinoma em detrimento dos outros (Prieto et al., 1996).

A diferenciagcao entre CBC e CEC para este marcador, em geral, ndo é
possivel pela forte marcacdo de ambos tumores. Dessa forma, tumores
basoescamosos ou CEC basaloides nao serdo distinguidos pela marcagcéo de
MNF116 (Boyd et al., 2011). O CBC é sempre positivo para as CQ 5, 14, 15, 17 e
19. Pode ou néao ser positivo para as CQ 1, 6, 8, 10, 16, 18 e 20. Ja o CEC é
positivo a todas as CQ, podendo ser utilizada a nomenclatura de pan-

citoqueratinas positivas (Kurokawa et al., 2011).
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1.3.3 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

A vascularizagao dos tecidos saudaveis nao suporta o crescimento de
tumores maiores que 3,0 mm de didmetro. A neoangiogénese é necessaria para a
sobrevivéncia, invasao e metastase tumoral (Folkman et al., 1971).

A neovascularizacdo tumoral ocorre por diferentes mecanismos que
dependem do tipo de tumor, do seu estado de desenvolvimento e da localizagao
anatdbmica. As células endoteliais que formam a parede dos vasos sao ativadas,
sua matriz extracelular é degradada e ativada para proliferacdo. As novas células
endoteliais se organizam em formacdes tubulares e iniciam anastomoses para
formagao de novos capilares (Risau, 1997).

A partir desse momento, o desequilibrio entre os fatores pro-
angiogénicos e antiangiogénicos passa a controlar a neoangiogénese. A hipdxia
gerada pelo acumulo de células tumorais promove estimulo a liberagédo de fatores
pré-angiogénicos, tais como o VEGF, o fator de crescimento de fibroblastos, o
fator transformador de crescimento B e o TNF-a (Ferrara; Keyt, 1997). O VEGF
promove a proliferacdo de novas células endoteliais e aumentam a
permeabilidade vascular, permitindo a criagdo de um gel de fibrina que suporta o
novo crescimento vascular (Larcher et al., 1996).

Loggini et al. (2003) analisaram o padrao angiogénico do CEC (n=13) e
do CBC (n=26) e apontaram as diferengas na densidade microvascular que
justificariam suas diferengas de comportamento biolégico. Analisaram a
densidade vascular (marcacao IHQ para CD34) e os niveis de mRNA do VEGF,
definiram que tumores com menos de 33 vasos por 2,22 mm? seriam
considerados tumores de baixa densidade vascular e, os com concentracées
maiores seriam tumores de alta densidade vascular. Dessa forma, 12 dos 13 CEC
foram considerados tumores de alta densidade vascular, enquanto 19 dos 26
CBC apresentavam-se como neoplasias de baixa densidade vascular. Da mesma
forma os CEC apresentavam uma alta concentragao de VEGF-RNA, enquanto os
CBC apresentavam-na baixa. Assim, a maior angiogénese e a maior
agressividade dos CEC estariam relacionadas com a expressao do VEGF.

Oh e colaboradores (2003), avaliaram a expressao de alguns

marcadores, entre eles o VEGF, nos diferente tipos de CBC. Encontraram que os
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CBC agressivos apresentavam uma expressao 3,5 vezes maior de VEGF,
associado a um aumento da densidade vascular, sugerindo que o VEGF possui
um papel fundamental na agressividade dos CBC.

Bowden et al. (2002) avaliaram a expressao de VEGF através de IHQ
em 44 casos de CBC e 41 de CEC. O VEGF apresentou expressao nas células
endoteliais dos vasos da pele adjacente e na regido do tumor, e também nos
queratinécitos da camada basal da epiderme. Nos casos de CBC, o VEGF foi
expresso em ceélulas epiteliais tumorais, predominantemente em tumores
invasivos (24/44 casos), sendo essa expressao significativamente maior que na
pele adjacente (p=0,038).

E provavel que os mastdcitos peritumorais presentes nos CBCs sejam
responsaveis pela producdo de VEGF e outras citocinas e, com isso, regulem a

estimulacédo angiogénica tumoral (Aoki et al., 2003).

1.3.4 Proteina transmembrana de adesao calcio-dependente de epitélio (E-

Caderina)

As Caderinas sao glicoproteinas transmembrana de adesao celular
Ca®" dependentes. Podem ser Epitelial, Neural ou Placentaria, sendo que a E-
Caderina (E-CD) é expressa em praticamente todos tecidos epiteliais, sendo
presente nas laterais e apice dos ceratindcitos basais e ao redor de todo o
ceratindcito da camada espinhosa, como as desmogleinas (Takeichi et al., 1991).

Tem papel importante na morfogénese e embriogénese epitelial e sua
expressao estd reduzida durante a progressao da carcinogénese em modelos
animais e em diversos carcinomas humanos, como os carcinomas de mama
(Frixen et al.,, 1991). Sugere-se que esta molécula assuma um papel de
supressao de invasao, sendo que a perda da expressao da E-CD tornaria o tumor
mais agressivo e invasivo (Magee et al., 1991).

Estudos em neoplasias de mama mostram uma interessante relacéo da
expressao das caderinas com os tipos tumorais e sua manifestagao clinica. Para

o carcinoma de mama lobular, a perda de marcagao da E-CD esta associada a
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tumores mais invasivos. Ja para os carcinomas de mama ductais esta relagao
ainda nao foi bem estabelecida (Rasbridge et al., 1993).

Os estudos de Caderinas em CBC mostram que a expressao de E-
Caderina pode ser menor em tumores histologicamente agressivos, como o0
esclerodermiforme e infiltrativos. Apesar desta neoplasia ndo ser classicamente
associada a metastases, sabe-se que tumores agressivos sao altamente
infiltrativos e recorrentes, podendo gerar grande dano estético e funcional nos
pacientes.

Pizarro e colaboradores (1994) demonstraram marcagao forte e
homogénea em CBCs nodulares e superficiais € marcagao fraca ou heterogénea
em CBCs infiltrativos. Dessa forma, assim como em outros tipos de carcinomas
onde a perda de E-CD resulta em maior agressividade tumoral, a perda de
expressdo deste marcador é um dos fatores bioldgicos associados a maior
infiltracao e potenciais falhas de tratamento no CBC.

Portanto, sendo o CBC a mais frequente neoplasia de pele néo-
melanoma, ha interesse em se reconhecer e identificar, além dos provaveis
marcadores preditores clinicos, os possiveis mecanismos imunomoduladores e
biomarcadores envolvidos nos diferentes padrdes de crescimento, de invasao

tecidual e de risco prognéstico do tumor.
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2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando-se que as diversas apresentagdes clinicas e histolégicas

do CBC, que evoluem com variaveis comportamentos relacionados ao risco de

invasao, destruicdo local e recorréncia, o presente estudo tem o propésito de

analisar marcadores clinicos preditivos do comprometimento das margens

cirurgicas do CBC, em conjunto com um painel de marcadores por imuno-

histoquimica (IHQ).

2.2 Objetivos especificos

f)

Estabelecer relacbes entre sexo e idade dos pacientes, localizacao,
dimensdo, presenga de ulceragdo, tipo histolégico do tumor, e a
especialidade responsavel pela excisdo do carcinoma basocelular;
Analisar possiveis fatores relacionados ao desfecho de margens
cirdrgicas comprometidas;

Comparar os padrées de diferentes imunomarcadores entre os variados
subtipos histolégicos de carcinomas basocelulares;

Analisar a frequéncia de positividade, a intensidade e o padrao da
imunomarcacao e a disposicao dos focos de células tumorais por IHQ nos
diferentes subtipos de CBC;

Identificar grupos de risco para o comprometimento das margens
cirargicas;

Estabelecer fatores preditores do risco do comprometimento de margens

cirargicas no tratamento do carcinoma basocelular.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Amostragem e casuistica

3.1.1 Amostra da analise clinica

Inicialmente, foi realizada busca com o uso do termo carcinoma
basocelular no banco de dados do Servigo de Patologia (SERPAT) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de S&o
Paulo (HCFMRP-USP), no periodo de janeiro a dezembro de 2011. Este trabalho
foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP com o niimero
16.821/2011.

Apds obtencdo dos registros, foram analisados todos os laudos
anatomopatolégicos emitidos no determinado periodo. A coleta de dados foi
padronizada para aquisicdo dos seguintes fatores: sexo, idade, tamanho do
tumor, local, ulceragao, tipo histoldgico, especialidade responsavel pela remogéao
do tumor, e o desfecho de margens cirurgicas (livre ou comprometida).

Foram selecionados 1296 laudos com o diagndstico de carcinoma
basocelular (CBC), dentre estes, 1004 casos foram registrados como produto de
exérese cirurgica, e 292 casos, de bidpsia incisional, que foram excluidos, uma
vez que um dos parametros analisados era o comprometimento da margem
cirurgica. Em seguida, para finalidade da analise estatistica, foram adicionalmente
excluidos 330 casos, nos quais ao menos um dos fatores pesquisados nao
constava na coleta dos dados, o que resultou em uma amostra de 674 casos para

analise estatistica final.



52

3.1.2 Amostra da analise imuno-histoquimica

Foram selecionados 40 casos para realizacdo de imuno-
histoquimica (IHQ), sendo 10 casos de cada subtipo histoldgico: nodular,
superficial, micronodular e esclerodermiforme. Alguns registros de laudo
histopatolégico continham blocos parafinados de mais de um tumor excisado do
mesmo paciente, que foram todos incluidos na amostra do estudo, o que resultou
em 65 tumores: 19 nodulares, 16 superficiais, 18 esclerodermiformes e 12
micronodulares. Seguida a preparagao das laminas, foram capturadas imagens
de cada tumor na coloragao Hematoxilina & Eosina e com o uso dos marcadores
Ber-EP4, MNF116, E-Caderina e VEGF na reacgao IHQ.

3.2 Analise Imuno-histoquimica

3.2.1 Principio do método

A IHQ é o conjunto de procedimentos que utiliza anticorpos como
reagentes especificos para a detecgdo de antigenos presentes em células ou
tecidos. Os antigenos podem representar constituintes celulares normais, como
uma proteina de membrana, ou pertencer a um elemento estranho a célula como
um micro-organismo (Hofman; Taylor, 2013).

E uma técnica essencialmente qualitativa. Embora métodos
quantitativos possam ser aplicados em preparagdes IHQ para se determinar o
numero de elementos presentes ou a intensidade da reagdo. Seu objetivo
fundamental é o encontro e localizagao topografica de antigenos nos tecidos ou
células. O resultado final da IHQ deve sempre ser interpretado em conjunto com
os achados morfologicos e a clinica, e ndo simplesmente apenas avaliar a reagao

como positiva ou negativa (Brasileiro Filho et al., 2006).
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Os anticorpos empregados podem ser mono ou policlonais, e devem
estar marcados com compostos que depois possam ser visualizados
seletivamente (Hofman; Taylor, 2013).

Os anticorpos monoclonais sdo produzidos in vitro, por clones de
células plasmaticas. Reagem apenas com um epitopo presente no antigeno, sédo
altamente homogéneos e altamente reprodutiveis lote a lote. Os anticorpos
policlonais sao produzidos, in vivo, por diferentes células e, portanto, sao
diferentes quanto as propriedades imunoquimicas, reagindo com varios epitopos
diferentes presentes no antigeno contra o qual foram produzidos (Brasileiro Filho
et al., 2006).

3.2.2 Execugao do método

As amostras do tumor foram fixadas e inseridas em blocos de
parafina, que posteriormente, foram cortados com 4um de espessura e
submetidos a reacdao de IHQ, utilizando o método de HRP-polimero. Os
anticorpos utilizados foram os monoclonais Ber-EP4 (clone Ber-Ep4 (4), Dako,
Dinamarca), MNF116 (clone MNF116, Dako, Dinamarca), VEGF (clone G153-694,
BD, Estados Unidos) e E-Caderina (clone 36/E-Cadherin, BD, Estados Unidos)
(Tabela 3).

As laminas silanizadas com cortes parafinados de fragmentos do
tumor foram submetidas a etapas consecutivas de desparafinizacdo em xilol,
alcool graduado e lavagem em agua. Seguidas por recuperagdo antigénica e
bloqueio da peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio a 3% para todos os
anticorpos. Para todos os anticorpos, a recuperagdo antigénica ocorreu em
panela a vapor por 40 minutos com tampao de citrato de sédio 10mMol/L pH6,0.
Em seguida, foi realizado o bloqueio da reacéo proteica inespecifica com Protein
Block Kit (EasyLink HRP-Polymer kit with DAB; Immunobioscience Corp., USA)
por 30 minutos. O anticorpo primario Ber-EP4 foi diluido em albumina de soro
bovino (BSA) na concentragdo 1:200; o MNF116 foi diluido em 1:100; a E-
Caderina em 1:1000 e o anticorpo VEGF em 1:2000. Posterior a incubacao

overnight, as laminas foram lavadas por trés vezes em PBS. Apds lavagem, essas
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laminas foram incubadas com anticorpo secundario e polimero (EasyLink HRP-
Polymer kit with DAB; Immunobioscience Corp., USA). A revelagao da reagao foi
feita em solugdo de diaminobenzidina (DAB) por 1 minuto em temperatura
ambiente, e posteriormente lavadas e contra-coradas com hematoxilina de Harris
por 40 segundos, em temperatura ambiente. Em seguida, foi aplicado hidroxido
de ambnia, realizado desidratagao com alcool, diafanizacdo em xilol e executado
a montagem em laminas Knittel (Knittel Glass, Germany).

Os controles positivos para os anticorpos (Tabela 3) foram todos
obtidos do arquivo do SERPAT do HCFMRP-USP. Para os controles negativos,
foram empregados cortes histoldégicos dos mesmos tecidos com a omissdo da

etapa de incubagao com o anticorpo primario e adicdo de PBS.

Tabela 3 — Relagao dos anticorpos primarios

Anticorpo Fonte Clone Diluicao Controle positivo
Ber-EP4 1 Ber-EP4 1:200 Amigdala humana
MNF116 1 MNF116 1:100 Amigdala humana
VEGF 2 G153-694 1:2000 Amigdala humana
E-Caderina 2 36/E-Cadherin 1:1000 Amigdala humana

Legenda: 1: Dako, Denmark; 2: BD, USA.

Procedeu-se a analise da imunomarcagao para a expressdo dos
anticorpos nos cortes histolégicos de amostras do tumor, que foi realizada por
meio de um sistema de captagcdo de imagens com o software Axiovision 4.0 Carl
Zeiss Vision, que inclui um microscopio (Zeiss Imager M1c) acoplado a uma
camera colorida (Axiocam MRc5) e um computador, do Laboratério de Neurologia
Aplicada e Experimental da FMRP-USP. Para a analise da imunomarcagcao com
os anticorpos Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina, realizou-se o calculo de
intensidade de marcagcdo e a porcentagem de area tumoral marcada pelos
anticorpos com auxilio do software Image J (verséo 1.49, National Institute of

Health, USA), como exemplificado na figura 5.
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Figura 5 — Delimitagdo da area imunomarcada através da seleg¢dao automatica no
programa Image J.
(a) CBC nodular. (b) CBC Superficial. (c) CBC Esclerodermiforme. (d) CBC
Micronodular. Todas as imunomarcagoes deste painel foram realizadas com
Ber-EP4.

Para analise de intensidade utilizando o Image J, utilizamos a escala
de cinza do programa, que varia de zero (marcagao de preto — mais intensa) a
255 (marcagao branca — menos intensa). Como as laminas d a reacdo IHQ
apresentam um background de marcagdo em tom azulado, a média de escala de
cinza para os controles negativos foi de 150. Dessa forma, para os tumores

marcados, a escala de cinza variou de 0 a 150 (Figura 6).
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Figura 6 — Eliminacdo do fundo para analise em 8-bit da area imunomarcada na escala
de cinza.
(a) CBC nodular. (b) CBC Superficial. (c) CBC Esclerodermiforme. (d) CBC
Micronodular.

Apos coleta da imagem na escala de cinza, utilizou-se a demarcagéao
com limiar <threshold> com limites para demarcacido intra-tumoral para
determinagdo de porcentagem de células tumorais marcadas, com resultados
variando de zero a 1 (0 a 100%), como visto na figura 7. O limiar maximo foi
determinado em 127 da escala de cinza para analise de todos os tumores
(metade da escala de cinza tradicional e 85% da escala de cinza até o
background da IHQ).
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Figura 7 — Determinagdo de porcentagem de area imunomarcada pelos anticorpos
através de limiar de detecgao (threshold — maximo da escala de cinza de
127).
(a) CBC nodular. (b) CBC Superficial. (c) CBC Esclerodermiforme. (d) CBC
Micronodular.

Com os dados de escala de cinza da marcagao global do tumor,
utilizou-se uma férmula matematica (150 — valor na escala cinza) para transformar
essa medida em intensidade de marcacéao (l), que por convengao transformou o
valor 150, aquele corresponde ao mais intenso (preto) e zero, ao menos intenso

(background), conforme ilustrado na figura 8:
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Escala de Cinza: 0 = preto 150 = background

Intensidade (l) = 150 - Escala de Cinza (EC)

Intensidade: 150 = preto 0 = background

Figura 8 — Férmula para transformacéo de escala de cinza em intensidade de marcagao.

De modo a obter um valor por meio da analise dos dois parametros,
em seguida foi calculado um escore pela multiplicagdo da intensidade (zero a
150) pela porcentagem da area marcada (0 a 1): Escore = Intensidade x % Area,
com valores do escore variando entre zero a 150.

Para contagem de células inflamatérias imunomarcadas pelo VEGF,
uma média de 8 a 10 campos foram selecionados de cada lamina para a analise
quantitativa. As células foram consideradas positivas para o marcador na
presenca de imunoprecipitado castanho ao redor da membrana plasmatica das
mesmas. As ceélulas positivas foram quantificadas em 1.000 células/bidpsia,
estabelecendo a porcentagem de expressdao IHQ de VEGF, com o auxilio do

software Image J versao 1.49 (Figura 9).
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Figura 9 — Exemplo de contagem de células imunomarcadas com o anticorpo anti-VEGF,
mostrando em amarelo células inflamatérias negativas e em vermelho as
células positivas para VEGF com auxilio do software Image J v1.49. (a)
Aumento 200x. (b) Aumento 400x.

3.3 Analise Estatistica

Para execugédo da analise estatistica foi utilizado o programa IBM®
SPSS® Statistic v17.0 (International Business Machines Corporation, NY, USA) e
para construgdo dos graficos o programa Minitab® Statistical Software v16.1
(Minitab Inc., PA, USA).

Na analise estatistica, foi realizado cruzamento de dados entre as
variaveis categéricas (sexo, especialidade, localizagao, presencéo de ulceragéao,
subtipo histoldgico e idade categorizada) por meio do teste Qui-quadrado (X?).

Para analise de cruzamento entre varidveis numéricas e categéricas,
realizou-se a analise de variancias (ANOVA). Para analise univariada das
margens comprometidas como variavel dependente, utilizou-se o teste t para
idade e tamanho (numéricas), curva ROC para categorizacdo de idade, e teste X?
para sexo, especialidade, localizagao, presenca de ulceragao e subtipo histolégico
(variaveis categéricas). Para analise multivariada das margens comprometidas,
utilizou-se a regresséo logistica binaria multivariada.

Para anadlise estatistica da marcagdo imuno-histoquimica dos
anticorpos Ber EP4, MNF 116 e E-Caderina, utilizou-se ANOVA, Kruskal-Wallis e

Teste t, pois as medidas analisadas foram variaveis numéricas (intensidade de
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marcagao, porcentagem de marcagao e escore). J4 para o anticorpo VEGF,
utilizou-se ANOVA e Teste t para as variaveis numéricas numero de células
inflamatdrias totais e porcentagem de células inflamatdérias marcadas.

O nivel de significancia adotado foi com valor de p< 0,05.



61

4 RESULTADOS




62

4 RESULTADOS

4.1 Analise Descritiva

Foram analisados 1294 laudos histopatologicos de CBC emitidos
pelo SERPAT do HCFMRP-USP, no periodo de janeiro a dezembro de 2011.
Dentre estes, 1004 casos compreendiam excisdo cirurgica completa do tumor e
0s demais casos, biopsias. Foram incluidos 674 casos de excisdo cirurgica
completa e excluidos 330 casos que nao continham ao menos um dos parametros
a serem considerados nas analises univariada e multivariada de regressao
logistica.

Na amostra de 674 casos de CBC removidos por cirurgia, 407 eram
individuos masculinos (60,4%) e 267 femininos (39,6%) [Grafico 1b]. A idade
média foi de 68 anos, sendo a minima de 22 e a maxima de 95 anos, com picos
entre a quinta e oitava décadas da vida [Grafico 1a]. A idade média no sexo
masculino e no feminino foi exatamente a mesma, 68 anos.

Segundo a distribuicdo topografica, houve predominio do segmento
cefalico (71%), seguido do tronco (17%) e membros (12%) [Grafico 1c]. Dentre os
subtipos histolégicos, prevaleceu o nodular (61%), seguido do superficial (14%),
micronodular (12%), esclerodermiforme (10%) e outros [infiltrativo e
basoescamoso] (3%) [Grafico 1d]. A prevaléncia da ulceragdo dos tumores, por
avaliagao histopatoldgica, foi de 41%.

Dentre os 674 casos tratados cirurgicamente, a especialidade
Dermatologia foi responsavel pela maioria das cirurgias com 78% dos casos (n=
526), seguida da Cirurgia de Cabeca e Pescogo [CCP] (11%; n= 74), Oftalmologia
(5%; n= 34), Cirurgia Plastica (4%; n= 27) e outras especialidades nao

especificadas (2%; n= 13) [Grafico 1e].
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Grafico 1 — Graficos da analise descritiva:
(a) Distribuicdo por faixa etaria, dos casos de CBC. (b) Distribuicdo segundo
sexo de casos com diagndstico de CBC. (c) Distribuicao topografica dos casos
de CBC removidos por cirurgia. (d) Distribuicdo dos tipos histolégicos de CBC.
(e) Distribuicdo do percentual das cirurgias para remocado de CBC entre as
especialidades. Total de casos n= 674, todos removidos por cirurgia no
HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011.
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A dimensdo média dos tumores excisados foi de 274 mm? na
Dermatologia, 279 mm? na Cirurgia Plastica, 218 mm? na CCP, 87 mm? na
Oftalmologia, e 388 mm? nas outras clinicas. O indice de margens livres de cada
especialidade foi de 95% para a Dermatologia, 89% para a Cirurgia Plastica, 60%

para CCP, 49% para Oftalmologia e 80% para outras clinicas [Grafico 2].
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Grafico 2 — Relacdo entre dimensdo dos tumores excisados (n= 674) e indice de
margens livres, em acordo com a especialidade responsavel pelo
procedimento no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011.

4.2 Fatores de risco para o comprometimento das margens cirurgicas

A analise univariada para identificacdo de fatores de risco para
margens comprometidas (variavel dependente) revelou associagdo com idade
(idade média de 67,7 anos para margens livres x 71,1 anos para margens

comprometidas; teste t: p= 0,03) [Grafico 3]. A andlise da curva ROC para
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estimativa da idade de maximizagéo para o desfecho em margens comprometidas
definiu corte de 73 anos. No entanto, a analise pelo teste Qui Quadrado (X?) desta
categorizagcdo nao mostrou diferenga estatistica significativa de margens

comprometidas entres os grupos <73 anos e >73 anos (p= 0,19).

p=0,03
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0
Margens Livres Margens Comprometidas

Teste t; p = 0,03

Grafico 3 — Relagao entre idade e margens cirurgicas livres ou comprometidas de CBC
excisados (n= 674): idade média inferior (67,7 anos) para margens livres e
superior (71,1 anos) para margens comprometidas. Asterisco (*) demonstra
outliers.

A andlise estatistica pelo teste X* das variaveis relacionadas entre
si, mostrou predominancia do sexo feminino na Oftalmologia em relacdo a
Dermatologia (62,5% x 14,3%; p= 0,02), CCP (62,5% x 28%; p= 0,006) e outras
clinicas (62,5% x 40,3%; p= 0,05) [Tabela 4].
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Tabela 4 - Distribuicao segundo sexo e especialidade responsavel pela cirurgia de casos
de CBC (n= 674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de

2011
SEX0 TOTAL
ESPECIALIDADE FEMININO MASCULINO N (%)
N (%) N (%)

DERMATOLOGIA 212 (40,3)° | 314 (59,7) | 526 (100)
CIRURGIA PLASTICA 12 (44,4) 15 (55,6) 27 (100)
CIR. CABEGA E PEscoco| 21 (28)° 54 (72) 75 (100)
OFTALMOLOGIA 20 (62,5)*>° | 32(37,5) 42 (100)
OUTRAS 2 (14,3)? 12 (85,7) 14 (100)
TOTAL 267 (39,6) | 407 (60,4) | 674 (100)

Teste X*: 2 p =0,02;° p = 0,006; °p = 0,05

Para a idade categorizada (73 anos), a frequéncia de pacientes
acima de 73 anos foi significantemente inferior nas especialidades néao
especificadas (Outras) comparada as demais especialidades: Dermatologia (7,1%
x 39,5%; p< 0,01), CCP (7,1% x 53,3%; p< 0,01), Cirurgia Plastica (7,1% x 59,3%;
p< 0,01) e Oftalmologia (7,1% x 53,1%; p< 0,01). Também para pacientes acima
de 73 anos, houve predominancia deste segmento de paciente na CCP
comparada & Dermatologia (53,3% x 39,5%; teste X% p= 0,05) [Tabela 5].
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Tabela 5 — Distribuicdo segundo idade categorizada e especialidade responsavel pela
cirurgia de casos de CBC (n= 674) no HCFMRP-USP, periodo de

janeiro a dezembro de 2011

IDADE CATEGORIZADA

ESPECIALIDADE < 73 ANOS > 73 ANOS -LO(:Z;-
N (%) N (%)

DERMATOLOGIA 318 (60,5) | 208 (39,5)*°| 526 (100)
CIRURGIA PLASTICA 11 (40,7) 16 (59,3)° | 27 (100)
CIR. CABEGA E PESCOGO 35(46,7) | 40(53,3)*° | 75 (100)
OFTALMOLOGIA 15 (46,9) 17 (53,1 | 32(100)
OUTRAS 13 (92,9) 1(7,1) 14 (100)
TOTAL 392 (58,2) | 282 (41,8) | 674 (100)

Teste X*:2p < 0,01;°p=0,05

Na comparagéao entre a especialidade responsavel pela cirurgia dos

casos de CBC e a localizacdo do tumor, por motivos evidentes, a frequéncia da

localizagdo do segmento cefalico foi significantemente maior nas especialidades

Oftalmologia e CCP (100% em ambas).

Adicionalmente, a presenca da ulceracdo nos casos de CBC

excisados foi superior na CCP em relagdo a Dermatologia (73,3% x 35,2%; p<

0,001); na CCP comparada as outras especialidades nao especificadas [Outras]

(73,3% x 21%; p< 0,001); e na Oftalmologia comparada a Dermatologia (56,3% x

35,2%; p = 0,05) [Tabela 6].
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Tabela 6 — Frequéncia da ulceragao em CBC excisados (h= 674) entre as especialidades
responsaveis pela cirurgia no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a
dezembro de 2011

ULCERAGAO
ESPECIALIDADE NAo SIM .LO(T’Z;-
N (%) N (%)

DERMATOLOGIA 341 (64,8) 185 (35,2)* ¢ 526 (100)
CIRURGIA PLASTICA 12 (44,4) 15 (55,6) 27 (100)
CIR. CABEGA E PESCOGO | 20 (26,7) 55 (73,3)*° 75 (100)
OFTALMOLOGIA 14 (43,8) 18 (56,3)° 32 (100)
OUTRAS 11 (78,6) 3(21,4)° 14 (100)
TOTAL 398 (59,1) 276 (40,9) 674 (100)

Teste X*: 2 p =0,001;° p < 0,001; °p = 0,05

O percentual de CBC do tipo histolégico superficial foi superior na

Dermatologia em relacgdgo a CCP (17,1% x 4%; p= 0,01) e comparada a
Oftalmologia (17,1% x 0%; p= 0,03) [Tabela 7].

Tabela 7 — Distribuicdo segundo tipo histolégico e a especialidade responsavel pela
cirurgia CBC (n=674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de

2011
TiPO HiISTOLOGICO
ESPECIALIDADE TO-I;AL
CBCN CBCs CBCE CBCMm OUTROS N (%)
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
DERMATOLOGIA | 318 (60,5) |90 (17,1)*°| 45(8,6) | 62 (11,8) | 11(2,1) | 526 (100)
CIRURGIA
PLASTICA 16 (59,3) 3(11,1) 3(11,1) 5(18,5) 0 (0) 27 (100)
CIR. CABE(;A E a
i 48 (64,0) 3 (4,0) 12 (16) | 10 (13,3) 2(2,7) 75 (100)
OFTALMOLOGIA | 18 (56,3) 0 (0)° 6 (18,8) 6 (18,8) 2 (6,3) 32 (100)
OUTRAS 9 (64,3) 1(7,1) 4 (28,6) 0 (0) 0 (0) 14 (100)
TOTAL 409 (60,7) | 97 (14,4) | 70 (10,4) | 83 (12,3) | 15(2,2) | 674 (100)

CBCn: carcinoma basocelular nodular; CBCs: carcinoma basocelular superficial; CBCe:
carcinoma basocelular esclerodermiforme; CBCm: carcinoma basocelular micronodular;

Teste X% 2p=0,01;°p =0,03
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A analise entre dimensao do tumor e especialidade responsavel pela
cirurgia mostrou o didmetro médio dos CBC excisados pela Dermatologia € maior
comparado ao daqueles removidos Oftalmologia (teste ANOVA: 273,49 mm? x
86,94 mm?; p= 0,05) [Tabela 8].

Tabela 8 — Distribuicdo segundo dimensédo de casos de CBC excisados (h= 674) e a
especialidade responsavel pela cirurgia no HCFMRP-USP, periodo de
janeiro a dezembro de 2011

ESPECIALIDADE TAMANHOZMEDIO DESVIO PADRAO
(mm°)

DERMATOLOGIA 273,49° 418,889
CIRURGIA PLASTICA 279,56 266,043
CIR. CABECA E PESCOGO 218,91 204,329
OFTALMOLOGIA 86,94° 74,276
OUTRAS 388,50 455,909
TOTAL 261,19 388,055

Teste ANOVA: ? p=0,05

A comparagao entre os sexos nao mostrou diferenca estatistica
(teste X?=2,20; p = 0,14) nos grupos distribuidos segundo a idade categorizada
(¢ 73 anos x >73 anos). Ja a andlise da relagdo entre sexo e localizagdo dos
tumores mostrou que CBC em membros € mais prevalente no sexo feminino
(teste X% 15,4% x 9,3%; p = 0,05) [Tabela 9].

Tabela 9 — Distribuigdo segundo sexo e localizagao de casos de CBC excisados (n= 674)
no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

LoCAL
SEXO0 CABECA TRONCO | MEMBROS 1,;0(12;'
N (%) N (%) N (%)
FEMININO 185 (69,3) | 41 (15,4) | 41 (15,4)* | 267 (100)
MASCULINO 296 (72,7) | 73(17,9) | 38(9,3)* | 407 (100)
TOTAL 481 (71,4) | 114 (16,9) | 79 (11,7) | 674 (100)

Teste X*: 2 p = 0,05
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A ulceragao foi mais prevalente nos pacientes do sexo masculino
(teste X% 455% x 34,1%; p= 0,003) [Tabela 10 e Gréafico 4], assim como o
didmetro médio dos tumores foi superior no sexo masculino comparado ao do
feminino (teste ANOVA: 307,41 mm? x 190,74 mm? p< 0,001) [Tabela 11 e
Grafico 5]. No entanto, nao foi observada diferenca entre os sexos no que se

refere ao tipo histoldgico do CBC (teste X% p=0,11).

Tabela 10 — Distribuicdo segundo sexo e presencga de ulceragdao nos CBC excisados
(n=674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

ULCERAGAO o
SEXO NAO SImM N (%)
N (%) N (%)
FEMININO 176 (65,9) 91 (34,1) 267 (100)
MASCULINO 222 (54,5) 185 (45,5)° 407 (100)
ToTAL 398 (59,1) 276 (40,9) 674 (100)
Teste X*: 2 p = 0,003
*p = 0,003
T 1
100%
o 34.1% e
'S 75% 45.5%
g
Q
o
=
8 50%
o
=
£
[1]
S 259%
o

0%

Feminino Masculino

B Nao Ulcerado Ulcerado
Teste X * p= 0,003

Grafico 4 — Relagao entre sexo e presencga de ulceragao tumoral no CBC (n= 674),
periodo de janeiro a dezembro de 2011.
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Tabela 11 — Distribuicdo segundo sexo do paciente e tamanho dos CBC excisados
(n=674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

TAMANHO MEDIO

SEXO0 i DESVIO PADRAO
FEMININO 190,74° 249,992
MASCULINO 307,412 450,851
TOTAL 261,19 388,055

Teste ANOVA: ? p < 0,001

*p < 0,001

320

240

160

80

Tamanho Médio dos Tumores (mm2)

0

Feminino
Teste ANOVA: * p< 0,001

Masculino

Total

Grafico 5 — Relagao entre sexo e tamanho médio dos tumores no CBC (n= 674), periodo
de janeiro a dezembro de 2011 [Teste ANOVA: * p< 0,001].

A comparagado entre idade categorizada (73 anos) e localizacéo,

mostrou que em pacientes mais jovens (< 73 anos), ha predominancia de CBC no

tronco comparado ao segmento cefalico (teste X*: 77,2% x 52,8%; p= 0,001)

[Tabela 12].
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Tabela 12 — Distribuicdo segundo idade categorizada e localizagdo dos CBC excisados
(n=674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

IDADE CATEGORIZADA ToTAL
LocALIZACAO <73 ANOS > 73 ANOS n (%)
N (%) N (%)
CABEGA 254 (52,8)° 227 (47,2) 481 (100)
TRONCO 88 (77,2 26 (22,8) 114 (100)
MEMBROS 50 (63,3) 29 (36,7) 79 (100)
TOTAL 392 (58,2) 282 (41,8) 674 (100)

Teste X*: 2 p = 0,001

Os CBC ulcerados sao menos prevalentes no tronco comparado ao
segmento cefalico (24,6% x 44,9%; p< 0,001) e membros (24,6% x 40,5%; p =
0,05) [Tabela 13]. O subtipo nodular é predominante no segmento cefalico (63,4%
X 43%; p< 0,001) e nos membros (69,9% x 43%; p< 0,001) em relagao ao tronco.
Ja a relacdo com o subtipo superficial € inversa, sendo predominante em tronco
comparado ao segmento cefalico (39,5% x 8,5%; p< 0,001) e membros (39,5% x
13,9%; p< 0,001) [Tabela 14].

Tabela 13 - Distribuicdo segundo presenga da ulceragdo e localizagdo dos CBC
excisados (n= 674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de

2011
ULCERAGAO ToTAL
LocAL NAo SIM n (%)
N (%) N (%)

CABECA 265 (55,1) 216 (44,9) 481 (100)
TRONCO 86 (75,4) 28 (24,6)*° 114 (100)
MEMBROS 47 (59,5) 32 (40,5)° 79 (100)
TOTAL 398 (59,1) 276 (40,9) 674 (100)

Teste X*: 2 p < 0,001/°p=0,05
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Tabela 14 — Distribuicdo segundo o tipo histolégico e a localizagao de CBC excisados (n=

674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

) Tipo HisTOLOGICO TOTAL
LOCALIZAGAO|  cBCN CBCs CBCE OUTROS | N (%)
N (%) N (%) N (%) N (%)
CABEGA | 305 (63,4)° | 41 (8,5)>¢ | 59 (12,3) |69 (14,3)| 7 (1,5) |481(100)
TRONCO |49 (43,0*°| 45(39,5)° | 7 (6,1) 4 (3,5 |114 (100)
MEMBROS | 55 (69,6)* | 11 (13,90 | 4 (5,1) 4(5,1) | 79 (100)
TOTAL 409 (60,7) | 97 (14,4) | 70 (10,4) [83(12,3)| 15(2,2) |674 (100)

CBCn: carcinoma basocelular nodular; CBCs: carcinoma basocelular superficial; CBCe:
carcinoma basocelular esclerodermiforme; CBCm: carcinoma basocelular micronodular;

Teste X% 2p<0,001/°p<0,001 / °p<0,001/ ¢p<0,001

O tamanho médio dos tumores € maior no tronco comparado ao
segmento cefalico (teste ANOVA: 394 mm? x 226,46 mm?; p< 0,001) [Tabela 15].

Tabela 15 — Distribuicdo segundo tamanho e localizagdo de CBC excisados (n=674) no
HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

LOCALIZAGAO TAMANHOZMEDIO DEsvVIO PADRAO
(mm°)
CABEGA 226,46 265,46
TRONCO 394,007 691,83
MEMBROS 281,03 372,31
TOTAL 261,19 388,06
Teste ANOVA: ? p < 0,001

A presenca de tumores ulcerados predominou em relacido aos nao

ulcerados nos pacientes acima de 73 anos (50,4% x 35,9%; p< 0,001) [Tabela 16
e Grafico 6] e no tipo nodular (62,7% x 59,3%; p = 0,001) [Tabela 17]. Ja a

auséncia de ulceragao predominou em relagdo a ulceracdo no CBC superficial

(20,6% x 54%; p = 0,003) [Tabela 17].

De maneira contraria ao que

esperavamos, a média de tamanho dos tumores ulcerados foi menor que a média

dos ndo ulcerados: 248 x 270 mm?% N&o houve diferenca estatistica na

comparagao entre a presenca de ulceragao e o didametro médio (teste ANOVA; p

= 0,46).



*p < 0,001
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Grafico 6 — Relagao entre idade categorizada (73 anos) e presenga de ulceragéo tumoral
no CBC (n=674), periodo de janeiro a dezembro de 2011.

Tabela 16 — Distribuicdo segundo idade categorizada e ulceragao dos CBC excisados (n=
674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

_ IDADE CATEGORIZADA
ULCERAGAO TOTAL N (%)
<73 ANOS N (%) > 73 ANOS N (%)
NAo 255 (64,1) 143 (35,9)? 398 (100)
Sim 137 (49,6) 139 (50,4)? 276 (100)
ToTAL 392 (58,2) 282 (41,8) 674 (100)

Teste X*: 2 p < 0,001
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Tabela 17 — Distribuicdo segundo tipo histolégico e presenca de ulceragdo dos CBC
excisados (n= 674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de

2011
TIPO HISTOLOGICO
_ ToTAL
ULCERAGCAO CBCN CBCs CBCE CBCMm | OUTROS N (%)
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

NAO 236 (59,3)? | 82 (20,6)° | 26 (6,5) | 46 (11,6) 8 (2) 398 (100)
SIm 173 (62,7)° | 15 (5,4)° |44 (15,9)| 37 (13,4) | 7 (2,5) | 276 (100)
TOTAL 409 (60,7) | 97 (14,4) (70 (10,4)| 83 (12,3) | 15(2,2) | 674 (100)

CBCn: carcinoma basocelular nodular; CBCs: carcinoma basocelular superficial,
CBCe: carcinoma basocelular esclerodermiforme; CBCm: carcinoma basocelular
micronodular; Teste X?:  p = 0,001; ° p = 0,003

Nos pacientes abaixo de 73 anos, houve predominio do subtipo
superficial comparado ao nodular (80,4% x 52,8%; p< 0,001, Teste X?) e ao
(80,4% x 47,5%; p< 0,001),
micronodular em relagdo ao esclerodermiforme (66,3% x 45,7%; p= 0,04) [Tabela
18].

esclerodermiforme aléem de predominio do

Nao foi observada relagao estatistica entre o diametro médio e os
tipos histolégicos de CBC (teste ANOVA; p = 0,97). A correlagao entre o diametro
médio dos tumores e a idade como varidvel numérica também ndo mostrou

diferencga estatistica (coeficiente de correlagao de Pearson; p= 0,24).

Tabela 18 - Distribuicdo segundo tipo histolégico e idade categorizada dos pacientes
com CBC excisados (n= 674) no HCFMRP-USP, periodo de janeiro a
dezembro de 2011

IDADE CATEGORIZADA
TiPo HiIsTOLOGICO <73 ANOS > 73 ANOS TOTALN (%)
N (%) N (%)
NODULAR 216 (52,8)° 193 (47,2) 409 (100)
SUPERFICIAL 78 (80,4)*" 19 (19,6) 97 (100)
ESCLERODERMIFORME 32 (45,7)"° 38 (54,3) 70 (100)
MICRONODULAR 55 (66,3)° 28 (33,7) 83 (100)
OUTROS 11 (73,3) 4 (26,7) 15 (100)
TOTAL 392 (58,2) 282 (41,8) 674 (100)

Teste X*: 2 p < 0,001;° p < 0,001; °p = 0,04
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Pela analise univariada, a localizacao revelou ser fator determinante
para o comprometimento das margens cirurgicas, sendo o segmento cefalico de
maior risco comparado ao tronco (OR 20; IC 95% 2,94 — 100; p< 0,001) e aos
membros (OR 14,29; IC 95% 2,0 — 100; p< 0,001). Como mostra a tabela 19, ha
reducao do risco de margens cirurgicas comprometidas de tumores excisados no
tronco e nos membros comparados aos do segmento cefalico (OR 0,05; IC 95%
0,01 —0,34; p< 0,001 e OR 0,07; IC 95% 0,01 — 0,50; p< 0,001, respectivamente).

O subtipo histolégico do CBC também influencia no desfecho do
comprometimento das margens cirurgicas. Os subtipos esclerodermiforme e
micronodular apresentam maior risco para o comprometimento das margens
comparados ao nodular (OR 2,52; IC 95% 1,30 — 4,86 e OR 2,93; IC 95% 1,61 —
5,34, respectivamente, p= 0,02) e ao superficial (OR 26,18; IC 95% 3,37 — 203,73
e OR 30,48; IC 95% 3,99 — 232,94, respectivamente, p< 0,001). O subtipo
superficial mostrou-se com menor risco para o comprometimento das margens
comparado ao nodular (OR 0,10; IC 95% 0,01 - 0,71; p= 0,005).

Ainda, a presenca de ulceragao mostrou maior risco para o desfecho
das margens comprometidas (OR 2,43; IC 95% 1,50 — 3,94; p< 0,001).

Outro fator positivamente associado ao comprometimento de
margens cirurgicas positivas na analise univariada foi a especialidade responsavel
pela excisdo do CBC. As especialidades Oftalmologia e CCP apresentaram
percentuais de margens comprometidas significativamente maiores que a
Dermatologia (OR: 16,31; IC 95% 7,36 — 36,12; p= 0,008 e OR: 13,02; IC 95%
7,14 — 23,75; p= 0,008, respectivamente); e a Cirurgia Plastica, menor percentual
do comprometimento de margens comparada a Oftalmologia (OR 7,06; IC 95%
1,76 — 28,25; p= 0,03) e a CCP (OR 5,64; IC 95% 1,56 — 20,38; p= 0,03).

Na analise univariada, os fatores dimensao do tumor, sexo e idade
categorizada (73 anos) ndo mostraram relagdo com o comprometimento das
margens cirGrgicas (p= 0,32 — Teste t; p= 0,83 e p= 0,19 — Teste X
respectivamente).

Na analise de regressdo logistica binaria multivariada para
identificacdo de fatores de risco para margens comprometidas (variavel
dependente) revelou que o subtipo histolégico micronodular apresentou o maior
risco do comprometimento (OR 3,41; IC 95% 1,71 — 6,80; p= 0,001), e o subtipo
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esclerodermiforme, uma forte tendéncia do comprometimento das margens, mas
sem significancia estatistica (OR 1,90; IC 95% 0,89 — 4,05; p= 0,093).

A localizagdo em segmento cefdlico € fator de risco para o
comprometimento de margens cirurgicas, comparado ao tronco (OR 8,33 IC 95%
1,05 — 50; p= 0,045) e aos membros (OR 7,69 IC 95% 1,0 — 50; p= 0,05). Na
tabela 19, pode ser observado a redugao do risco dos tumores excisados no
tronco e nos membros comparados aos do segmento cefalico (OR 0,12; IC 95%
0,02 - 0,95; p= 0,045 e OR 0,13; IC 95% 0,02 — 1,00; p= 0,051, respectivamente).

Ainda, os tumores excisados pelas especialidades Oftalmologia e
CCP apresentaram maior risco para o desfecho de margens comprometidas (OR
10,12; IC 95% 4,40 — 23,27; p= 0,001 [Oftalmologia] e OR 9,67; IC 95% 5,14 —
18,21; p= 0,001 [CCP]).

Os resultados obtidos nas analises univariada e multivariada dos
varios fatores envolvidos para o desfecho de comprometimento das margens
cirurgicas dos CBC excisados (n= 674) por varias especialidades no HCFMRP-
USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011, foram sumariados na tabela 19

disposta a seguir.
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Tabela 19 — Analise do risco para desfecho com margens comprometidas nos CBC excisados (n= 674) por diferentes especialidades no

HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011

CARACTERISTICAS

ANALISE UNIVARIADA

ANALISE MULTIVARIADA

OR (IC 95%) VALOR-P OR (IC 95%) VALOR-P
TiPO HISTOLOGICO
NODULAR 1 - 1 -
SUPERFICIAL 0.1(0.01-0.71) <0.001 0.23(0.03-1.82) 0.166
ESCLERODERMIFORME 2.52 (1,30-4,86) <0,001 1,90 (0,89-4,05) 0,093
MICRONODULAR 2.93(1.61-5.34) <0.001 3.41(1.71-6.80) 0.001
OUTROS 4.1(0.72-23.27) 0.113 1.25(0.20-7.58) 0.808
LOCALIZACAO
SEGMENTO CEFALICO 1 - 1 -
TRONCO 0.05(0.01-0.34) <0.001 0.12(0.02-0.95) 0.045
MEMBROS 0.07 (0.01-0.50) <0.001 0.13(0.02-1.00) 0.051
SEXo
MASCULINO 1 - 1 -
FEMININO 0.76 (0.43-1.50) 0.223 0.9 (0.50-1.60) 0.678
ULCERACAO
NAO 1 - 1 -
Sim 2.43 (1.50-3.94) <0.001 1.2 (0.67-2.12) 0.553
IDADE
<73 ANOS 1 - 1 -
>73 ANOS 1.2 (0.76-2.34) 0.110 0.97 (0.56-1.72) 0.941
ESPECIALIDADE
DERMATOLOGIA 1 - 1 -
CIRURGIA PLASTICA 2.31(0.65-8.16) 0.170 1.77 (0.40-6.64) 0.393
CIRURGIA CABECA E PESCOCO 13.0(7.14-23.75) <0.001 9.7 (5.14-18.21) 0.001
OFTALMOLOGIA 16.3 (7.4-36.1) <0.001 10.1 (4.40-23.3) 0.001
OUTRAS 3,81 (0.66-14.,5) 0,170 3.90(0,71-21.25) 0,115
TAMANHO - - 1.0(0.99-1.01) 0.770
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4.3 Imunomarcagao nos subtipos do carcinoma basocelular

A reacdo imuno-histoquimica com os anticorpos Ber-EP4, MNF116 e
E-Caderina mostrou elevada sensibilidade na marcacdo das células neoplasicas e
delimitagcao do tecido tumoral [Figuras 10 a 13]. Ja o anticorpo anti-VEGF evidenciou
marcagao de células do infiltrado inflamatério peritumoral (PT) e das células
endoteliais dos vasos neoformados, e negativa nos tumores [Figura 14].

A seguir, descreveremos os resultados obtidos com ilustragdes dos
padroes da marcagao dos anticorpos em cada tipo do CBC. Na sequencia, os
resultados obtidos da analise de intensidade e porcentual de area marcada pelos
anticorpos, por meio do método proposto e auxilio do software Image J, seguida dos
resultados da andlise estatistica da comparagao entre os tipos histolégicos, assim
como dos grupos nao agressivos (nodular e superficial) e agressivos

(esclerodermiforme e micronodular).
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Figura 10 — Aspectos histolégicos e imunomarcagao para Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina
em CBC nodular:
(a) Tipico CBC nodular com ninhos de células basaléides na derme com fenda
entre tumor e estroma e paligada na periferia (H&E 100x); (b) Ber-EP4 com
marcacgao intensa tumoral, mais evidente na regido de paligada e regiao central
com marcagao moderada (100x); (c) MNF 116 com marcagao intensa tumoral,
mais evidente na regido de paligada (100x). (d) E-Caderina com marcagéao
tumoral moderada, mais evidente na regido de palicada e regidao central com
marcagao leve (100x).
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Figura 11 — Aspectos histolégicos e imunomarcagao para Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina
em CBC superficial:
(a) CBC superficial mostrando proliferagao de células basaldides que se ligam
a epiderme e formam discreta palicada (H&E 100x); (b) Ber-EP4 com marcagéao
tumoral intensa e homogénea, poupando epiderme (100x); (c) MNF 116 com
marcagao tumoral intensa e homogénea, também evidente em epiderme
(100x). (d) E-Caderina com marcagado tumoral moderada e com distribuicao
heterogénea (100x).
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Figura 12 — Aspectos histologicos e da imunomarcagdo para Ber-EP4, MNF116 e E-
Caderina em CBC esclerodermiforme:
(a) CBC esclerodermiforme tipico com corddes de células basaldides na derme
com formacgéo fibrosante ao redor dos corddes tumorais (H&E 100x); (b) Ber-
EP4 com marcacédo tumoral intensa e levemente heterogénea (100x); (c) MNF
116 com marcagao tumoral intensa e homogénea, marcando também epiderme
(100x); (d) E-Caderina com marcagao tumoral moderada e heterogénea (100x).
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Figura 13 — Aspectos histologicos e da imunomarcagdo para Ber-EP4, MNF116 e E-
Caderina em CBC micronodular:
(a) CBC micronodular tipico multiplas formagdes tumorais individualizadas com
algumas interligadas na derme (H&E 100x); (b) Ber-EP4 com marcagao tumoral
moderada e heterogénea (100x); (¢) MNF 116 com marcagao tumoral intensa e
homogénea (100x); (d) E-Caderina com marcacao tumoral leve e heterogénea
(100x).
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| »N

Figura 14 — Aspectos da imunomarcagdo para VEGF em CBC esclerodermiforme e
micronodular:
(a) Presenca de infiltrado inflamatério composto por linfécitos, com marcagéo
efetiva do anticorpo anti-VEGF na maioria destas células (100x); (b) Processo
inflamatério com mesmo aspecto de marcagdo que o anterior (100x); (c)
Processo inflamatério peri-tumoral (200x); (d) Processo inflamatério peri-
tumoral se estendendo a glandulas sudoriparas adjacentes (200x).
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100 ym

Figura 15 — Aspectos histolégicos e da imunomarcagéo para Ber-EP4 e MNF116 em CBC
esclerodermiforme:
(a) Marcagdo de Ber-EP4 na regido mais superficial do tumor mostrando
marcagao praticamente negativa (100x); (b) Ber-EP4 com marcag¢ao tumoral
fraca e discretamente heterogénea, sendo negativa na proximidade da
epiderme e progressivamente mais intensa nos planos profundos (100x); (c)
Ber-EP4 também mostrando progressao da marcagao conforme profundidade
aumenta, tendo marcagéao intensa e homogénea na regiao tumoral na derme
profunda (100x); (d) Marcagdao com MNF116 intensa e homogénea em todo
tumor, desde regidao superficial até a profunda (100x); (e) MNF116 com
marcagao tumoral intensa e homogénea (100x); (f) MNF116 com marcagao
tumoral intensa e homogénea (100x).
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Como citado anteriormente, por meio do método proposto e auxilio do
software Image J, realizou-se a andlise e mensuragdo da intensidade e do
porcentual de area marcada pelos anticorpos. Em acordo com a descrigao prévia,
primeiramente as areas tumorais foram demarcadas; e em seguida, as imagens,
convertidas para 8-bits em escala de cinza para mensuragdo da area tumoral
demarcada e da intensidade de marcacdo. Apds esta leitura, mediu-se o limiar de
cada célula com nivel de escala de cinza em 127 (metade da escala de cinza — que
vai de 0 a 255 — e 85% do valor da escala dos tumores — maximo dos tumores é
150), para quantificar o percentual de células marcadas na reacéo IHQ [Figuras 16 a
19].

Figura 16 — Analise no software Image J para mensuragido da intensidade de marcagao e
porcentual de células marcadas pela IHQ.
(@) CBC nodular corado pelo Ber-EP4 e demarcado pelo software; (b)
Remocao do background para analise restrita da area tumoral; (c) Conversao
da imagem para 8-bits e analise na escala de cinza; (d) Analise do limiar
(threshold) para quantificagao de células marcadas pelo Ber-EP4.
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Figura 17 — Analise no software Image J para mensuragido da intensidade de marcagao e
porcentual de células marcadas pela IHQ.
(a) CBC superficial corado pelo Ber-EP4 e demarcado pelo software; (b)
Remogédo do background para analise restrita da area tumoral; (c) Imagem
em 8-bits para analise na escala de cinza. (d) Analise do limiar (threshold)
para quantificagdo de células marcadas pelo Ber-EP4.
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Figura 18 — Analise no software Image J para mensuragédo da intensidade de marcagao e
porcentual de células marcadas pela IHQ.
(a) CBC esclerodermiforme corado pelo Ber-EP4 e demarcado pelo software;
(b) Remocéao do background para analise restrita da area tumoral; (c) Imagem
em 8-bits para analise na escala de cinza; (d) Analise do limiar (threshold)
para quantificagdo de células marcadas pelo Ber-EP4.
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c) d)

Figura 19 — Analise no software Image J para mensuragido da intensidade de marcagao e
porcentual de células marcadas pela IHQ.
(a) CBC micronodular corado pelo Ber EP4 e demarcado pelo software; (b)
Remocgao do background para analise restrita da area tumoral; (c) Imagem
em 8-bits para analise na escala de cinza. (d) Analise do limiar (threshold)
para quantificagdo de células marcadas pelo Ber-EP4.

4.3.1 Imunomarcagao com Ber-EP4

Os resultados de cada anticorpo serdo demonstrados dividindo-se em
intensidade de marcagao, porcentagem de area marcada e escore, que resulta da
multiplicagdo dos dois primeiros fatores (intensidade x % area). Eles também foram
divididos em resultados dos quatros tipos histoldgicos e, posteriormente, nos grupos
Nao agressivos e agressivos.

Como previamente descrito, a imunomarcacdo do anticorpo Ber-EP4
foi considerada acentuada e com padrdo homogéneo em todos os tipos histolégicos
de CBC. Os valores médios da intensidade de marcacido variaram entre 62,8 a
82,13, e observou-se valores menores no CBC nodular comparado ao do
esclerodermiforme (62,82 x 82,13; p= 0,04, ANOVA) [Grafico 7a]. Os valores
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médios de intensidade de marcagao nos grupos nao agressivos e agressivos, 70,9 e
80,7, respectivamente, ndo mostraram significancia estatistica [Grafico 7b].

Os valores percentuais médios de area marcada pelo Ber-EP4 nos
quatro tipos histolégicos variou entre 88,1% a 97%, e o valor percentual médio de
area marcada do CBC superficial foi superior comparado ao do nodular (97% x
88,1%; p= 0,05, Kruskal-Wallis) e a do micronodular (97% x 88,3%; p= 0,05, Kruskal-
Wallis) [Grafico 7c]. Os percentuais médios da area marcada nos CBC agressivos e
nao-agressivos (92,4% e 92,1%, respectivamente) n&do mostraram diferencas
estatisticamente significantes [Grafico 7d].

Na comparagéo entre os escores (intensidade x % area) obtidos com a
marcacao Ber-EP4, notou-se uma distribuicido de valores semelhante a intensidade
de marcacao, com valores médios variando entre 58,49 a 78,54 nos quatro subtipos
histolégicos. O escore médio do CBC nodular foi inferior comparado ao
esclerodermiforme (58,49 x 78,54; p= 0,04, ANOVA) [Grafico 7e]. Os valores médios
dos escores dos CBC agressivos versus nao-agressivos (76,75 x 67,64,

respectivamente), ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes [Grafico

71].
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Grafico 7 — Comparagao marcagao imuno-histoquimica por Ber-EP4 nos subtipos do

carcinoma basocelular:

Intensidade nos quatro subtipos histolégicos (a) e nos subtipos ndo agressivos
e agressivos (b); Percentual de area nos quatro subtipos histoldgicos (c) e nos
Escore nos quatro subtipos

subtipos ndo agressivos e agressivos
histolégicos (e) e nos subtipos ndo agressivos e agressivos (f).

(d);
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4.3.2 Imunomarcagao com MNF116

A analise para o anticorpo MNF116 mostrou padrées semelhantes ao
Ber-EP4 em relagcédo a intensidade, com a marcagao acentuada e homogénea das
células tumorais em todos os subtipos do CBC. Nota-se que o MNF116 marca
epiderme.

Entretanto, notou-se menor valor de intensidade de marcagao no CBC
nodular comparada ao do esclerodermiforme (74,22 x 90,95; p= 0,008, ANOVA) e ao
do micronodular (74,22 x 93,56; p= 0,005, ANOVA) [Grafico 8a]. Os valores médios
de intensidade nos CBC agressivos versus nao-agressivos (78,5 e 92,
respectivamente), também mostram diferencas estatisticamente significantes (p=
0,001, teste t) [Grafico 8b]. .

Os valores percentuais de area imunomarcada pelo MNF116 nos
quatro subtipos histolégicos variaram de 91,13% a 97,19%. O CBC micronodular
mostrou maior valor percentual de area marcada comparado ao nodular (97,19% x
91,13%; p= 0,02, Kruskal-Wallis) e ao esclerodermiforme (97,19% x 95,9%; p= 0,04,
Kruskal-Wallis) [Grafico 8c]. Os valores percentuais médios das areas marcadas nos
agressivos versus néo-agressivos, 92,6% e 96,4%, respectivamente, ndo mostraram
diferengas com significancia estatistica [Grafico 8d].

Os escores médios obtidos com marcacdo MNF116 variou de 69,3 a
91, e indicou valor inferior no CBC nodular comparado ao do esclerodermiforme
(69,2 x 87,3; p= 0,01, ANOVA) e ao do micronodular (69,2 x 91; p= 0,005, ANOVA)
[Grafico 8e]. Na comparagao, o valor médio dos escores dos CBC agressivos foi

superior ao dos nao-agressivos (88,8 x 74,0, p= 0,001; teste t) [Grafico 8f].
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Grafico 8 — Comparagao da marcagao imuno-histoquimica por MNF116 nos subtipos do
carcinoma basocelular:
Intensidade nos quatro subtipos histolégicos (a) e nos subtipos ndo agressivos
e agressivos (b); Percentual de area nos quatro subtipos histoldgicos (c) e nos
subtipos ndo agressivos e agressivos (d); Escore nos quatro subtipos
histolégicos (e) e nos subtipos ndo agressivos e agressivos (f).
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4.3.3 Imunomarcagao com E-Caderina

Os valores obtidos na mensuragao de intensidade de marcagao nos
quatro tipos histolégicos para o anticorpo E-Caderina foram inferiores comparados
aos outros anticorpos (Ber-EP4 e MNF116), com variagdo de médias de 20,56 a
34,78. O valor médio da intensidade do CBC superficial foi superior comparado aos
demais subtipos, no entanto, apenas estatisticamente diferente quando comparado
ao do nodular (34,78 x 20,56; p= 0,02, ANOVA) [Grafico 9a]. Os valores médios dos
CBC agressivos e nao-agressivos, 25,7 e 27, respectivamente, ndo mostraram
diferencgas estatisticamente significantes [Grafico 9b].

Os valores percentuais de area imunomarcada pela E-Caderina variou
de 48,74% a 67,57%. Novamente, o CBC superficial mostrou maior valor percentual
médio de marcagao de area comparado ao do nodular (67,57% x 48,74%; p= 0,05,
ANOVA). Os valores percentuais médios do esclerodermiforme e micronodular
foram, respectivamente, 49,58% e 58,3% [Grafico 9c]. Os valores percentuais
médios dos CBC nédo-agressivos e agressivos (57,35% e 53%, respectivamente) ndo
mostraram diferengas estatisticamente significantes [Grafico 9d].

Na comparagao entre os escores médios obtidos com a marcagao com
a E-Caderina, notou-se uma distribuicdo de valores semelhantes a intensidade de
marcagao nos quatro tipos histolégicos, com valores variando entre 11,97 a 25,77, e
inferiores aos demais anticorpos. O valor do escore do CBC superficial foi superior
ao do CBC nodular (25,77 x 11,97; p= 0,03, ANOVA) [Gréfico 9e]. Os valores médios
dos escores agressivos versus nao-agressivos (16,94 e 18,28, respectivamente),

nao mostraram diferengas estatisticamente significantes [Grafico 9f].
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Grafico 9 — Comparagao da marcacgao imuno-histoquimica por E-Caderina nos subtipos do

carcinoma basocelular:

Intensidade nos quatro subtipos histolégicos (a) e nos subtipos ndo agressivos
e agressivos (b); Percentual de area nos quatro subtipos histoldgicos (c) e nos

subtipos ndo agressivos e agressivos

(d);

Escore nos quatro subtipos

histolégicos (e) e nos subtipos ndo agressivos e agressivos (f).
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Os valores médios da intensidade, do percentual de area marcada e
dos escores obtidos com Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina nos quatro subtipos
histolégicos e nos CBC agrupados em agressivos e nao agressivos estao

sumariados na tabela 20.

Tabela 20 — Valores médios da intensidade, percentuais de area marcada e escores obtidos
com Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina nos diferentes subtipos histolégicos do
carcinoma basocelular.

MARCADORES
BER-EP4 MNF116 E-CADERINA

INTENSIDADE (valor médio)

Nodular 62,82° 74,22"° 20,56¢
Superficial 80,51 83,62 34,78¢
Esclerodermiforme 82,137 90,95° 24,34
Micronodular 78,52 93,56° 27,70
Agressivos 80,69 92,0° 25,69
Nao agressivos 70,91 78,52° 27,06
[ g

PERCENTUAL DE AREA MARCADA

(valor médio)
Nodular 88,1 91,13° 48,74
Superficial 97,01 94,45 67,57
Esclerodermiforme 95,1 95,92" 49,58
Micronodular 88,3' 97,19%" 58,3
Agressivos 92,38 96,43 16,94
Nao agressivos 92,17 92,65 18,28

[ :

ESCORE (valor médio)
Nodular 58,49 69,28 ©' 11,97 ™
Superficial 78,51 79,74 2577 ™
Esclerodermiforme 78,54 87,31 15,39
Micronodular 74,05 91,03 X 19,26
Agressivos 76,75 88,80 " 16,94
Nao agressivos 67,64 74,06 " 18,28

Teste ANOVA: @ p= 0,04; ° p= 0,008; ® p= 0,005; ¢ p= 0,02; ' p= 0,02; ' p= 0,04;
k p=0,005;'p=0,01; " p= 0,03

Teste Kruskal-Wallis: fp= 0,05; ° p=0,02; h p=0,04

Teste t: © p=0,001; " p= 0,001



97

4.3.3 Imunomarcagao com VEGF

Na analise do VEGF, como descrito previamente, foi realizada a
contagem de células por meio do software Image J, sendo o resultado expresso em
numero de células inflamatérias totais e percentual de células marcadas pelo
anticorpo. A contagem total de células inflamatdrias presente ao redor dos tumores
mostrou-se semelhante na distribuicdo entre os tipos histoldgicos, mas tende a ser
menor no CBC nodular [Grafico 10a] e acentuada nos tumores agressivos [Grafico
10b]. Nao foram observadas diferengcas nos valores absolutos médios de células
inflamatdrias peritumorais nos diferentes subtipos de CBC (p= 0,12; ANOVA); e
quando comparados 0s grupos agressivos e nao agressivos (p= 0,14; Teste t).

A marcacgao de células inflamatérias peritumorais pelo anticorpo VEGF
mostrou-se com intensidade leve nos subtipos superficiais, e intensidade leve a
moderada nos subtipos nodulares. Ja nos subtipos micronodular e
esclerodermiforme a intensidade da marcacdo das células do infiltrado PT foi
considerada intensa [Grafico 10c]. A analise estatistica mostrou maior marcacéo do
VEGF no esclerodermiforme em comparagdo ao nodular (33,86% x 16,48%; p=
0,003; ANOVA) e ao superficial (33,86% x 10,94%; p< 0,001; ANOVA). Ainda, o
subtipo o micronodular mostrou com maior marcagdo do VEGF comparado ao
superficial (26,55% x 10,94%; p= 0,04; ANOVA). Na comparagao, o percentual de
células marcadas pelo VEGF foi superior nos tumores agressivos comparados aos
nao agressivos [Grafico 10d], com significancia estatistica (p< 0,001; teste t).

A tabela 21 resume as médias e desvio padrao do total de células

inflamatdrias peritumorais e da porcentagem de células marcadas pelo VEGF.
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Grafico 10 — Graficos box-plot da contagem de células inflamatérias peritumorais e da
porcentagem de imunomarcagao de VEGF:
(a) Comparagao do numero total de células inflamatérias peritumorais nos
diferentes subtipos de CBC (p= 0,12; ANOVA). (b) Comparagdo do numero
total de células inflamatérias peritumorais nos grupos nao agressivos e
agressivos (p= 0,14; Teste t). (c) Porcentagem de células imunomarcadas
pelo VEGF nos diferentes subtipos de CBC. (d) Porcentagem de células
imunomarcadas pelo VEGF nos grupos ndo agressivos e agressivos (p<
0,001; Teste t).
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Tabela 21 - Tabela de médias e desvio padrdao da contagem do total de células
inflamatérias e da porcentagem de células marcadas com VEGF na regiao
peri-tumoral nos tipos histolégicos de CBC e nos grupos n&o agressivo

(nodular e superficial) e agressivo (esclerodermiforme e micronodular)

MEDIA DO TOTAL DE
CELULAS INFLAMATORIAS
PERI-TUMORAIS

PORCENTAGEM DE
CELULAS INFLAMATORIAS
MARCADAS coM VEGF (%)

NODULAR
MEDIA (+ DP)

1126 (+ 757)

16,4 (£ 13)°

SUPERFICIAL
MEDIA (+ DP)

1682 (+ 916)

10,9 (¢ 7,7)>°¢

ESCLERODERMIFORME
MEDIA (+ DP)

1645 (+ 617)

33,8 (£ 19,7)*°

MICRONODULAR
MEDIA (+ DP)

1782 (+ 1159)

26,5 (+ 14,4)°

NAO AGRESSIVOS
MEDIA (+ DP)

1380 (+ 868)

13,9 (+ 11,1)°

AGRESSIVOS
MEDIA (+ DP)

1700 (+ 859)

30,9 (+ 17,9)¢

Teste ANOVA: ? p= 0,003; ° p< 0,001; ® p= 0,04; ¢ p< 0,001
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5 DISCUSSAO

As neoplasias cutaneas nao-melanoma (NCNM) sdo as formas de
cancer mais comuns da populagao branca (Diepgen e Mahler, 2002; Lear, Dahlke e
Murray, 2007), sendo a grande maioria representada pelo carcinoma basocelular
(CBC).

As NCNM sao responsaveis por baixa mortalidade, entretanto, as suas
elevadas taxas de incidéncia implicam em significativo impacto e 6nus aos sistemas
de saude e aos individuos (Breitbart, Greinert e Volkmer, 2006).

A despeito do seu crescimento lento e baixo potencial metastatico, o
CBC pode evoluir com substancial invasdo e destruicdo local, e o tratamento
cirurgico é ainda o de primeira eleigdo. O sucesso do tratamento € aquele com
elevadas taxas de cura e baixas de recorréncia do tumor, e que evita re-
intervencgdes (Griffiths, 1999).

Frente a expressiva prevaléncia de casos de CBC nos servigos
especializados de saude e a necessidade da avaliagdao do potencial sucesso do
tratamento cirurgico, a analise do comprometimento das margens cirurgicas ou a
completa excisdo do tumor pode ser um interessante indicador para mensurar a
resolubilidade e a qualidade do tratamento para as NCNM. H&4 uma negativa
correlagdo entre uma excisdo com margens livres e a probabilidade de recorréncia
(Thomas et al, 2003; Riml et al, 2012). A literatura registra taxas de incompleta
excisdo entre 5% e 25%. Em acordo com a meta-analise de Gulleth e colaboradores,
a amostra de 16.066 CBC mostrou a taxa de 14% de incompleta incisdo, com o
achado de margens cirurgicas negativas variando de 45% a 100%, média de 86% =
12% (Gulleth et al., 2010).

O tratamento cirdrgico convencional, diferente do destrutivo ou
medicamentoso, permite a avaliagdo histolégica das margens cirurgicas e atinge
ambas altas taxas de cura (95% a 99%) e baixa de recorréncia quando as margens
séo negativas (entre 1% a 14%) (Dieu; Macleod, 2002; Codazzi et al, 2014)

Em geral, a maioria dos autores recomenda para o CBC margens
laterais clinicamente ndo envolvidas entre 3 a 5 mm, mas as taxas de cura podem
declinar no manuseio de tumores de maiores dimensdes, subtipos agressivos e

tumores em localizagdes especificas (Rubin et al, 2005; Thomas et al; 2003)
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A excisdo incompleta varia entre 7 a 25% (Dieu; Macleod, 2002;
Gulleth et al., 2010) e a verdadeira recorréncia seguida da excisdo incompleta, varia
amplamente entre 26% a 67% (Farhi et al 2007). Em acordo com a Sociedade
Americana de Cancer, a taxa de recorréncia € mais frequente nos primeiros 5 anos
apos o tratamento, sendo recomendada visitas de seguimento a cada 6 a 12 meses
ao longo de toda vida (American Cancer Society, 2012).

No seguimento, as taxas de recorréncia de tumores incompletamente
excisados sdo variaveis (26% a 67%) (Farhi et al 2007). Embora, a recorréncia seja
muito variavel, tais dados revelam um aumento substancial do risco de CBC
incompletamente excisados. Adicionalmente, quando os CBC recorrem, eles sao
frequentemente maiores no momento da descoberta comparados ao seu tamanho
inicial e, em geral, exigem cirurgias mais complexas e sdo mais dificeis para serem
erradicados. As taxas de cura para CBC recorrentes sao piores quando comparados
aqueles nao tratados previamente. Portanto, o significado de uma exciséo
incompleta de um CBC indica significativamente um maior risco de recorréncia, e
implica em maiores dificuldades para a sua erradicagao (Fleischer et al, 2001).

A adocdo de conduta expectante e conservadora pode ser
excepcionalmente aceitavel em alguns casos de margens cirurgicas positivas, como
por exemplo, apds a excisdo de CBC em localizacbes de baixo risco ou para
tumores classificados com baixa agressividade, em pacientes com avancgada idade
e/ou com varias comorbidades (Bassas et al, 2013). No entanto, a exciséo
incompleta de CBC na face resulta em significativa comorbidade, se a conduta
expectante é adotada ao invés da decisdo da re-excisdo imediata (Salmon et al,
2010). Vale ressaltar que a incisdo incompleta implica em aumento da demanda nos
servigos de assisténcia especializada e dos custos de um segundo procedimento,
em geral de maior complexidade.

Atualmente, no Ambulatério de Dermatologia Oncolégica e Cirurgica do
HCFMRP-USP adota-se a cirurgia como primeira escolha para quase totalidade dos
CBC, é excepcional a indicacdo de tratamentos alternativos, como o uso do
imiquimode. A curetagem e eletrocoagulagcdo e a crioterapia nao tem sido
empregadas e a terapia fotodindmica ndo tem sido indicada para tratamento de
tumores (CBC e disceratose de Bowen) desde 2009, em decorréncia da limitagao da
indicacdo para o subtipo superficial, dos custos e da inferioridade dos resultados
clinicos (Felicio et al, 2008; Souza et al, 2009).
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Na amostra do estudo, foi observada predominancia do sexo masculino
(60,4%) em concordancia com maioria dos registros da literatura, em que se denota
a populagdo masculina ser preferencialmente acometida pela neoplasia (Lear,
Dahlke e Murray, 2015; Dreier et al., 2014). No entanto, séries mais recentes tém
indicado uma ascensao da incidéncia da neoplasia no sexo feminino (Christenson et
al., 2005; Jurciukonyte et al., 2013; Asgari et al., 2015; Marzuka e Book, 2015).

No estudo, o encontro do comprometimento das faixas etarias mais
avancgadas, a partir da quinta década, esta em plena consonancia com a literatura
mundial (Schafer et al., 2014). Apenas 2% (14 casos) da nossa amostra de
individuos estavam abaixo de 40 anos, e o acometimento de individuos mais jovens
pela neoplasia tem chamado atengcdo (Karagas et al., 2014). Nao obstante, os
registros da literatura indicam que as mulheres tém apresentado tumores em idades
mais precoces (Reinau et al., 2014; Arnspang et al., 2015).

Na amostra (n= 674) de CBC excisados no HCFMRP-USP, servi¢o de
saude de alta complexidade esta representada a atuacdo de diversas
especialidades, suas respectivas equipes médicas de variada formacgao e niveis de
experiéncia, em conjunto com os médicos residentes em treinamento, no tratamento
das neoplasias cutaneas. Neste contexto, pudemos explorar varios fatores que
pudessem estar envolvidos no comprometimento das margens cirurgicas do CBC.

Nossos resultados evidenciaram expressivo predominio topografico do
segmento cefélico (71%), comparado ao nao-cefalico, o que é corroborado por
inumeros registros na literatura e estabelece a forte relagdo com areas de exposigao
a radiagao ultravioleta (RUV) (Jurciukonyte et al., 2013; Stoica et al., 2009; Wehner
et al., 2015), e a distribuicdo anatémica do CBC é consistente com os niveis de
exposi¢ao solar das areas do corpo (Richmond-Sinclair et al. 2009).

Adicionalmente, o achado da neoplasia nos membros inferiores no
sexo feminino é justificado, de um modo geral, pelo aumento da exposi¢ao destas
areas pelas mulheres (Wu et al., 2013).

Ainda, nossos achados sugeriram que a idade possa estabelecer
relacdo com a localizagdo da neoplasia, pois na comparacido entre idade
categorizada mostrou que em pacientes mais jovens (< 73 anos), ha predominancia
de CBC no tronco comparado ao segmento cefalico (p= 0,001). Em concordancia

com a literatura, individuos mais jovens parecem exibir uma prevaléncia do CBC
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maior no tronco e mais baixa no segmento cefalico (Neale et al, 2007; Betti et al.,
2009).

A maior exposi¢ao dos individuos a RUV é resultante mudancas dos
habitos sociais e culturais, que implicou no aumento da exposi¢ao solar recreacional,
além do ocupacional, e nas mudancas das vestimentas com maiores areas do
tegumento expostas a RUV (Xiang et al., 2014); e ainda, da ocupacgao crescente das
mulheres nos segmentos de trabalho, em particular o rural, ao longo dos anos. Tais
fatores seriam responsaveis pelo aumento da incidéncia das neoplasias cutaneas
nas mulheres e nos mais jovens, e possivelmente pelas particulares diferencas de
localizagdo da neoplasia entre os sexos (Pranteda et al., 2014; Rudolph et al., 2015).

Ainda no estudo, foi notada a prevaléncia significativa do subtipo
nodular (61%) do CBC, seguido do superficial (14%), ambos considerados de baixo
risco. Ja os subtipos de alto risco somados perfizeram 25% da amostra
(micronodular, esclerodermiforme, infiltrativo e basoescamoso). Tal distribuicdo dos
subtipos histologicos € concordante com a literatura (Di Stefani et al., 2015). Vale
notar que qualquer proposta de tratamento deva atender e priorizar aquele de maior
prevaléncia ou seja, o CBC nodular, e ainda que um quarto dos CBC diagnosticados
sao considerados de alto risco e merecem atengdo quanto a sua abordagem de
tratamento.

Na busca da identificacdo dos potenciais fatores envolvidos no
comprometimento das margens cirurgicas, foi inicialmente identificado que a idade
possa ter relevancia. Uma analise preliminar indicou que individuos mais jovens (<40
anos) apresentavam elevada frequéncia (94%) de margens livres, contra a de 86%
nos mais idosos (>80 anos) (dados nao mostrados).

Uma vez observada a média de idade de 68 anos, vale ressaltar que a
populacdo mais acometida merece atencdo quanto uma potencial reducado das
chances de sucesso do seu tratamento, e aumento de comorbidades. A média de
idade em estudo australiano (n=5044), em sua maioria de homens (58,6%), para a
primeira excisdo de um CBC é de cerca 10 anos menos, 58,3 anos (Raash et al,
2006). J&4 em uma série da Espanha, a média de idade de pacientes submetidos a
excisao de CBC (n=750) foi de 73 anos (Bassas et al, 2013).

Na sequéncia, buscamos explorar por meio de varias analises outras
variaveis relacionadas ao CBC excisado, quanto as potenciais diferencas entre os

sexos e as faixas etarias.
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Nossos resultados evidenciaram o sexo masculino apresentou CBC de
maior didmetro (p< 0,001) e mais frequentemente ulcerado (p= 0,003), mas nao
diferiu quanto aos subtipos histolégicos (p=0,11).

Embora, a presenca de ulceragao predominasse nos individuos mais
idosos (> 73 anos) (p< 0,001), ndo foi observada correlagdo entre tamanho tumoral
(medido em seu maior diametro) e idade.

A ulceracdo pode ser interpretada como resultante do crescimento
vertical do tumor (acima da superficie da pele ou em planos profundos) nao
correspondente ao suprimento de neoangiogénese para a sua sustentagdo, e um
indicativo do aumento da sua capacidade invasao local (Vuletic et al., 2014).

O atraso ou negligéncia na busca aos servigos de saude dos homens
para a resolugcao deste agravo pode ser a causa do encontro de tumores de com
maior tempo de evolugao (maiores dimenséao e presenca de ulceragao). Em adigéo a
negligéncia, negagéao, receio ou desinformagao, a redugcdo da imunovigilancia nos
individuos mais idosos seria uma possivel causa da maior frequéncia de ulceragao
nos tumores excisados (Yu, Bordeaux e Baron, 2014).

A despeito destes fatores potencialmente desfavoraveis ao sucesso do
tratamento, por meio da analise univariada da amostra, foi indicado que os fatores
sexo e idade categorizada (73 anos) ndo mostraram relagdo com o©
comprometimento das margens cirurgicas (p= 0,83 e p= 0,19, respectivamente).
Deve ser considerado que outros fatores estariam prevalecendo para superar estes
potenciais obstaculos.

Por outro lado, a equipe deve estar atenta e habilitada cirurgicamente
para o manuseio de lesbes com maiores didmetros e ulceradas no sexo masculino e
no individuo idoso, para garantir o sucesso do tratamento.

Ainda, no estudo ha evidéncias que os grupos risco para a neoplasia
sdao os homens e individuos mais velhos, que sdo de extrema valia para o
planejamento das estratégias de prevencéo (Souza, 2015).

Em seguida, buscamos identificar os fatores relacionados a neoplasia
que pudessem estar envolvidos no comprometimento das margens cirurgicas.

Inicialmente, observamos que os CBC do subtipo nodular foram
predominantes no segmento cefalico (p< 0,001) e nos membros (p< 0,001)
comparado ao tronco. Inversamente, o subtipo superficial € predominante no tronco

comparado ao segmento cefalico (p< 0,001) e aos membros (p< ,001). Ha varios
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estudos ao redor do mundo e em diferentes amostras populacionais ou grupos
étnicos indicando o tronco como sitio preferencial do CBC superficial, a exemplo dos
estudos na ltalia (Betti et al, 2009) e em Taiwan (Chen; Chen; 2006). Raasch e
colaboradores (2006) observaram para todos os subtipos e em ambos 0s géneros,
uma maior densidade de CBC na face seguida do pescoco. Uma excegao, foi
observada nos homens, nos quais o subtipo superficial no tronco de homens ocupou
a segunda posigao, seguido do pescogo. Neale e colaboradores (2007) sugerem que
o surgimento de CBC no tronco é resultado da exposicdo excessiva a RUV de
células basais sensiveis da epiderme, 0 que resultar de intensas exposi¢gdes agudas
suficiente para causar queimadura entre as pessoas com habilidade para o
bronzeamento da face, geralmente menos susceptivel aos efeitos carcinogénicos da
RUV.

Os tumores do tronco mostraram maiores dimensdes comparado aos
do segmento cefélico (p< 0,001). Mas foi interessante notar que o didmetro dos
tumores nao se correlacionou a presencga de ulceragao, aos tipos histolégicos (p =
0,97) e a idade (p= 0,24). Nossos achados sao concordantes com aqueles da série
de Chen e Chen (2006), em que o subtipo superficial mais frequento no tronco,
também com maiores dimensdes.

No entanto, a presenca de ulceragdo predominou nos subtipos
nodulares, e naqueles localizados no segmento cefalico e nos membros comparados
aos do tronco. Em concordancia com a literatura, o subtipo superficial foi com menor
frequéncia associado a ulceragao (Mina et al., 2013).

Nos individuos abaixo de 73 anos, houve predominio do subtipo
superficial comparado ao nodular (p=0,02) e ao esclerodermiforme (p< 0,001). Tais
resultados sdo concordantes com aqueles observados por Bozan e colaboradores
(2015), em que os pacientes mais jovens mostraram com maior prevaléncia de
tumores no tronco e do subtipo superficial.

Por meio da analise univariada, a localizagdo revelou ser fator
determinante para o comprometimento das margens cirurgicas, sendo o segmento
cefalico de maior risco comparado ao tronco (OR 20; p< 0,001) e aos membros (OR
14,29; p< 0,001). Ja& os tumores no tronco apresentaram menores chances das
margens comprometidas, a despeito das maiores dimensdes comparados aos do

segmento cefélico (p< 0,001).
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Uma vez que a localizagdo no segmento cefalico aumenta as chances
de margens comprometidas, todos aqueles localizados nesta regidao merecem
atencdo e o seu tratamento deve ser conduzido por especialista treinado.
Adicionalmente, ha areas de maior risco (zona H) para a qual ja esta indicada a
cirurgia micrografica (Bozan et al., 2015).

Ainda, o subtipo histolégico do CBC também influenciou no desfecho
do comprometimento das margens cirargicas. Os subtipos micronodular e
esclerodermiforme apresentam maior risco para o comprometimento das margens
comparados ao nodular (OR 2,93 e OR 2,52; respectivamente, p= 0,02) e ao
superficial (OR 26,18 e OR 30,48, respectivamente, p< 0,001). Por outro lado, o
subtipo superficial mostrou-se com menor risco para o comprometimento das
margens comparado ao nodular (OR 0,10; p= 0,005). Esses dados sao condizentes
com trabalhos prévios, onde se observou maiores taxas de recidivas nestes tumores
considerados agressivos (esclerodermiforme e micronodular) (Cigna et al., 2011;
Szewczyk et al., 2014; Alam et al., 2015).

Ja na regresséo logistica binaria multivariada foi o subtipo micronodular
aquele que apresentou o maior risco do comprometimento das margens cirurgicas.
Nossos resultados sustentam o maior risco deste subtipo para a recidiva, e sendo
classificado como agressivo ha implicagbes no seu planejamento de tratamento e
manuseio cirurgico. Uma vez que o subtipo micronodular for reconhecido ou
identificado, estaria minimamente indicada a cirurgia tradicional com maiores
margens de seguranga (Lear et al., 2007), ou ideal e precocemente, a cirurgia
micrografica para o aumento das chances de cura (van Loo et al., 2014).

Apesar da presenca de ulceracdo mostrar aumento das chances para o
desfecho das margens cirurgicas comprometidas na analise univariada (OR 2,43; p<
0,001), na multivariada ndo houve significancia estatistica (p= 0,553). Vale lembrar
que a ulceragcao é mais frequente nos subtipos nodulares, nos individuos mais
idosos (> 73 anos) e nos individuos do sexo masculino e uma atencéao a este critério
é cauteloso.

Na sequéncia, buscamos identificar distribuicdo e as especialidades
responsaveis pela excisdo dos CBC na nossa amostra do estudo. A Dermatologia foi
responsavel pela expressiva maioria das cirurgias com 78% dos casos, seguida da
CCP (11%), Oftalmologia (5%), Cirurgia Plastica (4%) e outras especialidades nao

especificadas (2%). Tais resultados corroboram a significativa participagdo da



108

especialidade e do servigo dentro da instituicdo na resolugcao de afeccao de elevada
prevaléncia, significativa morbidade e elevado impacto econdmico no sistema de
saude.

Uma vez que a especialidade Dermatologia foi detentora do maior
numero de CBC excisados na instituicdo, foi relevante estabelecer a capacidade
resolutiva da equipe e o indice de sucesso medido por meio da frequéncia de
margens livres. Os resultados revelaram que o indice de margens livres para a
Dermatologia foi o mais elevado, com 95%, seguido da Cirurgia Plastica (89%), ja a
CCP e Oftalmologia mostraram baixos indices de margens livres (60% e 49%,
respectivamente).

O indice geral de margens comprometidas na remocéo de CBC por
todas as especialidades que atuam na instituicao para foi de 25,4%. A despeito dos
indices da instituicdo se encontrarem nos limites superiores comparados aqueles
observados na literatura, entre 5% e 25% (média de 14%) de incompleta incisao
(Gulleth et al., 2010), a especialidade Dermatologia se posicionou com 0s menores
indices (5%) da instituicdo comparaveis aqueles registrados na literatura, e em
concordancia com diversos estudos realizados em centros de assisténcia ao redor
do mundo, como apresentados a seguir.

Um estudo multicéntrico de quatro centros universitarios americanos
publicado por Fleischer e colaboradores (2001) mostrou que Dermatologistas foi o
grupo que apresentou menor probabilidade de realizar excisdo incompleta (margens
comprometidas), comparados aos Otorrinolaringologistas e Cirurgides Plasticos e
concluiram que a especialidade médica pode afetar a qualidade de assisténcia no
manuseio cirurgico do CBC. Neste estudo foram analisados 1459 espécimes
excisadas, a presenga de margens comprometidas foi observada em 16,6% da
amostra, com a menor indice obtido pelos dermatologistas (14,2%) seguido por
cirurgidbes gerais (17,9%), cirurgides plasticos (27,6%), e otorrinolaringologistas
(46,9%).

Na Nova Zelandia, dermatologistas foram comparados com médicos
clinicos gerais (general practitioners - GP) no trabalho de Salmon e colaboradores
(2010). No total de 1532 lesdes excisadas (1100 malignas e 432 benignas). Entre
aquelas excisadas por dermatologistas 93% eram malignas, 55% da regido da
cabeca e pescog¢o, € nenhuma incisdo incompleta. Ja entre os GP, 63% lesbes

malignas, 30% da cabeca e pescogo e 23% de excisdo incompleta de lesdes
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malignas. Os autores concluiram que os GP excisaram mais lesdes benignas e
tiveram maiores taxas de excisdo incompleta para as lesbes malignas comparados
aos dermatologistas. Aas taxas de excisdo incompleta avariou entre 0% a 45%
dependendo do grupo e da localizagdo da lesdo. Os custos aumentam
substancialmente se um significante numero de lesdes benignas é excisado ou se
uma excisao primaria é incompleta.

Na Espanha, Bassas e colaboradores (2013) determinaram as taxas de
margens positivas de CBC removidos por cirurgides de diferentes especialidades.
Na mostra de 921 tumores, o indice de margens comprometidas foi de 13%.
Dermatologistas excisaram 59,6% dos tumores, seguidos por cirurgides plasticos
(21,5%), cirurgides gerais (15,5%), outros especialistas (oftalmologistas, cirurgides
maxilofaciais, otorrinolaringologistas) removeram apenas 30 tumores (3,3%). Em
concordancia com os estudos prévios e nossos resultados, as margens positivas foi
identificada em 6,7% dos tumores excisados por dermatologistas e em 21,5%
daqueles removidos por ndo dermatologistas, taxas de 19,3% para cirurgides
plasticos, 22,4% para cirurgides gerais e 33,3% para outros especialistas. Os
autores concluiram que a especialidade médica pode afetar a qualidade de
assisténcia no manuseio cirurgico do CBC

Vale ainda ressaltar que enquanto instituicdo de treinamento e ensino
pode ser esperada taxas mais elevadas de remocao incompleta dos tumores. Riml
e colaboradores (2013) demonstrou que os indices de incisdo incompleta diminuiram
do primeiro (12,1%) ao terceiro ano (5,7%) de treinamento em cirurgia plastica, a
despeito do aumento do nivel de complexidade dos tumores removidos. Neste
quesito, podemos comparar os baixos niveis daqueles do ultimo ano de treinamento
observados por Riml e colaboradores (2013) aqueles obtidos na Dermatologia do
HCFMRP-USP (5%), no presente estudo.

Fatores como a idade do paciente, localizacdo, dimensdo e subtipo
histolégico do tumor nado explicam as maiores taxas de margens positivas de
tumores excisados por cirurgides nao-dermatologistas (Bassas et al, 2013). A
maioria dos autores argumentam que a maior habilidade em atingir um acurado
diagndstico clinico e identificar as margens do tumor, o que pode ser dificil de
discernir, além do seu maior conhecimento da biologia dos subtipos do CBC

poderiam explicar tais achados (Bassas et al, 2013)
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Além da identificacdo clinica a visdo desarmada, a dermatoscopia tem
auxiliado sobremaneira na delimitagdo das margens, e o treinamento do
dermatologista para ambas as habilidades parece influir no aumento as chances do
desfecho em margens livres. Na pratica clinica é crescente o treinamento e uso da
dermatoscopia entre dermatologistas, instrumento que além de elevar a acuracia
diagndstica mostrou-se de auxilio na delimitagdo pré-cirdrgica dos tumores e tem
sido utilizada na rotina do nosso servigo de dermatologia cirurgica (Fantini, 2015).

Previamente, Bisson e colaboradores (2002) mostraram em um estudo
prospectivo a importancia de se preocupar com as margens cirurgicas do CBC e que
0 emprego de lupas (aumento de 3,5x) podem fazer diferenga para a demarcagéao e
resultados em margens livres nestas cirurgias.

O advento da dermatoscopia pode providenciar maior acuracia da
avaliacdo da verdadeira extensao do tumor e permitir uma estimativa mais precisa
das margens cirurgicas requeridas na excisao, auxiliando a minimizar as taxas de
recorréncia. A auséncia dos critérios dermatoscopicos do CBC pode definir as
margens com pele saudavel na area perilesional ao tumor. Enquanto a identificagéao
das estruturas pigmentadas é inquestionavel, a utilidade da estrutura vascular é
questionavel (Lallas et al., 2013).

Certamente, restava estabelecer uma analise comparativa da
dimensao média dos CBC excisados entre as diversas especialidades, o que
resultou nos valores similares para a Dermatologia (274 mm?), Cirurgia Plastica (279
mm?), algo menor na CCP (218 mm?), e o mais reduzido na Oftalmologia (87 mm?).

A tentativa de preservacado de tecido sadio e da funcionalidade da
regido periocular parece influenciar nestes resultados (Koyuncuer et al., 2014). A
remogao de CBC da regido periocular apresentam indices de margens
comprometidas maior que qualquer outra localizagdo, com indices de até 13%
contra 5-8% das demais localizagdes (Griffiths, Suvarna e Stone, 2007; Rumelt et
al., 2010; Husein-Elahmed et al., 2014). Tais resultados fortalecem a indicagéo de
técnicas de exceléncia, como a cirurgia micrografica de Mohs, nas quais ha o
controle preciso das margens cirurgicas, o que se encontra disponivel apenas no
servigo de Dermatologia (Narayanan, Hadid e Barnes, 2014).

Em atencdo aos baixos indices de margens livres na excisdo de

tumores obtidos pela CCP podem ser em parte justificados pela topografia (cirurgias
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exclusivas do segmento cefalico), maior frequéncia de cirurgias em individuos acima
de 73 anos (p= 0,05) e de CBC ulcerados comparada a Dermatologia (p< 0,001).

E interessante notar que a frequéncia dos CBC do subtipo histoldgico
superficial foi superior na Dermatologia em relagdo a CCP e Oftalmologia. Tal
achado pode ser justificado pela maior frequéncia deste subtipo no tronco e seu
diagndstico realizado por meio da inspecao visual da pele de todo o tegumento.
Frente aos seus diagndsticos diferenciais, a identificagdo precoce ou a suspeigao
deste subtipo é facilmente feita pelo dermatologista treinado. Ainda, o uso de
dermatoscopia pode garantir melhor identificagdo e delimitagcdo desses tumores, por
conseguinte, maior frequéncia do desfecho com margens livres (Janjua et al., 2012).

Vale notar nossos resultados mostraram que o subtipo superficial
apresentou menor risco para o0 comprometimento das margens cirurgicas
comparado ao nodular. Na literatura, € conhecido o maior risco de recidiva
possivelmente pelo ndo reconhecimento da sua distribuicdo multifocal, representada
pelas suas interligagdes em rede com pontos da epiderme. Por essa razdo, um corte
histolégico que mostra margens livres pode representar uma area onde o tumor nao
mostrava sua interligagdo com o restante da massa tumoral (Codazzi et al., 2014).

Se considerarmos que a ulceracdo mantém relacdo com a capacidade
invasao do tumor, o conjunto dos nossos resultados mostra que o subtipo superficial
do CBC apresenta com menor frequéncia a ulceracdo e menor risco para o
comprometimento das margens cirurgicas. No entanto, deve ser considerado que o
menor risco para o comprometimento das margens cirurgicas do subtipo superficial
pode ser resultante da soma de habilidades préprias do dermatologista treinado: 1)
no reconhecimento precoce quando do exame de toda a pele; 2) no uso do
dermatoscopio que aumenta a acuracia do diagnéstico clinico; 3) e que auxilia na
delimitacdo precisa das margens e pontos multifocais do tumor na fase pré-
operatdria, fatores que somados possivelmente aumentaram o sucesso da
intervencgao cirurgica realizada pela especialidade, com os maiores indices de
margens cirurgicas livres no quadro geral.

De maneira algo inesperada, a dimensdo do tumor nao mostrou
relagdo com o comprometimento das margens cirurgicas pela analise univariada.
Inversamente, a dimensao média de tumores com margens livres mostrou-se maior
que a média dos tumores com margens comprometidas (266 mm? x 220 mm?,

respectivamente).
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Baseados nestes resultados, sugere-se a hipotese de que CBC com
maiores didmetros foram os superficiais e aqueles localizados no tronco, ambos
apresentaram o0s menores riscos de margens comprometidas, o que corrobora
conceitualmente o baixo risco. Dessa forma, apesar de maiores, tais tumores
apresentariam maiores taxas de margens livres.

Vale ainda lembrar que o didmetro médio dos CBC excisados pela
Dermatologia nao diferiu da Cirurgia Plastica, adicionalmente, a primeira
especialidade atingiu os niveis mais elevados de margens cirurgicas livres, o que
pode ser resultante das habilidades clinicas somadas aos investimentos na equipe,
estrutura e treinamento cirdrgico dos seus médicos residentes.

Na analise dos marcadores por meio da reacao imuno-histoquimica, o
anticorpo anti-Ber-EP4 mostrou elevada sensibilidade na marcacdo das células
neoplasicas do CBC, resultando em boa delimitacdo do tecido tumoral, em
concordancia com os registros da literatura (Dasgeb et al., 2013).

Uma analise preliminar indicou marcacdo de elevado percentual das
células dos CBC nos varios subtipos, com padrdo homogéneo e moderada a
acentuada intensidade de imunoprecipitado para o Ber-Ep4 e MNF116, e
intensidade moderada para a E-Caderina.

Nossos achados mostraram a imunomarcacao com Ber-EP4 acentuada
e com padrao homogéneo em todos os subtipos histoldgicos de CBC. Nesta analise,
os valores de intensidade de marcagao e escore do CBC nodular foram menores
comparados ao do esclerodermiforme (p= 0,04), o que pode sugerir menor
expressao desta proteina no CBC nodular. Isoladamente, o percentual de area
marcada pelo Ber-Ep4 foi superior no CBC superficial comparado ao nodular e
micronodular (p< 0,05), o que ¢é indicativo da sua potencial aplicacédo para a
identificacdo dos ninhos tumorais deste subtipo. No entanto, as marcagdes com Ber-
Ep4 nao diferenciaram os subtipos agressivos dos nao agressivos do CBC, o que
sugere que o comportamento dos subtipos agressivos (esclerodermiforme e
micronodular) ndo implica na perda de produgado desta proteina. O marcador Ber-
Ep4 tem sido utilizado no auxilio da diferenciacdo do CBC com o carcinoma
espinocelular (Sellheyer et al., 2013) e do CBC metatipico (Linskey et al., 2013).

O anticorpo anti-MNF116 mostrou marcagao semelhante a do anti-Ber-
EP4, que foi subjetivamente avaliado como mais homogéneo entre todos os subtipos

de CBC. Ja os valores de intensidade de marcagao, percentual de area marcada e o
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escore obtidos com o MNF116 sugeriram possivel diferenciagdo entre os CBC
agressivos daqueles nao agressivos, 0 que pode indicar algum auxilio nesta
discriminagcao, além da identificacdo de ninhos de células tumorais em meio a
fibrose e infiltrado inflamatdério nos subtipos mais agressivos. No entanto, MNF116 é
também marcador da epiderme, o que pode dificultar a distincdo ou delimitacdo do
CBC superficial (Orchand et al., 2015).

O maior valor percentual de area marcada no CBC micronodular
exibido pelo MNF116 comparada ao nodular (p= 0,02) e ao esclerodermiforme (p=
0,04) é indicativo de que este marcador possa auxiliar, em particular, na
identificacdo deste subtipo agressivo do CBC e seu maior risco do comprometimento
das margens.

O anticorpo anti-E-Caderina, de modo geral, marcou com menor
intensidade comparados aos demais (Ber-Ep4 e MNF116), mas com padrao
homogéneo. Os valores superiores (intensidade, percentual de area e escores) da
E-caderina no CBC superficial evidenciaram a sua peculiar caracteristica da
distribuicdo dos ninhos de células tumorais, se estendendo ao longo do eixo da
epiderme, e eventualmente poderia auxiliar na identificacdo histolégica do
crescimento multifocal do tumor. Este padrao pode estar associado ao seu padrao
pouco agressivo de crescimento horizontal, raramente evoluindo para ulceragao e
invasao para planos profundos. Estes marcadores poderiam eventualmente auxiliar
na sua delimitacdo histopatologica, pois a falta da identificagdo clinica ou
histopatolégica e, por conseguinte, a sua ressecg¢ao incompleta, pode resultar em
recidivas (Marzuka et al., 2015). A perda da expressao da E-Caderina nos tumores
mais agressivos da mama tem auxiliado nesta discriminagdo (Fulga et al., 2015;
Vanjaka-Rogosic et al., 2014). Baseados nestes achados, buscamos estudar
amostras do CBC, um tumor classicamente pouco metastatico, mas com capacidade
de agressao e invasao locais, e entender um pouco mais tais caracteristicas.

Em nossos achados, notou-se que a expressao do VEGF
(porcentagem de células inflamatérias marcadas) foi menor no subtipo superficial, o
que pode manter relacdo com a sua menor densidade de vasos neoformados, o que
poderia ser determinante da sua baixa capacidade de invasao e agressao. Por outro
lado, o encontro no estudo de elevado percentual de células marcadas pelo VEGF

no infiltrado peritumoral dos tumores agressivos comparados aos ndo agressivos (p<
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0,001) é indicativo do papel desta proteina no comportamento mais invasivo destes
subtipos do CBC.

Os estudos prévios de Bowden e colaboradores (2002) na comparagao
de CBC e carcinomas espinocelulares (CEC) ja indicavam a distingdo da expressao
do VEGF por IHQ, que foi mais frequente e difusa nos CEC e CBC mais agressivos
e invasivos.

Nossos resultados vieram a concordar com aqueles observados por
Vuletic e colaboradores (2014) observaram a expressao de VEGF por IHQ
significativamente menor no subtipo superficial comparado aos demais. A expressao
mais elevada foi observada nos subtipos infiltrativos e meta-atipicos, mas sem
nenhuma diferenga significante entre nodulares e adendides. A densidade
microvascular foi significativamente maior nos subtipos infiltrativo, meta-atipico,
nodular e adendide.

No entanto, nossos achados sdo indicativos que o subtipo superficial
com menores valores de expressao do VEGF por IHQ, seguido do subtipo nodular, e
ambos podem ser agrupados como nao agressivos, distintamente daqueles
agressivos (esclerodermiforme e micronodular) e outros métodos de analise
parecem corroborar tais resultados como discutiremos a seguir.

Oh e colaboradores (2003) obtiveram distingdo na comparagao de CBC
agressivos com aqueles nao agressivos por meio da analise do mRNA do VEGF,
que foi detectado em todas as amostras de CBC. A expressao do VEGF nos tipos
agressivos foi 3,5 vezes maior comparada ao daqueles ndo agressivos, além da
significativa correlagcdo dos niveis d e expressdo do VEGF e microdensidade
vascular.

Na mesma linha, Longini e colaboradores (2003) compararam a
densidade microvascular e os niveis de expressdo do mRNA do VEGF em CBC e
carcinomas espinocelulares (CEC) e observaram que os valores médios de
quantificacdo do cDNA do VEGF permitem distinguir os tumores com elevada
expressao daqueles com baixa expressao. Enquanto a maioria dos CBC mostrou
baixa expressao, contrariamente os CEC apresentaram niveis mais elevados de
expressao do cDNA do VEGF. Adicionalmente, os autores também mostraram uma
significante associagdo da alta densidade da microvasculatura com os niveis de
mRNA do VEGF.
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O conjunto destes registros da literatura e dos nossos resultados
sugerem que os subtipos nao agressivos (superficial e nodular) podem se distinguir
daqueles agressivos (esclerodermiforme e micronodular) por meio da expressao do
VEGF observada por varios métodos. Tais analises sugerem que a expressao do
VEGF e a angiogénese podem ter um papel relevante na progressao para agressao
e infiltracdo do CBC.
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6 CONCLUSOES

Considerando-se a elevada prevaléncia e morbidade do CBC, fatores
preditivos para o desfecho em margens cirurgicas comprometidas sao de
fundamental relevancia para o planejamento do tratamento cirurgico e obtencéo das
mais elevadas taxas de cura.

Os resultados obtidos neste estudo permitem as seguintes conclusdes:

i) Homens e individuos idosos representam os grupos de
risco para o desenvolvimento do CBC, mas nao para o comprometimento
das margens cirurgicas;

ii) O segmento cefélico, em particular a regido nasal, e o
subtipo micronodular, seguido do esclerodermiforme, implicam em riscos
elevados para o comprometimento das margens e merecem atencao
quanto ao seu manuseio cirurgico por especialistas treinados;

iii) A marcagao homogénea e de intensidade moderada a
acentuada das células neoplasicas em todos os subtipos do CBC pelo
Ber-EP4, MNF116 e E-Caderina é indicativa do potencial auxilio destes
marcadores, para a identificacdo de ninhos tumorais multifocais no
subtipo superficial, ou em meio ao processo inflamatério nos subtipos
agressivos;

iv) O marcador MNF116 pode ser util na discriminagao entre
CBC agressivos (esclerodermiforme e micronodular) e os n&o agressivos
(nodular e superficial);

v) A expressiva marcagao da E-Caderina no CBC superficial
pode representar o seu padrao menos agressivo e radial de crescimento;

vi) O elevado percentual de células marcadas pelo VEGF no
infiltrado peritumoral dos tumores agressivos € indicativo do papel desta
proteina no comportamento mais invasivo destes subtipos do CBC;

viii A especialidade Dermatologia tem  expressiva
participacdo institucional com a mais elevada resolubilidade,
representada pela maior frequéncia de excisdao de CBC e a menor de

margens cirurgicas comprometidas.
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INTRODUCAO

O carcinoma basocelular (CBC) é a neoplasia mais frequente no ser humano,
correspondendo, somente entre os tumores cutdneos malignos a 70% de todos os casos.
Apesar de sua alta incidéncia, caracteristicamente apresenta baixos indices de mortalidade
e metastatizacdo (maximo de 0,55%). No entanto, o acometimento deste tumor em areas
nobres faciais geram grande morbidade aos pacientes, podendo resultar em defeitos
estético-funcionais irreparaveis.

A epidemiologia e etiopatogenia desta neoplasia mostram que tanto fatores
genéticos como ambientais sdo decisivos na formagaéo dos tumores basocelulares. Desde
0s genes que determinam fendtipo ruivo, presenca de sardas e coloragao dos olhos, até os
genes classicamente associados a mutagdes acumulativas que culminam em neoplasias,
como o p 53, a gama da fatores de risco intrinsecos ao individuo se somam aos fatores
ambientais, como exposig¢ao a radiacao ultravioleta.

Clinicamente, sabe-se que a predisposi¢cao ao aparecimento do CBC & maior
em individuos acima de 60 anos, do sexo masculino, em localizacao facial e com histéria de
exposigao solar laboral. No entanto, algumas mudancgas clinico-epidemiolégicas tem sido
notada no ultimos anos, como por exemplo o aumento deste tumor no sexo feminino e em
pacientes mais jovens.

Do ponto de visto histolégico e imuno-histoquimico, os tumores
diagnosticados como esclerodermiforme, micronodular, infiltrativo e metatipico sé&o
classificados na literatura como mais agressivos e com potencial de maior recidivas e
morbidade para o paciente. Marcadores imuno-histoquimicos como Ber-EP4 mostram
grande especificidade para identificagdo e classificagdo do CBC; o MNF 116, que marca
citoqueratinas humanas, mostra importancia na diferenciagdo dos carcinomas com
sarcomas; E-Caderina € uma proteina de adeséao celular cuja perda de expresséo torna o
tumor mais agressivo e invasivo; VEGF é marcador de proliferagdo vascular, cuja maior
expressao mostra maior crescimento tumoral.

Dessa forma, objetivamos estabelecer os fatores clinico-patolégicos que
possam influenciar na presenga de margens cirdrgicas comprometidas no tratamento do
CBC.
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PACIENTES E METODOS

O estudo transversal, descritivo e retrospectivo, analisou 674 casos de CBC
removidos por diferentes especialidades, em unidade hospitalar terciaria (HCFMRP-USP),
no ano de 2011. Foram coletados dados demograficos (sexo e idade), clinicos (localizagao)
e histopatolégicos (subtipo histolégico, dimensdo, comprometimento das margens
cirurgicas) dos casos de CBC e a especialidade responsavel pela sua remogéo.

Foram incluidas no estudo 65 casos de CBC, sendo 19 nodulares, 16
superficiais, 18 esclerodermiformes e 12 micronodulares, para analise da expressao de Ber-
EP4, MNF 116, E-Caderina e VEGF através de imuno-histoquimica (IHQ).

Cortes parafinados de 4um de espessura de fragmentos do tumor foram
submetidos a etapas consecutivas de desparafinizagdo e a reacado de IHQ, por meio do
HRP-polimero (EasyLink HRP-Polymer kit with DAB; Immunobioscience Corp., USA). Os
anticorpos utilizados foram os monoclonais Ber EP4 (clone Ber Ep4, Dako — diluigao 1:200),
MNF 116 (clone NF116, Dako — diluigdo 1:100), VEGF (clone G153-694, BD — diluicao
1:2000) e E-Caderina (clone 36/E-Cadherin, BD — diluicdo 1:1000).

A analise quantitativa da imunomarcagao para a expressao dos anticorpos
nos cortes histolégicos de bidpsias cutédneas foi realizada através de sistema de analise de
imagem que inclui um microscopio (Zeiss Imager M1c) acoplado a uma cédmera colorida
(Axiocam MRc5) e a um computador, contendo o software (Axiovision 4.0 Carl Zeiss Vision),
do Laboratdrio de Neurologia Clinica da FMRP-USP. Para os anticorpos anti-Ber EP 4, MNF
116 e E-Caderina, realizou-se o calculo de intensidade de marcacdo dos tumores e a
porcentagem de area tumoral marcada pelos anticorpos com uso do software Image J
(versdo 1.49, National Institute of Health, USA).

Para contagem de células inflamatérias do VEGF, uma média de 8 a 10
campos com células marcadas foram selecionados de cada lamina para a analise
quantitativa. As células foram consideradas positivas para todos os marcadores na presenga
de imunoprecipitado castanho ao redor da membrana plasmatica das células inflamatdrias.
As células positivas foram quantificadas em 1.000 células/bidpsia, estabelecendo a
porcentagem de expressdo IHQ de VEGF, também realizado no software Image J verséo
1.49.

A analise estatistica foi realizada seguindo os seguintes critérios: para
cruzamento de dados entre as variaveis categodricas (sexo, clinica, local, ulceracéo,
histologia e idade categorizada), realizou-se o teste Qui-quadrado (X?). Para cruzamento
entre variaveis numéricas e categoricas, realizou-se a analise de variancias (ANOVA). Para
analise univariada das margens comprometidas como variavel dependente, utilizou-se o
teste t para idade e tamanho (numéricas), curva ROC para categorizagdo de idade e teste
X? para sexo, clinica, local, ulceragdo e histologia (varidveis categéricas). Para analise
multivariada das margens comprometidas, utilizou-se a regressado logistica binaria
multivariada. Para analise da marcagédo IHQ, por se tratar de variaveis numéricas, foram
utilizados os testes ANOVA, Kruskal-Wallis e Teste t.

Para execugédo da analise estatistica foi utilizado o programa IBM® SPSS®
Statistic v17.0 (International Business Machines Corporation, NY, USA) e para construgao
dos graficos o programa Minitab® Statistical Software v16.1 (Minitab Inc., PA, USA). Nivel
de significancia adotado com p< 0,05.
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RESULTADOS

Na amostra de 674 casos de CBC removidos por cirurgia no HCFMRP-USP,
407 eram individuos masculinos (60,4%) e 267 femininos (39,6%) [Grafico 1b]. A idade
média foi de 68 anos, sendo a minima de 22 e a maxima de 95 anos, com picos entre a
quinta e oitava décadas da vida [Grafico 1a]. A idade média no sexo masculino € no
feminino foi exatamente a mesma, 68 anos. Segundo a distribuicdo topografica, houve
predominio do segmento cefalico (71%), seguido do tronco (17%) e membros (12%) [Grafico
1c]. Dentre os subtipos histolégicos, prevaleceu o nodular (61%), seguido do superficial
(14%), micronodular (12%), esclerodermiforme (10%) e outros [infiltrativo e basoescamoso]
(3%) [Grafico 1d]. A prevaléncia da ulceracéo dos tumores, por avaliagao histopatoldgica, foi
de 41%.

Dentre os 674 casos tratados cirurgicamente, a especialidade Dermatologia
foi responsavel pela maioria das cirurgias com 78% dos casos (n= 526), seguida da Cirurgia
de Cabeca e Pescogo [CCP] (11%; n= 74), Oftalmologia (5%; n= 34), Cirurgia Plastica (4%;
n= 27) e outras especialidades ndo especificadas (2%; n= 13) [Gréfico 1e]. A dimensédo
média dos tumores excisados foi de 274 mm? na Dermatologia, 279 mm? na Cirurgia
Plastica, 218 mm?na CCP, 87 mm?na Oftalmologia, e 388 mm?nas outras clinicas. O indice
de margens livres de cada especialidade foi de 95% para a Dermatologia, 89% para a
Cirurgia Plastica, 60% para CCP, 49% para Oftalmologia e 80% para outras clinicas [Grafico
2].

Pela analise univariada, a localizagao revelou ser fator determinante para o
comprometimento das margens cirdrgicas, sendo o segmento cefalico de maior risco
comparado ao tronco (OR 20; IC 95% 2,94 — 100; p< 0,001) e aos membros (OR 14,29; IC
95% 2,0 — 100; p< 0,001). Como mostrado na tabela 1, ha redugédo do risco de margens
cirurgicas comprometidas de tumores excisados no tronco € nos membros comparados aos
do segmento cefalico (OR 0,05; IC 95% 0,01 — 0,34; p< 0,001 e OR 0,07; IC 95% 0,01 —
0,50; p< 0,001, respectivamente).

O subtipo histolégico do CBC também influencia no desfecho do
comprometimento das margens cirurgicas. Os subtipos esclerodermiforme e micronodular
apresentam maior risco para o comprometimento das margens comparados ao nodular (OR
2,52; 1C 95% 1,30 — 4,86 e OR 2,93; IC 95% 1,61 — 5,34, respectivamente, p= 0,02) e ao
superficial (OR 26,18; IC 95% 3,37 — 203,73 e OR 30,48; IC 95% 3,99 - 232,94,
respectivamente, p< 0,001). O subtipo superficial mostrou-se com menor risco para o
comprometimento das margens comparado ao nodular (OR 0,10; IC 95% 0,01 — 0,71; p=
0,005). Ainda, a presencga de ulceragao mostrou maior risco para o desfecho das margens
comprometidas (OR 2,43; IC 95% 1,50 — 3,94; p< 0,001).

Outro fator positivamente associado ao comprometimento de margens
cirurgicas positivas na analise univariada foi a especialidade responsavel pela excisdo do
CBC. As especialidades Oftalmologia e CCP apresentaram percentuais de margens
comprometidas significativamente maiores que a Dermatologia (OR: 16,31; IC 95% 7,36 —
36,12; p= 0,008 e OR: 13,02; IC 95% 7,14 — 23,75; p= 0,008, respectivamente); e a Cirurgia
Plastica, menor percentual do comprometimento de margens comparada a Oftalmologia (OR
7,06; 1IC 95% 1,76 — 28,25; p= 0,03) e 8 CCP (OR 5,64; IC 95% 1,56 — 20,38; p= 0,03).

Na analise univariada, os fatores dimensdo do tumor, sexo e idade
categorizada (73 anos) ndo mostraram relagdo com o comprometimento das margens
cirargicas (p= 0,32 — Teste t; p= 0,83 e p= 0,19 — Teste X?, respectivamente).
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Na analise de regresséo logistica binaria multivariada para identificagao de
fatores de risco para margens comprometidas (variavel dependente) revelou que o subtipo
histolégico micronodular apresentou o maior risco do comprometimento (OR 3,41; IC 95%
1,71 — 6,80; p= 0,001), e o subtipo esclerodermiforme, uma forte tendéncia do
comprometimento das margens, mas sem significancia estatistica (OR 1,90; IC 95% 0,89 —
4,05; p= 0,093).

A localizagdo em segmento cefalico é fator de risco para o comprometimento
de margens cirurgicas, comparado ao tronco (OR 8,33 IC 95% 1,05 — 50; p= 0,045) e aos
membros (OR 7,69 IC 95% 1,0 — 50; p= 0,05). Na tabela 1, pode ser observado a redugao
do risco dos tumores excisados no tronco e nos membros comparados aos do segmento
cefélico (OR 0,12; IC 95% 0,02 — 0,95; p= 0,045 e OR 0,13; IC 95% 0,02 — 1,00; p= 0,051,
respectivamente). Ainda, os tumores excisados pelas especialidades Oftalmologia e CCP
apresentaram maior risco para o desfecho de margens comprometidas (OR 10,12; IC 95%
4,40 - 23,27; p= 0,001 [Oftalmologia] e OR 9,67; IC 95% 5,14 — 18,21; p= 0,001 [CCP]). Os
resultados obtidos nas analises univariada e multivariada foram sumariados na tabela 1.

O resultado da imunomarcagdo com os anticorpos Ber-EP4, MNF116 e E-
Caderina, foram analisados por intensidade de marcacéo e porcentagem de area marcada
(realizado pelo software Image J), sendo, entdo realizado o escore, que resulta da
multiplicacdo dos dois primeiros fatores (intensidade x % area), formato no qual dispomos os
resultados. Ja a marcacdo com VEGF foi mensurada por contagem de células inflamatérias
peritumorais (PT) que expressaram imuno-marcagao [Figura 1].

Os escores do anticorpo Ber-EP4 foram considerados acentuados e com
padrao homogéneo em todos os tipos histolégicos de CBC. Seus valores médios variaram
entre 58,49 a 78,54 nos quatro subtipos histolégicos, sendo o do CBC nodular inferior
comparado ao esclerodermiforme (58,49 x 78,54; p= 0,04, ANOVA) [Grafico 3a]. Os escores
médios obtidos com marcagdo MNF116, que também se mostrou forte e homogénea entre
os tipos de CBC, variou de 69,3 a 91, e indicou valor inferior no CBC nodular comparado ao
do esclerodermiforme (69,2 x 87,3; p= 0,01, ANOVA) e ao do micronodular (69,2 x 91; p=
0,005, ANOVA) [Grafico 3b]. Na comparagao entre os escores médios obtidos com a
marcagao com a E-Caderina, notou-se menor intensidade de marcagdo nos quatro tipos
histolégicos, com valores variando entre 11,97 a 25,77, e inferiores aos demais anticorpos.
O valor do escore do CBC superficial foi superior ao do CBC nodular (25,77 x 11,97; p=
0,03, ANOVA) [Grafico 3c].

A marcagao de células inflamatérias PT pelo anticorpo VEGF mostrou-se com
intensidade leve nos subtipos superficiais, e intensidade leve a moderada nos subtipos
nodulares. Ja nos subtipos micronodular e esclerodermiforme a intensidade da marcagao
das células do infiltrado PT foi considerada intensa. A analise estatistica mostrou maior
marcagao do VEGF no esclerodermiforme em comparagdo ao nodular (33,86% x 16,48%;
p= 0,003; ANOVA) e ao superficial (33,86% x 10,94%; p< 0,001; ANOVA). Ainda, o subtipo o
micronodular mostrou com maior marca¢cao do VEGF comparado ao superficial (26,55% x
10,94%; p= 0,04; ANOVA) [Gréfico 3d].

DISCUSSAO

A elevada incidéncia do CBC na populagao implica em significativo impacto
no sistema de saude, considerando-se a intervengao cirdrgica dos tumores primarios e
recorrentes. Nossos resultados da analise clinica corroboram a prevaléncia de CBC no sexo
masculino, na faixa etaria entre a quinta e oitava décadas de vida, da localizagdo no
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segmento cefalico e do tipo histolégico nodular. Em concordancia, nossos achados indicam
que tumores localizados no segmento cefalico e os tipos histolégicos agressivos consistem
em fatores de risco para comprometimento de margens cirurgicas.

Em comparagédo ao tronco, o segmento cefalico apresenta OR 8,33 e aos
membros OR 7,69. Ja os CBCs esclerodermiformes tem OR 1,9 e os micronodulares OR
3,41 na analise multivariada, mostrando o aumento do risco em desfecho de margens
comprometidas.

A completa ressecgdo € um dos mais relevantes critérios de qualidade no
tratamento cirdrgico, reduzindo a recidiva. O presente estudo ressalta a atuagado da
Dermatologia na resolucdo cirurgica dos casos de CBC (78%), os elevados indices de
margens livres (95%) a despeito da dimensdo média dos tumores (274 mm?) comparados as
demais especialidades.

Baixos indices de margens livres na Oftalmologia, assim como na CCP,
podem ser justificados pela tentativa da preservagéo de tecidos saudaveis e nobres, regiao
facial, perinasal, periocular, mas fortalece a indicagédo de técnicas mais precisas no controle
das margens, como a cirurgia micrografica. Estudos prévios ja tém indicado que taxas de
margens cirurgicas positivas de tumores removidos por dermatologistas sdo mais baixas do
que as removidas por outros especialistas.

Nossos achados mostraram a imunomarcagcdo com Ber-EP4 acentuada e
com padrdo homogéneo em todos os subtipos histolégicos de CBC. Nesta analise, o escore
(intensidade x % de area) do CBC nodular foi menor comparados ao do esclerodermiforme
(p= 0,04), o que pode sugerir menor expressao desta proteina no CBC nodular. O marcador
Ber-Ep4 tem sido utilizado no auxilio da diferenciagio do CBC com o carcinoma
espinocelular e do CBC metatipico.

O anticorpo anti-MNF116 mostrou marcagao semelhante a do anti-Ber-EP4,
que foi subjetivamente avaliado como mais homogéneo entre todos os subtipos de CBC. Ja
0 escore obtido com o MNF116 sugere possivel diferenciagdo entre os CBC agressivos
daqueles ndo agressivos (nodular marcou menos que esclerodermiforme — p= 0,01 — e
micronodular — p= 0,005), o que pode indicar algum auxilio nesta discriminagédo, além da
identificacdo de ninhos de células tumorais em meio a fibrose e infiltrado inflamatério nos
subtipos mais agressivos. No entanto, MNF116 é também marcador da epiderme, o que
pode dificultar a distingdo ou delimitagdo do CBC superficial.

O anticorpo anti-E-Caderina, de modo geral, marcou com menor intensidade
comparados aos demais (Ber-Ep4 e MNF116), mas com padrdao homogéneo. O escore
superior da E-caderina no CBC superficial (em relagdo ao nodular — p= 0,03) pode estar
associado ao fato deste tipo histoldgico ter crescimento apenas radial e ndo causar invasao
tecidual.

O elevado percentual de células marcadas pelo VEGF no infiltrado
peritumoral dos tumores agressivos — esclerodermiforme e micronodular — comparados aos
nao agressivos — nodular e superficial — € indicativo do papel desta proteina no
comportamento mais invasivo destes subtipos do CBC e potencialmente explica a maior
taxa de ulceragdo em CBC nodular, ja que este tumor tem maior massa celular e com menor
expressao de VEGF.

A acuracia na identificagdo macroscopica e dermatoscopica das margens do
tumor e a familiaridade com a clinica, histopatologia e histéria natural do CBC, associados a
aquisicdo de habilidades cirurgicas parecem ser a combinagdo para O sucessoO nho
tratamento cirirgico do CBC. Além disso, novos marcadores podem auxiliar tanto na melhor
identificagdo de tumores agressivos, quanto no entendimento de seu comportamento
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bioldgico, o que levaria a um melhor planejamento cirdrgico com maiores taxas de cura da
doenca.
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Grafico 1 — Graficos da analise descritiva:
(a) Distribuicdo por faixa etaria, dos casos de CBC. (b) Distribuicdo segundo sexo
de casos com diagnéstico de CBC. (c) Distribuicdo topografica dos casos de CBC
removidos por cirurgia. (d) Distribuicido dos tipos histolégicos de CBC. (e)
Distribuicdo do percentual das cirurgias para remogdo de CBC entre as
especialidades. Total de casos n= 674, todos removidos por cirurgia noHCFMRP-
USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011.
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Grafico 2 — Relagao entre dimensao dos tumores excisados (n= 674) e indice de margens
livres, em acordo com a especialidade responsavel pelo procedimento no
HCFMRP-USP, periodo de janeiro a dezembro de 2011.
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Figura 1 — Anallse no software Image J para estabelecimento de |ntenS|dade de marcagao e
porcentagem de células marcadas pela IHQ.

(a) CBC esclerodermiforme corado pelo Ber-EP4 e demarcado pelo software;
(b) Remocgéao do background para analise restrita da area tumoral; (c¢) Imagem
em 8-bits para analise na escala de cinza; (d) Analise do limiar (threshold)
para quantificacdo de células marcadas pelo Ber-EP4. (e) Contagem de
células marcadas com o anticorpo anti-VEGF — em amarelo células
inflamatérias negativas e em vermelho as células positivas para VEGF.

Software Image J v1.49 — Aumento 200x. (f) Aumento 400x.
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Grafico 3 — Analise grafica por box plot da imuno-marcacédo de Ber-EP4, MNF116, E-

Caderina e VEGF nos quatro tipos histologicos de CBC.

(a) Escore do anticorpo Ber-EP4 mostrando diferenga entre
esclerodermiforme e nodular. (b) Escore do anticorpo MNF116 mostrando
diferenga entre nodular e esclerodermiforme e nodular e micronodular. (c)
Escore do anticorpo E-Caderina mostrando diferenga entre nodular e
superficial. (d) Porcentagem de marcag¢do do anticorpo VEGF mostrando
diferengca entre agressivos (esclerodermiforme e micronodular) e néo
agressivos (superficial e nodular).



