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RESUMO

CINTRA, J.A. CHAHUD, F. Invasao orbitaria por carcinoma basocelular
palpebral: epidemiologia, fatores clinicos, histopatologia e perfil imuno-
histoquimico dos casos submetidos a exenteracdo em um hospital de
referéncia. 2016.Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

O carcinoma basocelular (CBC) é uma neoplasia cutdnea maligna de baixo potencial
metastatizante, originada das células da camada basal da epiderme. Sua
importancia clinico-epidemioldgica pode ser constatada pelo fato de constituir a
neoplasia maligna mais comum na espécie humana, cujo principal fator etiolégico é
a exposicao a radiacao ultravioleta. Apesar da baixa incidéncia de metastases, a
neoplasia pode adotar um comportamento localmente agressivo, com
comprometimento de estruturas profundas e de forte apelo estético, como ocorre na
regiao periocular. Uma das complicagdes advindas de sua infiltracdo neste sitio
anatdmico consiste na invasao de tecidos orbitarios cujo tratamento € a exenteracao,
conduta mutiladora que consiste na retirada do globo ocular e das partes moles da
orbita acometida. O objetivo deste estudo foi avaliar os casos de CBC com invaséao
orbitaria que foram submetidos a exenteracao no Hospital de Clinicas de Ribeirdo
Preto, no periodo de 1992 a 2012, para a possivel identificacao de fatores clinicos e
morfologicos que possam predizer uma evolugcao desfavoravel da neoplasia. Foi
realizada uma coleta de dados clinicos, epidemiolégicos e histopatolégicos dos
casos submetidos a exenteracao a partir dos prontuarios médicos dos pacientes. As
laminas referentes aos exames anatomo-patolégicos foram revistas e foi realizado
estudo imuno-histoquimico para os marcadores p53, bcl-2, actina de musculo liso e
metaloproteinase-1. O grupo controle foi composto por pacientes com diagnostico da
neoplasia em topografia periocular, sem sinais de invaséo orbitaria. Para os casos
com invasao orbitaria o niumero de casos positivos marcados para p53 (0,21) e para
actina de musculo liso (0,21) foi significantemente menor que o niumero de casos
positivos para bcl-2 (0,63) e MMP-1 (0,58) (p= 0,0331). Entretanto, o niumero de
casos positivos para bcl-2 (0,63) foi significantemente maior que o numero de casos
marcados por MMP-1 (0,58) (p=0,0126). Para os tumores sem invasao orbitaria, o
namero de casos positivos para p53 (0,31) e actina (0,31) foi significantemente
menor que o numero de casos positivos para bcl-2 (0,63) eMMP-1 (0,50) (p=0,0273).
Os resultados indicam que a invasao orbitaria por carcinoma basocelular palpebral
ocorre com maior frequéncia no sexo masculino, em pacientes com longa histéria
clinica de multiplas les6es e submetidos a multiplos procedimentos. Além disso, os
marcadores estudados aparentemente ndo podem predizer um comportamento mais
agressivo do tumor.

Palavras-chave: Carcinoma basocelular; Exenteracdo orbitaria; Biomarcadores;
Epidemiologia.



ABSTRACT

CINTRA, J.A. CHAHUD, F. Orbital invasion by basal cell carcinoma of the eyelid:
epidemiology, clinical factors, histopathology and immunohistochemical
profile of cases submitted to exenteration in a reference hospital.
2016.Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2016.

Basal cell carcinoma (BCC) is a malignant skin cancer of low metastasizing potential
originated from the basal cells of the epidermis. Its clinical and epidemiological
importance is evidenced by the fact that it is the most common malignancy in
humans and it has as the main etiological factor the exposure to ultraviolet radiation.
Despite the low incidence of metastases, the cancer can adopt a locally aggressive
behavior with involvement of deep structures and it can have a strong aesthetic
appeal, as in the periocular region. One of the complications arising from its
infiltration in this anatomical site consists of orbital tissue invasion whose treatment is
exenteration, a mutilating procedure consisting of the removal of the eyeball and the
soft tissue of the affected orbit. The aim of this study was to evaluate the cases of
BCC with orbital invasion that underwent exenteration at the Clinics Hospital of
Ribeirdao Preto Medical School, University of Sao Paulo, from 1992 through 2012, for
possible identification of clinical and morphological factors that can predict an
unfavorable evolution of the tumor. The clinical data were obtained from the patients’
charts and we have reviewed all the slides from exenteration specimens and
performed immunohistochemical studies with p53, bcl-2, smooth muscle actin and
metalloproteinase-1(MMP-1). The control group consisted of age-matched patients
with eyelid basal cell carcinomas without orbital invasion. For cases with orbital
invasion the number of positive cases labeled for p53 (0.21) and actin (0.21) was
significantly lower than the number of positive cases for bcl-2 (0.63) and MMP -1
(0.58) (p = 0.0331). However, the number of positive cases for bcl-2 (0.63) was
significantly greater than the proportion of positive cases for MMP-1 (0.58) (p =
0.0126). For cases without orbital invasion the number of positive cases for p53
(0.31) and actin (0.31) was significantly lower than the number of positive cases for
bcl-2 (0.63) and MMP-1 (0.50) (p = 0.0273), even though the number of positive
cases marked for MMP-1 (0.50) was not significantly different from number of
positive cases for bcl-2 (0.63) (p = 0.059). The results indicate that orbital invasion of
basal cell carcinoma of the eyelid was more frequent in male sex and that the
patients have usually a long history of multiple lesions and were submitted to several
procedures. In addition, our results suggest these markers can not predict an
aggressive behavior for basal cell carcinomas of the periocular region.

Keywords: Basal cell carcinoma; Orbital exenteration ; Biomarkers ; Epidemiology.
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1 INTRODUGAO

1.1 Carcinoma basocelular

1.1.1 Epidemiologia e etiopatogenia

Histologicamente apele é formada por 3 camadas, sendoa epiderme, a
derme e a hipoderme. A epiderme é a camada mais superficial e contém
queratindcitos, células basais e melandcitos. As células basais constituem a camada
basal e dividem-se para garantir a renovagdao da epiderme. Com as consecutivas
divisbes, parte das células basais permanecem nesta camada, mantendo-a,
enquanto outras células filhas migram para as camadas superiores da epiderme,ao
mesmo tempo em que diferenciam-se em queratindcitos e posteriormente formam
queratina.A espessura e a estrutura da epiderme variam de acordo com o local
estudado, sendo mais espessa e complexa na palma da mao e planta do pé e
apresenta as seguintes camadas: camada basal (constituida por células prismaticas
ou cubdides), camada espinhosa (constituida por células poligonais, cubdides ou
ligeiramente achatadas), camada granulosa (constituida por células poligonais
achatadas), camada lucida (constituida por uma delgada camada de células
achatadas, eosinofilicas, hialinas, cujos nlcleos e organelas citoplasmaticas
desapareceram) e acamada mais superficial da pele que € composta apenas de
células mortas e grandes quantidades de queratina e € denominada camada cérnea.
Intercalados as células basais e também adjacentes a lamina basal encontram-se os
melandcitos. Estas células sintetizam melanina e a distribuem através da secrecao
de melanossomos aos queratinocitos (Souto et al., 2006; Junqueira; Carneiro, 1999).

As figuras 1 e 2 demonstram as camadas da pele.
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Figura 1 —llustracdo das camadas da pele

humana.

Figura 2 — Corte histologico de pele humana,
evidenciando as suas camadas.

O carcinoma basocelular (CBC), descrito pela primeira vez por Jacob em
1827, é uma neoplasia maligna caracterizada pela proliferacdo de células com
fendtipo basaldide (células germinativas das camadas mais profundas da epiderme),
assumindo formas clinicas diversas. Geralmente, apresenta-se como papula de
brilho perolaceo e com teleangiectasias, podendo ulcerar e exibir diversos graus de
pigmentacdo. Suas variantes adotam aspecto plano, multinodular e/ou infiltrativo,
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com intensa reacao inflamatéria associada. Do ponto de vista histopatoldgico, o CBC
caracteriza-se por apresentar estruturas colunares, corddes e aglomerados celulares
com arranjo periférico dos nucleos em palicada, atipias leves, degeneracdao mixdide
e fendas de retracdo (Kossard et al., 2006).

A identificacdo das neoplasias cutaneas é um dos exercicios mais frequentes
na pratica rotineira do patologista cirurgico. Os critérios morfolégicos para a
diferenciacdo entre as neoplasias cutaneas mais comuns, que sdo o carcinoma
basocelular, 0 melanoma e o carcinoma espinocelular, sdo bastante consistentes.
Porém, quando comparamos o CBC, a neoplasia cutanea mais frequente, com as
neoplasias cutdneas primarias do foliculo piloso (benignas e malignas),
particularmente o tricoepitelioma (TE), algumas semelhancas somadas a artefatos
de amostragem (amostras exiguas em bidpsia incisionais ou amostras parcialmente
danificadas por artefatos de esmagamento ou fulguracéo) podem provocar situagdes
de dificuldade diagnéstica (Carr et al., 2007).

A exposicdo ao sol possui um papel no desenvolvimento do CBC
(Crowson,1996). Pacientes com fendétipos de pele clara sao particularmente
predispostos, incluindo-se também pacientes com olhos azuis, cabelos vermelhos e
presenca de sardas (Goldberg, 1996), bem como aqueles cuja atividade ocupacional
ou recreativa proporciona exposicao ao sol forte, por periodo prolongado. O CBC é
raroem negros e indios (Pandy et al., 2010). Outros fatores ambientais de risco
implicados sdo a exposicao a materiais pesados como o arsénico, derivados de
carvao, e a exposicao a radiagao ionizante, sendo a luz ultravioleta (UV)o fator mais
importante no desenvolvimento e progressao de lesées (Crowson,1996; Goldberg,
1996; CARTER,; Lin, 1993; Goldstein, et al., 1993; Johnson, et al., 1994; Walling et
al., 2004).

A luz UV compreende energias com comprimento de onda variando entre 200
a 400 nm, subdividindo-se em bandas ultravioleta A (UVA), ultravioleta B (UVB) e
ultravioleta C (UVC). O espectro UVB (290 a 320 nm) gera dano direto no DNA,
mutacdo de genes supressores de tumor — cerca de 50% dos casos de CBC
apresentam mutacao no gene Tp53 — e alteragdo do sistema imune resultando na
inducdo da formacdo de CBC. E reconhecido um periodo de laténcia de 20 a 50
anos entre o dano do DNA causado pela luz UV e a manifestagao clinica do tumor
(Situm et al., 2008).
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O CBC afeta principalmente as areas expostas ao sol, tais como cabeca e
pescoco (88 a 90% dos casos), especialmente as regides de palpebra e nariz e
ocorre principalmente em idosos, sendo mais comum em homens. O CBC possui
crescimento lento e é considerado um tumor com capacidade de invasao e
destruicdo tecidual localmente, raramente provocando metastase (0,0028 a 0,5%).
Deste modo, o CBC raramente leva o individuo a 6bito, embora casos raros com
potencial metastatico sdo descritos na literatura (Pandy et al., 2010). O CBC que
ocorre em paciente jovem (menos de 35 anos de idade) pode ter um curso clinico
agressivo (Crowson, 2006; Pandy et al., 2010; Nakayama et al., 2011).

Walling e colaboradores, realizaram uma pesquisa em 2004, onde mostram
que o CBC é uma lesao de etiologia multifatorial, isto é, sua génese compreende
uma combinacdo de fatores genéticos e ambientais como etnia, comorbidades,
predisposicao individual e exposicdo a radiacao ultravioleta, o que pode ser
confirmado pela maior incidéncia do tumor em areas préximas a Linha do Equador.
A radiacdao UVB promove danos diretos ao material genético nuclear, levando a
formagado de pontes covalentes entre bases pirimidinicas e, consequentemente, a
sintese de produtos mutagénicos e radicais livres que promovem ativacdo de
oncogenes e inibicdo de elementos reguladores do ciclo celular (Walling et al, 2004).

O CBC é considerado o céncer de pele mais comum, representando 70 a
75% dos casos. Existem cinco tipos clinicos de carcinoma basocelular: CBC nédulo
ulcerativo, incluindo Ulcera roedora, CBC superficial, CBC morféico, CBC
pigmentado e o fibroadenoma. As lesdes nodulo ulcerativas sdo mais comuns,
representando 75% dos casos de CBC, e 10% dos casos de CBC superficial
(Padgett; Hendrix, 2001; Kirkuam, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude(OMS), a incidéncia do CBC
aumenta 10% a cada ano em todo mundo, sugerindo que, em breve, a prevaléncia
desta entidade sera equivalente ao somatério de todas as outras neoplasias.
Embora seja uma lesdo maligna, as metastases sdo pouco frequentes, ocorrendo
em menos de 0,01% dos casos. Contudo, a possibilidade de acometimento
localmente agressivo e as altas taxas de recorréncia demandam atencéo especial a
abordagem desta neoplasia (Boulinguez et al., 2004). Estima-se que cerca de 40%
dos pacientes com um carcinoma primario apresentardouma nova lesao dentro de 5

anos (Shanti et al., 2010). As lesdes que recorrem apos a radioterapia podem infiltrar
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amplamente antes de tornarem-se clinicamente aparentes, por isso a radioterapia €
reservada para tumores de crescimento agressivo e, em caso de recidiva do CBC

pos radiacao, deve-se aumentar a suspeita de infiltracdo perineural (Sahl, 1995).

1.1.2 Manifestacoes clinicas

Os CBC geralmente apresentam-se como lesao friavel que nao cicatriza,
sangrante, recorrente, normalmente com bordas peroladas, podendo também ser
ulcerada. O grau de vascularizacao varia, podendo ou ndo apresentar telangietasias
na superficie. As caracteristicas clinicas variam de acordo com os diferentes
subtipos clinicos do tumor.O acometimento perineural ocorre em aproximadamente
50% dos casos de CBC perioculares. Nestas situacoes, podem ser encontrados
sintomas algicos, parestesias e paralisias (Leibovitch et al., 2005).

As lesdes desses tumores de crescimento agressivo, em raras ocasioes,
manifestam-se com sintomas de maior sensibilidade ou dor local, a qual pode indicar
infiltracdo perineural. O comprometimento sensorial tem sido relatado
particularmente em lesdes pré-auriculares e em areas de bochecha (Niazi; Lamberty,
1993). Os sitios de origem mais frequentes sao as palpebras e o canto medial.
Aproximadamente 95% dos CBCs ocorrem entre 40 e 79 anos, com média de faixa
etaria para diagnésticode 60 anos de idade (Pandy et al., 2010).Sua relevancia
epidemiologica pode ser constatada pelo fato de constituir a neoplasia mais comum
na populacdo caucasiana, acometendo predominantemente a populagdo adulta.
Sabe-se que € um tumor de crescimento lento e progressivo, com baixo risco de

metastases, porém pode apresentar comportamento agressivo localmente.

1.1.3 Histopatologia do carcinoma basocelular

1.1.3.1. Tumores cutaneos



A incidéncia de metédstases e / ou morte correlacionam-se com tumores
maiores que 3 cm de didmetro, nos quais, 0s pacientes possuem um risco de 1 a 2%
de metastases, e aumenta até um maximo de 20 a 25% nas lesées maiores que 5
cm e até 50% nas lesdes maiores que 10 cm de diametro. O CBC maior que 5 cm de
didmetro € considerado “gigante” e possui um risco significativo de morbidade e
mortalidade (Crowson, 2006).

Por meio do exame anatomo-patoldgico, identificam-se diversos padroes
morfolégicos, dentre os quais podemos citar os tipos nodular, superficial,
micronodular, esclerosante, adenoide, dentre outros. Cada subtipo possui
implicagdes que serdo determinantes para definir a melhor conduta terapéutica e a
evolucao do paciente. Algumas variantes, como o micronodular e o esclerosante,
possuem sabidamente risco de comportamento mais agressivo em relacao as
demais (Wya et al, 2010; Santa Cruz, 2008).

O diagndstico precoce é essencial para melhorar o tratamento de pacientes
com tipos agressivos de CBC. Nao ha um Unico marcador imuno-histoquimico
especifico disponivel para distinguir os CBCs agressivos dos nao-agressivos
(Ansarin, et al., 2006). Foi demonstrado que o padrao de crescimento e o subtipo
histoldégico do tumor estédo relacionados com o comportamento agressivo (Walling
HW et al., 2004; Dixon et al., 1989; Rippey et al., 1988). Segundo Panuncio et al. ,
2003; Staibano et al., 2001; Barbaud et al., 1998; Healy et al., 1995, tém sido
avaliado as associacOes de agressividade tumoral com o indice proliferativo, ciclo
celular, apoptose de marcadores relacionados com as proteinas de diferenciacédo
dos queratindcitos, a diminuicdo do numero de fibras nervosas dentro do tumor e o
aumento da vascularidade, porém os resultados ndo sao relevantes. A identificacao
de marcadores especificos associados com o comportamento agressivo em CBC
pode resultar em um diagndstico precoce e melhores oportunidades para
intervencoes terapéuticas (Ansarin, et al., 2006).

De acordo com Boulinguez et al. (2004), a taxa geral de recorréncia do CBC é
de 12%. Sabe-se que 24% dos casos recorrentes possuem caracteristicas mais
agressivas em relacdo ao anterior. Contudo, as taxas podem ser superiores a 75%

em localizagcdes como as regides nasal, periorbitaria, auricular e frontal, de modo
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que a neoplasia mais agressiva pode acometer estruturas vitais e de forte apelo
estético e dificil abordagem terapéutica, como a regido periocular.

Os CBCs constituem a neoplasia periocular mais comum, representando mais
de 90% dos tumores desta regido. Os fatores de risco envolvidos em sua
patogénese sdo 0s mesmos para os demais sitios. Devido a sua peculiar
localizacdo, devem ser abordados com extrema cautela, devido a sua alta taxa de
recorréncia. Foi demonstrado que cerca de 30% dos casos de CBC perioculares
abordados em hospitais de referéncia ja haviam sido submetidos a abordagem
terapéutica prévia em outro servico. Deste modo, a neoplasia adquire padrdao mais
agressivo, influenciada por fatores como a resposta imunolégica do paciente, o
fenétipo da neoplasia e a invasao de tecidos profundos (Soysal et al, 2008). O papel
da imunidade comprometida em provocar um aumento do risco de CBC, pode ser
devido a diminuicdo da vigilancia imunolégica de virus oncogénicos (Oram, et al.,
1995). As genodermatoses que aumentam o risco de CBC incluem o prototipo
xeroderma pigmentoso, a Sindrome de Rasmussen, a Sindrome Rombo, a
Sindrome Bazex-Christol-Dupre, o albinismo e a doenca de Darier (Carter; Lin, 1993;
Johnson, et al.,, 1994; Rao et al.,, 1994). Estas sindromes variam ou diminuem a
pigmentagado epidérmica e, assim, aumentam o risco de transformagé&o oncogénica
ou de ocorréncia de instabilidade genotipica na epiderme induzida por luz UV
(Crowson,1996).

1.1.3.2 Métodos diagndsticos de tumores

O diagnostico de tumores € certamente um dos grandes desafios enfrentados
pela medicina contempordnea. Nas Ultimas décadas, o0 numero de
testesdiagnosticos disponiveis tem crescido consideravelmente e, assim como para
as tecnologias médicas em geral, os novos testes diagnosticos devem ser
rigorosamente avaliados previamente a sua introducao na pratica diaria. O numero
de estudos sobre os testes de diagnostico tem aumentado nos ultimos anos, porém
muitos destes tém apresentado qualidade metodolégica questionavel.
Repetidamente poucos estudos preenchem todos os critérios metodolégicos,
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dificultando a validagdo da interpretacdo e a aplicabilidade dos resultados
encontrados (Kilpatrick; Geisinger, 1998).

Dos diversos critérios de diagndstico, o exame histopatolégico avalia o grau
de diferenciacao celular, nimero de mitoses, caracteristicas citolégicas, morfolégicas
e estruturais. Entretanto, a bidépsia convencional apresenta algumas desvantagens
como a necessidade de remocado do tecido a ser analisado, a ndo obtencao do
resultado imediato e as alteracdes bioquimicas no tecido biopsiado quando este nao
€ adequadamente armazenado.

O diagnostico histopatologico baseia-se nas anormalidades morfolégicas
(Murali et al., 2006; Choi et al., 2005; Koss, 1989) e ndo nas alteragdes bioquimicas
do tecido (Manoharan et al., 1996). Dessa forma, tem-se buscado o
desenvolvimento de técnicas de diagndstico mais rapido e preciso (Choi et al.,
2005).

E de consenso geral que o objetivo basico ao se fazer o diagnéstico anatomo-
clinico do tumor consiste em sua erradicacao total por meio de um método cujo
custo-beneficio seja aceitavel para o paciente. A abordagem muitas vezes envolve
uma equipe multiprofissional que engloba areas como Dermatologia, Oftalmologia e
Cirurgia Plastica. O exame histopatolégico é de fundamental importancia para a
classificacao da neoplasia e a definicdo de margens de seguranga, permitindo assim
que a conduta seja direcionada para evitar futuras complicagdes ligadas ao
tratamento inadequado, como a extensao para outros sitios anatémicos (Shinder et
al., 2007). Uma das mais temidas complicagdes do tumor em topografia periocular
consiste na extensdo da lesao para a érbita, que ocorre em menos de 5% dos
casos. Tal quadro representa cerca de 10% dos tumores secundarios da orbita, os
quais, por sua vez, perfazem 69% das malignidades nesta regidao. Geralmente, tais
casos apresentam-se clinicamente como uma massa periocular, que pode
encontrar-se ou nao fixada ao osso e infiltrar o tecido muscular (Leibovitch et al.,
2005).

O manejo terapéutico destas lesdes ¢é desafiador, requerendo uma
abordagem ampla e individualizada, considerando-se as caracteristicas clinico-
patologicas inerentes a cada caso. Em casos avancados, opta-se pela realizacao
daexenteracao, cirurgia mutiladora que compreende a retirada do globo ocular e das
estruturas orbitarias acometidas. Sabe-se que tumores de longa duracao,
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geralmente negligenciados ou removidos incompletamente, sdo aqueles mais
propensos a necessitarem de terapéutica mais agressiva. Acredita-se que a maioria
destes casos poderia ter sido abordada anteriormente, porém os fatores ja
mencionados, dentre outros aspectos, contribuem para que o0 paciente seja
submetido a uma cirurgia desfigurante, com sérias repercussdes clinicas e
psicoldgicas (Shinder et al., 2007; Leibovitch et al., 2005).

1.2 Fatores progndsticos do CBC

O mecanismo molecular detalhado das células tumorais do CBC ainda nao foi
esclarecido, mas é proposto que a alteracdo do processo de apoptose esteja
relacionada com o surgimento do tumor, ja que a “morte celular programada” é
responsavel pelo processo fisiolégico de renovacao e manutencdo da homeostase
do epitélio de superficie (Antonson; Martinou, 2000). O estabelecimento de
marcadores preditivos podem ajudar a melhorar a abordagem terapéutica do CBC.
Os possiveis candidatos sao proteinas envolvidas na apoptose, tais como a p53, um
supressor de tumores que € frequentemente mutado em tumores humanos e a bcl-2,
uma proteina anti-apoptética. A correlacdo entre expressao da p53 e comportamento
agressivo dos CBCs ja foi relatada (Auepemkiate, 2002). Em contraste, os elevados
niveis de bcl-2 parecem estar associados ao lento crescimento tumoral (Ramdial PK
et al., 2000).

Dentre os aspectos ligados a expressdo de marcadores moleculares, sabe-se
que uma evolucao desfavoravel da lesdo esta associada a mutacdes nos oncogenes
c-ras e c-fos, expressdo aumentada de componentes como as metaloproteinases,
actina de musculo liso e da proteina p53, e aumento na expressao de determinados
proteoglicanos e da proteina antiapoptoética bcl-2. Tais marcadores podem ser
avaliados na rotina de patologia cirirgica por meio de técnicas de biologia molecular
e do método de imuno-histoquimica. Além disso, o progndstico do CBC é definido
por uma série de outros fatores, como o maior didmetro da neoplasia, invasao
perineural, sua localizacdo, o numero de lesbes apresentadas pelo paciente, a
resposta imune do individuo e a presenca de tumor residual apds excisao cirlrgica
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(Cohen, 2006; Walling et al., 2004; Rohbach et al., 2001; Kerkela, 2003; Ansarin et
al., 2006).

O p53 é um gene de supressado tumoral cujas mutagdes possuem papel
crucial na génese de muitas neoplasias, dentre elas os tumores cutdneos (Kerkela,
2003). Varios estudos relataram sobre a expressao da proteina p53 em 40-90% dos
CBCs (Shea et al., 1992; Barbareschi et al., 1992; Barrett et al., 1997; Boonchai et
al., 2000). O papel das mutacées do gene p53 na patogénese do CBC (Lacour,
2002) e sua associacao com a capacidade de invasao tumoral em varios outros
tumores epiteliais, como carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco,
torna este gene um possivel candidato para prever 0 comportamento agressivo em
CBCs (Shin, et al., 1996).

O gene bcl-2 desempenha um importante papel regulador que interage com
mecanismos pré-apoptdticos eanti-apoptéticos, e anormalidades em sua expressao
podem resultar na perpetuacdo de mutacdes e contribuir para a tumorigénese
(Antonson; Martinou, 2000; Brada, 1992), uma vez que a proteina bcl-2 é uma
proteina antiapoptética envolvida no controle do ciclo de divisdo celular. Mutagcdes
no gene que codifica tal componente tém relevancia prognéstica na evolugédo do
carcinoma basocelular (Walling et al., 2004). Com poucas excecdes, a alta
expressdao de proteina bcl-2 esta associada com um resultadodesfavoravel em
tumores epiteliais (Ramdial et al., 2000).

Os CBCs do subtipo esclerosante tém um alto risco de recorréncia apds a
radioterapia. A degradacao e remodelacdo da matriz extracelular (ECM) é um passo
essencial na migragao, invasao e metastase de células tumorais. Este processo é
mediado principalmente por duas familias de enzimas proteoliticas, as
metaloproteinases de matriz (MMPs) e os componentes do sistema de ativacao do
plasminogénio (Stetler et al., 1993). Deste modo, a metaloproteinase de matriz tipo
1(MMP-1), a qual € um subtipo de protease envolvida no processo de
remodelamento da matriz extracelular, pode desempenhar papel relevante na
progressao das neoplasias (Ansarin et al., 2006).Além disso, foi detectada uma alta
frequéncia de mutacao do p53 e baixa expressao de bcl-2 neste subtipo histoldgico
de CBC (Zagrodnik et al., 2003).
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Outro marcador avaliado é a actina de musculo liso, uma proteina
componente de microfilamentos do citoesqueleto, envolvida no processo de
migracao celular, essencial para a infiltracdo neoplasica em subtipos de carcinomas
basocelulares de pior prognéstico (Pilloni et al., 2009).
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2 OBJETIVOS




2.1 Objetivos gerais

O presente estudo retrospectivo teve como objetivo avaliar os dados

epidemioldgicos, clinicos, histopatolégicos e imuno-histoquimicos de 19 casos de

carcinoma basocelular da area periocular que motivaram exenteracao no Servigo de

Oftalmologia do Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto, no periodo compreendido
entre 1992 e 2012.

2.2 Objetivos especificos

v

Caracterizar o perfil de amostra dos individuos com carcinoma basocelular
da regiao periocular submetidos a exenteragao orbitéria;

Avaliar as caracteristicas dos CBCs excisados, tais como a localizagéo, tipo
histoldgico, presenca de ulceracdo e comprometimento de margens;
Quantificar e analisar os CBCs, através de estudo imuno-histoquimico,
quanto a expressao dos marcadores p53, bcl-2, actina de musculo liso e
metaloproteinase tipo 1;

Estabelecer relagbes entre as caracteristicas do tumor e o painel dos
referidos marcadores desse estudo;

Fornecer subsidios para a definicio do padrdao de agressividade destas
neoplasias e dos principais fatores de risco envolvidos em sua progressao,
permitindo assim o diagnéstico precoce dos casos com maior risco de

evolucao desfavoravel e seu acompanhamento criterioso.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram estudados, retrospectivamente, dezenove casos de invasao orbitaria
por carcinoma basocelular com confirmacao histopatolégica (grupo 1), submetidos a
exenteracdo no Servigco de Oftalmologia (Setor de Oculoplastica) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (FMRP-USP), no
periodo compreendido entre 1992 e 2012.

O grupo controle (grupo 2) foi representando por trinta e oito pacientes com
diagnéstico de carcinoma basocelular em topografia periocular, confirmado por meio
de exame histopatoldgico, no periodo compreendido entre 1992 e 2012, cujas lesdes
foram totalmente removidas na primeira abordagem cirdrgica. Os pacientes deste
grupo nao tiveram recorréncia da doenca ou nova abordagem cirurgica, apos um
ano de acompanhamento clinico desde a retirada da lesao inicial. Estes pacientes
também nao apresentaram nova lesdo em outro sitio, cujo diagnéstico tenha sido
confirmado por meio de exame anatomo-patolégico, no periodo de um ano apds a
retirada da lesédo periocular.

A andlise para escolha dos sujeitos foi realizada por meio de consulta ao
arquivo digital do Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto
(SERPAT/HCRP) que permitiu 0 acesso aos laudos histopatoldgicos de todos os
pacientes com diagndstico de CBC que tenham sido abordados neste servigo.

Apbs a selecdo, tendo sido obedecidos rigorosamente os critérios acima
explicitados, foi realizada a consulta aos prontuarios de cada um dos pacientes.
Tanto os casos de invasao orbitaria como os controles tiveram uma ficha especifica
para coleta de dados clinicos, epidemiologicos e histopatoloégicos (anexos | e Il). A
analise de dados clinico-epidemiolégicos foi efetuada no Arquivo Nosolégico do
Hospital de Clinicas de Ribeirdao Preto, por meio de autorizacdo previamente
concedida aos pesquisadores (vide FICHA SAME), enquanto os dados
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histopatoldgicos foram avaliados por meio de laudos e laminas arquivados no
SERPAT/HCRP. Para os casos que envolveram a realizacdo de exenteracao, foram
avaliadas todas as resseccdes realizadas previamente no servico, com o intuito de
se avaliarem as modificacbes de comportamento entre os quadros clinicos
anteriores e a neoplasia que motivou a invasao orbitaria. Foram resgatadas do
arquivo do SERPAT, as laminas e os blocos de parafina referentes a cada um dos
pacientes. O material histopatoldgico foi avaliado por 2 patologistas experientes
ligados a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Os critérios utilizados para a classificagdo das neoplasias foram aqueles
preconizados pela OMS em sua publicagdo sobre tumores cutdneos (OMS, 2006).

3.2 Estudo imuno-histoquimico

Posteriormente, apds a avaliacao clinica e anatomo-patoldgica, foi realizado o
exame imuno-histoquimico das neoplasias (Anexo lll). Tal exame objetivou avaliar,
em cortes de material parafinado, a presenca e expressao de marcadores
moleculares de possivel relevancia para oprognostico da lesdes. Utilizou-se um
anticorpo voltado para o marcador que se deseja avaliar e, por meio de adequada
coloragao, evidenciou-se ou ndo a expressao ao exame microscopico 6tico (Taylor,
2006).

Para as reac6es de imuno-histoquimica foram utilizados cortes histoldgicos de
3 um de espessura depositados em laminas previamente silanizadas com
organosilano 4% em acetona (3-aminopropil trietoxisilano-SIGMA, St Louis, USA),
desparafinadas e reidratadas. Para a recuperacao antigénica, as laminas foram
condicionadas em tampé&o citrato 10mmol/l, pH 6.0, expostas a panela a vapor por
40 minutos, resfriadas em temperatura ambiente e lavadas em tampao fosfato
(PBS).

Para a deteccdo do p53, bcl-2, 1A4 e MMP-1 foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddégena com perdxido de hidrogénio a 3% e PBS por 10 minutos,
bloqueio de antigenos com BSA (Bovine serum albumin; Sigma Chemical CO P.O.
14508, St. Louis, MO 63178, USA) por 60 minutos.
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Os anticorpos primarios foram incubados em cé&mara UOmida na

geladeiraovernight (Tabela 1).

Tabela 1 - Anticorpos e reagentes

A'?t’ corpo Clone Espécie Fabricante Diluicdo Reag enfe de
primario marcacao
p53 M7001 Mouse DAKO 1:800 DAB
bcl-2 124 Mouse DAKO 1:100 DAB
Actina de 1A4 Mouse DAKO 1:600 DAB
Musculo liso

MMP-1 MO887  Rabbit ABBIOTEC 1:150 DAB

A seguir foram realizadas trés lavagens sendo duas com PBS e uma com TBS
(10nM phosphate buffered saline pH 7,4, 0,05%, Tween 20); aplicagcdo do anticorpo
secundario da Invitrogen (Invitrogen Corporation, 542 Flynn Road, Camarillo, CA
93012, USA) por 30 minutos.Os cortes histoldégicos foram incubados pelo HRP
polimero conjugado Ready to Use da Invitrogen por 30 minutos. Desenvolvimento da
marcacao  imuno-histoquimica  foi  realizado com  3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DBA) (Sigma-Aldrich, GmbH, P.O. 1120, 89552 Steinheim,
Germany) diluido em tampao PBS e perdxido hidrogénio 0.036% com tempo de
marcacgao variando de 10 a 15 minutos, contra-corados com Hematoxilina de Harris;
desidratados e montados com Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

No delineamento experimental foram realizados no total 38 controles, sendo
dois para cada caso de invasao orbitaria.

Os controles positivos e negativos reagiram como esperado, validando os
resultados do trabalho. Este experimento foi realizado em triplicata e os casos que
nao tiveram resultados coincidentes foram excluidos.

Os casos forampareados com o0s controles, os quais apresentavam um
mesmo subtipo histopatolégico de carcinoma basocelular. Os pacientes que foram
submetidos a exenteragao tiveram os exames imuno-histoquimicos realizados no
corte histolégico correspondente a invasdo neoplasica da Orbita, enquanto os
controles foram examinados na lamina com melhor representatividade da lesao.

Considerando-se os componentes moleculares relatados por estudos prévios

como associados a mudancas no prognostico de casos de CBC, foram empregados
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0s seguintes marcadores: p53 (gene de supressdao tumoral), bcl-2(proteina
antiapoptotica envolvida no controle do ciclo de divisdo celular),actina de musculo
liso (proteina componente de microfilamentos do citoesqueleto, envolvida no
processo de migracdo celular) e metaloproteinase tipo 1 (subtipo de protease
envolvida no processo de remodelamento da matriz extracelular).

Ap6s a realizagdo do exame imuno-histoquimico, as marcagbes foram
interpretadas pela equipe executora do projeto como negativas ou positivas. Foi
considerada marcacao positiva a marcacdo que ocorreu em mais de 50% das
células neoplasicas, para cada marcador avaliado. Para cada caso, foram avaliados
3-5 campos microscopicos, em aumento de 200X.

Juntamente com informagbes clinicas, epidemioldégicas e anatomo-
patoldgicas, os dados foram descritos e comparados entre 0os grupos da pesquisa,

bem como discutidos com base em outros estudos da literatura cientifica.

3.3 Analise de riscos e beneficios

Por se tratar de estudo retrospectivo e descritivo, ndo houve intervengédo nas
condutas e no acompanhamento dos pacientes que foram estudados.

Contudo, o estudo permitiu uma melhor caracterizagdo dos fatores que
contribuem para uma evolugdo desfavoravel dos casos de carcinoma basocelular
em topografia periocular, uma vez que foram avaliadas as diferengas entre os dois

grupos estudados.

3.4 Aspectos éticos

O trabalho de pesquisa foi conduzido de forma a contemplar as disposicoes
contidas nas resolucbes CNS n® 196/1996 sobre a pesquisa envolvendo seres
humanos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMRP-
USP com processo HCRP n?® 4708/2011 (Anexo V).
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3.5 Avaliacao imuno-histoquimica e analise dos resultados

Os cortes foram analisados com microscopio Opticoe as células foram
consideradas positivas para todos os marcadores na presenca de imunoprecipitado
castanho em localizagao citoplasmatica ou nuclear, dependendo do marcador avaliado.
Foram avaliados 3-5 campos (aumento 200X) e a porcentagem de células marcadas
positivamente foi avaliada pela contagem de células positivas por 1000 células tumorais e
a imunorreatividade de cada marcador foi classificada como: 1 +, <25% das células
tumorais mostram reatividade nuclear, 2 +, 25-50%, 3 +, 51-75%; e 4 +, 76-100% de
células marcadas no tumor (De Rosa, et al., 1993).

Os critérios utilizados para esta classificacdo foram os mesmos preconizados por
Jacobs et al. (1982), De Rosa et al. (1992), De Rosa et al. (1993) e por Staibano et al.
(2001). As caracteristicas morfolégicas usadas para identificar CBCs agressivos foram:

1) auséncia da periferia em palicada das ilhotas tumorais;

2) pleomorfismo nuclear;

3) altos indices mitéticos;

4) estroma fortemente hialinizado e;

5) padrao irregular de invasao com formacao de corddes alongados de células
neoplasicas.

Para os achados morfolégicos considerados para os CBCs nao-agressivos foram:
1) células neoplasicas uniformes, com ndcleos ovais a alongados e palidos;

2) estroma fibroso onde estdo homogeneamente dispersas as ilhotas neoplasicas, e
3) periferia das ilhotas tumorais caracteristicamente dispostas em palicada.



3.6 Analise estatistica

Para comparar as proporcoes de casos positivos marcados pelos diferentes
marcadores em tumores com invasao neoplasica e sem invasao neoplasica, foi
utilizada a estatistica de Cochran, que, segundo Siegel e Castellan (2006), substitui
com propriedade o teste do qui-quadrado (X?), no caso de amostras correlacionadas
(ndo independente).

Para a analise da diferengca nos marcadores entre os grupos, utilizou-se um
nivel significativo de ensaios de p <0,05. A analise foi feita utilizando o software
SPSS v.10.0 (Ansarin et al., 2006).
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4 RESULTADOS

Dentre os 19 casos de invasao orbitaria estudados, submetidos a exenteracao

da 6rbita, 12 (63,16%) eram individuos masculinos e 07 (36,84%) femininos (Grafico

1),

36,84%

B HOMENS
B MULHERES
63,16%

Grafico 1- Distribuicao segundo sexo dos casos (n= 19) com
diagnostico de CBC com invasdo orbitaria e
posterior exenteragdo orbitaria, no HCFMRP-USP,
periodo de janeiro de 1992 a julho de 2012.

A idade média foi de 68 anos, a idade minima foi de 50 anos e a
maxima de 83 anos (Gréfico 2).
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Grafico 2-Distribuicdo por idade, dos casos (n= 19) com
diagnéstico de CBC com invasao orbitaria e
posterior exenteragdo orbitaria, no HCFMRP-USP,
periodo de janeiro de 1992 a julho de 2012 [n / %].

Houvepredominéancia da cor branca da pele dos pacientes estudados.

Dentre os subtipos histoldgicos que invadiram a 6rbita, prevaleceu o nodular
(73,69%), seguido pelo esclerodermiforme (15,78%) e micronodular (10,53%)
(Gréfico 3).
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Grafico 3- Distribuicdo dos subtipos, dos casos (n= 19) com

Dos dezenove casos de tumores com invasdo orbitaria, dois (10,5%)

apresentaram infiltracdo perineural e dezessete (89,5%) nao apresentaram (Tabela

4).

Com relacdo aos casos de tumores com invasao orbitaria, dos dezenove
casos para a marcacao pela proteina bcl-2, doze (63,2%) foram positivos e sete
(36,8%) negativos (Figura 3 e Tabela 2). Da marcacao pela proteina p53, quatro
casos (21,1%) foram positivos e quinze (78,9%) negativos (Figura 4e Tabela 2). Da
marcacao pela proteina MMP-1, onze casos (57,9%) foram positivos e oito (42,1%)
negativos (Figura 5 e Tabela 2). Da marcagéo pela proteina actina de musculo liso,
quatro casos (21,1%) foram positivos e quinze (78,9%) negativos (Figura 6 e Tabela

2).

diagnéstico de CBC com invasao orbitaria e posterior
exenteracdo orbitaria, no HCFMRP-USP, periodo de
janeiro de 1992 a julho de 2012.
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Figura 3 - Marcagao com bcl-2

Figura 4 - Marcacao com p53
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Figura 5 - Marcacdao com MMP-1

Figura 6 - Marcacao focal com actina de musculo liso

Com relagdo aos casos de tumores sem invasdo orbitéria, dos trinta e oito
casos, vinte e quatrocasos (63,16%) foram positivos para bcl-2 e quatorze (36,84%)
negativos. Da marcacao pela proteina p53, doze casos (31,58%) foram positivos e
vinte e seis (68,42%) negativos. Da marcagcao pela proteina MMP-1, dezenove
casos (50,0%) foram positivos e dezenove (50,0%) negativos. Da marcacao pela
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proteina actina de musculo liso, doze casos (31,58%) foram positivos e vinte e seis
(68,42%) negativos (Tabela 3).

Para os casos de tumores com invasao orbitaria, a proporcao de casos
positivos marcados por p53 (0,21) e por actina (0,21) é significantemente menor que
a proporcao de casos positivos marcados por bcl-2 (0,63) e por MMP-1 (0,58) (p=
0,0331). Entretanto, a propor¢cdo de casos positivos marcados por bcl-2 (0,63) €
significantemente maior que a proporcdo de casos positivos marcados por MMP-1
(0,58) (p=0,0126).

Para os casos de tumores sem invasado orbitaria, a propor¢cdo de casos
positivos marcados por p53 (0,31) e por actina (0,31) é significantemente menor que
a proporcdo de casos positivos marcados por bcl-2 (0,63) e por MMP-1 (0,50)
(p=0,0273). A proporcao de casos positivos marcados por MMP-1 (0,50) nao é
significantemente diferente da proporcao de casos positivos marcados por bcl-2
(0,63) (p=0,059).

Outro achado importante dos casos de invasao orbitaria foi o tempo entre a
les&o inicial e a exenteragdo, que variou entre 2 anos a 12 anoscomo demonstrado
na tabela 4.

Os procedimentos realizados nos pacientes do grupo 1 variaram entre 2 a 18
abordagens,também demonstrados na tabela 4.

O numero de lesdes variaram entre 1 a 11 conforme a tabela 4.

Tabela 2- Resultados da imunomarcacgao dos
19 casos de CBC com invasao orbitaria
MARCADORES COM INVASAO ORBITARIA

bcl-2 12 (63,2%)
p53 4 (21,1%)
MMP-1 11 (57,9%)
1A-4 4 (21,1%)

Tabela 2- Resultados da imunomarcacgao dos
38 casos de CBC sem invasao orbitaria
MARCADORES SEM INVASAO ORBITARIA

bcl-2 24 (63,16%)
p53 12 (31,58%)
MMP-1 19 (50,0 %)
1A-4 12 (31,58%)
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Tabela 4- Resultados Clinicos dos 19 casos de CBC com invasao orbitaria

Tempo entre

. Idade ao Inicio do sintoma e Classificacdo Infiltracdo  N°de O N2 de
Paciente . .- Sexo Raca S ~ . a lesdo inicial e ~
Diagndstico abordagem clinica da lesao Perineural Abordagens exenteracdo lesées
80 anos M Branco 01 ano CBC fibrosante * 13 10 anos 11
2 68 anos F Branco 05 anos CBC nodular Sim 03 05 anos 08
esclerosante
3 63 anos M  Branco 05 anos CBC adendidee 5 10 06 anos 06
fibrosante
CBC nodular,
4 87 anos F Branco 02 anos micronodular Nao 04 02 anos 03
esclerosante
* CBC micronodulal ~ .
5 50 anos F Branco infiltrativo Nao 04 02
6 51 anos M Branco 04 meses QBC solido e Néo 05 03 anos 03
fibrosante
. CBC nodular ~ x
7 83 anos F Branco esclerosante Nao 02 01
8 67 anos F Branco * GBC nodular Nao 04 02 anos 05
esclerosante
CBC sélido .
9 72 anos F Branco 02 anos esclerosante Sim 11 05 anos 08
10 79 anos M Branco 04 anos CBC nodular Nao 18 * 03
esclerosante
, . CBC nodular ~
11 74 anos M Branco Vérios anos esclerosante Nao 08 06 anos 07
12 60 anos M Branco Varios anos CBC nodular Nao 13 * 08
CBC nodular .
13 57 anos M Branco 04 anos esclerosante Nao 13 04 anos 11
14 63 anos M Branco 05 anos CBC nodular, Nao 02 05 anos 03
esclerosante
15 65 anos F Branco 14 anos CBC nodular Nao 13 * 07
16 84 anos M Branco 08 anos CBC nodular Nao 04 02 anos 01
esclerosante
17 52 anos M Branco 03 anos CBC sélido Nao 02 08 anos 03
18 43 anos M Branco 04 anos CBC nodular Nao 06 02 anos 03
esclerosante
19 60anos M Branco . CE0 oelED N0 13 12 anos 02

esclerosante

* Informacao nao disponivel.
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5 DISCUSSAO

De acordo com a literatura cientifica, a maioria dos CBCs ocorre em homens.
Essa maior incidéncia em homens é provavelmente devido ao aumento ocupacional
e/ou recreativo a exposicao solar, o que condiz com nossos dados, ja que nosso
estudodemonstra maior prevaléncia em homens (Dreier et al., 2014; Murray et al.,
2015), resultado expresso no grafico 1 e descrito na tabela 2.

Segundo Haas et al., (1996), aproximadamente 95% dos CBCs ocorrem entre
40 e 69 anos, com uma média etaria de 60 anos. Em nosso estudo, a idade média
dos pacientes com invasao orbitaria por CBC foi de 68 anos, média que corrobora
com Haas et al., (1996) e Shanfer et al., (2014) onde a média etéria para casos de
CBC é acima de 50 anos.

Em nosso trabalho também verificamos a predominancia da cor da pele
branca e a prevaléncia do tipo histolégico nodular, resultadoexpresso na tabela 2 e
coerente com o obtido por Murray (2007) que também descreve maior prevaléncia
desta neoplasia em caucasianos.

Alguns autores acreditam que a proteina bcl-2, expressa nas células basais
do epitélio de revestimento, proteja estas células da apoptose, desempenhando
papel importante na proliferacédo tecidual e regeneracdo das camadas mais altas do
epitélio estratificado. A expressdo da proteina bcl-2 decresce concomitantemente
com a diferenciacao final da célula, facilitando o processo apoptético das células
superficiais, mais expostas a fatores potencialmente carcinogénicos (Saegusa et al.,
1995).

Em relacdo aos tumores que invadiram a érbita, a propor¢céo de positividade
de marcacéao para bcl-2 € maior que a positividade para os marcadores MMP-1, p53
e actina de musculo liso.

Embora, na maioria dos estudos, a expressao do bcl-2 esteja relacionada com
a gravidade do tumor, um trabalho de revisdo concluiu que esse “gene da
sobrevivéncia da apoptose” (bcl-2) esta aumentado nos CBCs nodular e superficial
(Lear, 2007).
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A relacédo existente entre a positividade para a proteina bcl-2 e o grau de
agressividade do CBC pode ser considerada contraditéria. Autores como Staibano et
al. (2001), Crowson et al. (1996), Ramdial et al. (2000) mostraram maiores indices
de proteinas bcl-2 em CBCs considerados indolentes. Por outro lado, Verhaegh et
al. (1995) nao encontraram relacdo entre a expressdao desta proteina e o
comportamento agressivo.Muitos estudos detectaram a super-expressao da proteina
bcl-2 em uma grande variedade de canceres. Entretanto, esta relagdo entre o
comportamento biolégico dos tumores estudados e o grau de e expressao protéica
ainda permanece inconclusivo, sendo necessarias maiores correlagbes com outros
genes e utilizacdo de novas técnicas moleculares (Jackel et al., 1999; Lauwers et al.,
1995; Leahy et al., 1999; Lu et al., 1997).

O p53 esta frequentemente alterado nos tumores humanos, incluindo o
cancer de pele, em que tais mutagcdes foram mostradas como resultado da
exposi¢do solar. Alteracdes do p53 sdo encontradas em 50% dos casos de CBC,
porém é dificil discernir se esse defeito do “gene supressor de tumor mais
conhecido” (p53) é a causa do desenvolvimento do CBC ou se é meramente um
marcador de danos causados pela luz ultravioleta (Staibano et al., 2001).Tilli et. al,
(2015) concluiram que a sintese ou a estabilizacdo do p53 é essencial para induzir a
apoptose no CBC.

Cribier B. et al. (2001) mostraram que a MMP-1 é expressa intensamente nos

subtipos agressivos de CBC. Em nosso estudo nao foram encontradas diferengas
significativas de expressdao de MMP-1 entre os casos com invasdo orbitaria e os
casos controles.
Nosso maior interesse foi o de observar, através de estudo imuno-histoquimico, se
aqueles CBCs que invadiram a 6rbita e levaram a exenteragao orbitaria, expressam
com maior freqiéncia alguns marcadores, tais como, p53, bcl-2 que possui
relevancia progndstica na evolugdo do carcinoma basocelular, actina de musculo
liso, envolvida no processo de migracdo celular, essencial para a infiltracao
neoplasica em subtipos de pior prognéstico e MMP-1 envolvida no
desencadeamento de eventos ligados a angiogénese e progressao de neoplasias.

N&o foi possivel demonstrar diferencas de expressao dos citados marcadores

entre 0os casos com invasao orbitaria e os casos-controles.
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De acordo com Codazzi et al. (2014), quando as margens cirdrgicas sao
negativas, o CBC apresenta baixa recorréncia, variando entre 1 a 14%. Gulleth et al.
(2010) também verificaram taxa de 14% de recorréncia em casos de margens
cirurgicas negativas.

Por se tratar de estudo retrospectivo, a avaliacdo das margens, nos casos
estudados, foi realizada por diversos patologistas, o que tornou dificil a inclusao
deste dado, de forma segura, no presente estudo.

A presenca de invasdo perineural péde ser observada em 10,5% dos
pacientes com invasao orbitaria. Sabe-se que a ocorréncia de invasao perineural
nao é um evento frequente, ocorrendo em menos de 1% dos casos. Segundo alguns
autores (Niazi ZB; Lamberty, 1993), a ocorréncia de invasao perineural relaciona—se
a maior comorbidade e risco de metastases.

Por fim, salientamos a necessidade da busca constante de novos parametros
clinico-patoldgicos para identificagdo de tumores mais agressivos, o que resultaria
em ganho de qualidade de vida para o paciente, além de diminuicdo de custos em
saude, pois tratamentos mais resolutivos, baseados em diagnoésticos mais precoces,
diminuiriam as recidivas tumorais e evitariam a necessidade de um procedimento

agressivo ao paciente, como a exenteracao orbitaria.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu a elaboracéo das seguintes conclusées:

- Verificou-se que os homens sdo frequentemente mais afetados que as
mulheres e que a invasao orbitaria ocorre principalmente em homens de cor branca,
com idade entre 43 e 84 anos.

- Os pacientes que apresentaram invasao orbitdria sdo portadores de
multiplas lesbes de CBCs na éarea periocular e a maioria deles foi submetida a
multiplos procedimentos.

- O tipos histolégicos mais freqientes nos casos de invasao orbitaria foram o
nodular (63,16%)e o esclerodermiforme (15,78%).

- Tanto os casos de invasao orbitaria quanto nos controles, os tumores
expressam mais frequentemente os marcadores bcl-2 e MMP-1.

- O presente trabalho ndo mostra diferencas significativas de expressao dos
marcadores p53, bcl-2, actina de musculo liso, e MMp-1, entre os casos com invasao

orbitaria e os controles.
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8 ANEXOS




ANEXOII

COLETA DE DADOS CLINICOS - CASOS

Dados Epidemiologicos

Registro:

Data de nascto.:ldade ao diagnéstico:

Sexo:

Raca: ( ) Branco( )Pardo ( ) Preto

Procedéncia:

Comorbidades:

Dados Clinicos

N¢ de lesoes:

Tamanho e localizacao da lesao:

Tempo entre inicio do sintoma e primeira abordagem:

Classificacao clinica da lesao:

Numero de abordagens:

Tipo de abordagem e lesao(6es) abordada(s):

Dados Histopatologicos

Distancia da lesao em relacao as margens:

Tamanho microscépico da lesao:

Subtipo histopatoldgico:

Subtipo histopatoldgico secundario (se houver):

Infiltracao linfocitaria:

Infiltracao perineural de lesao:

Ulceracao de lesao:

Invasao Vascular: Recidiva:

Lesao submetida a exenteracao:

Local de acometimento ocular:

Tipo histoldgico:

Tempo entre lesao inicial e exenteracao:

Periodo de acompanhamento:

Imuno-histoquimica

pS3:

bcl-2:

1A4:

MMP-1:
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ANEXO Il
COLETA DE DADOS CLINICOS — CASOS
Dados Epidemioldgicos Registro:
Data de nascto.:ldade ao diagnéstico:
Sexo:
Raca: ( ) Branco( )Pardo ( ) Preto

Procedéncia:

Comorbidades:

Dados Clinicos

N¢ de lesoes:

Tamanho e localizacao da lesao:

Tempo entre inicio do sintoma e primeira abordagem:

Classificacao clinica da lesao:

Numero de abordagens:

Tipo de abordagem e lesao(6es) abordada(s):

Dados Histopatologicos

Distancia da lesao em relacao as margens:

Tamanho microscépico da lesao:

Subtipo histopatoldgico:

Subtipo histopatoldgico secundario (se houver):

Infiltracao linfocitaria:

Infiltracao perineural de lesao:

Ulceracao de lesao:

Invasao Vascular: Recidiva:

Lesao submetida a exenteracao:

Local de acometimento ocular:

Tipo histoldgico:

Tempo entre lesao inicial e exenteracao:

Periodo de acompanhamento:

Imuno-histoquimica

pS3:

bcl-2:

1A4:

MMP-1:
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ANEXO il

Para as reacbes de imuno-histoquimica foram utilizados cortes histolégicos
de 3um de espessura depositados em laminas previamente silanizadas com
organosilano 4% em acetona (3-aminopropil trietoxisilano-SIGMA, St Louis, USA),
desparafinadas e reidratadas. Para a recuperacao antigénica, as laminas foram
condicionadas em tamp&o citrato 10mmol/l, pH 6.0, expostas a panela a vapor por
40 minutos, resfriadas em temperatura ambiente e lavadas em tampao fosfato
(PBS).

Para a deteccdo do p53, bcl-2, 1A4 e MMP-1, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio a 3% e PBS por 10
minutos,bloqueio de antigenos com BSA (phosphate buffered saline pH 7,4; Sigma
Chemical CO P.O. 14508, St. Louis, MO 63178, USA) por 60 minutos.

Os anticorpos primarios foram incubados em camara Umida na geladeira

overnight.

Tabela 1 - Anticorpos e reagentes

Anticorpo Reagente de

o Clone Espécie Fabricante Diluigdo ~
primario marcagao
p53 M7001 Mouse DAKO 1:800 DAB
bcl-2 124 Mouse DAKO 1:100 DAB
Actina de 1A4 Mouse DAKO 1:600 DAB
Musculo liso
MMP-1 MO887  Rabbit ABBIOTEC 1:150 DAB

A seguir foram realizadas trés lavagens sendo duas com PBS e uma com
TBS (10nM phosphate buffered saline pH 7,4, 0,05%, Tween 20); aplicagdo do
anticorpo secundario da Invitrogen (Invitrogen Corporation, 542 Flynn Road,
Camarillo, CA 93012, USA) por 30 minutos.Os cortes histolégicos foram incubados
pelo HRP polimero conjugado Ready to Use da Invitrogen por 30 minutos.
Desenvolvimento da marcagdo imuno-histoquimica foi realizado com 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DBA) (Sigma-Aldrich, GmbH, P.O. 1120, 89552
Steinheim, Germany) diluido em tampao PBS e perdxido hidrogénio 0.036% com
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tempo de marcacao variando de 10 a 5 minutos, contra-corados com Hematoxilina
de Harris; desidratados e montados com Entellan (Merck KGaA,
Darmstadt,Germany).

Os controles positivos utilizados foram

Os controles negativos foram preparados por omissdo dos anticorpos
primarios e secundarios.

Os controles positivos e negativos reagiramcomo esperado, validando os
resultados do trabalho.Este experimento foi realizado em ftriplicata e os casos que

nao tiveram resultados coincidentes foramexcluidos.
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ANEXO IV
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