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RESUMO

O Carcinoma Basocelular (CBC) é o tipo mais comum e corresponde a 75% de todas
as variedades de cancer de pele. Apesar de ser um tumor potencialmente maligno,
tem um comportamento benigho na maioria dos casos. O papel dos mecanismos de
defesa do hospedeiro nas neoplasias ainda é objeto de controvérsia. O presente
estudo teve como objetivo quantificar mastocitos e as células do infiltrado
inflamatdério nos subtipos histoldogicos de Carcinoma Basocelular (CBC). Foram
utilizados 71 casos de bidpsias de pele com diagndstico de Carcinoma Basocelular
(CBC) nao-recorrentes, agrupados de acordo com o subtipo de tumor (Circunscrito,
Infiltrativo, Superficial, Folicular, Adendide, Cistico e Morfea). Foi empregada a
imuno-histoquimica com os anticorpos monoclonais anti-(CD3, CD4, CD8, CD68,
CD20 e MAST cell) para a caracterizacdo do infiltrado inflamatério peritumoral, além
do Ki-67 para avaliar o indice de proliferacdo no tumor. Para a deteccao dos
mastdcitos, foi usada também a técnica histolégica do azul de toluidina. Do total de
casos analisados, 70% eram homens, com idade média de 56,9+14,2 anos e local
mais freqlente da lesdao na face (28,6%). Os subtipos mais freqlientes foram o
Infiltrativo (26%) e o Superficial (23%). Com relacdo a composicao do infiltrado
inflamatodrio, os linfocitos TCD4* corresponderam a populagdo mais numerosa
(308,9+27,26 células CD3* e 216,2+22,23 CD4%), seguida por mastocitos
(111,0+7,88), linfécitos TCD8" (57,38+ 5,94), linfécitos B (55,9 6,83) e
macréfagos (21,18+2,58). Houve uma baixa atividade proliferativa das células
neoplasicas (47,61+7,48), no entanto formas mais agressivas como o Morfea,
apresentaram alta atividade proliferativa (217,8+27,01) e infiltrado rico em
mastdécitos (211,7+19,73). O subtipo Adendide apresentou o mais denso infiltrado
inflamatorio dos subtipos de CBC, formado em sua maioria por linfécitos TCD4*
(529,4+54,6) (p<0,001). O subtipo Cistico apresentou o mais pobre infiltrado
inflamatdrio dos subtipos de CBC (p<0,001). Estes dados permitem-nos concluir que
o denso infiltrado inflamatdrio peritumoral no CBC consiste, em sua maioria, de
linfécitos TCD4*, sugerindo uma resposta imunoldgica localizada mediada por célula e
que os diferentes tipos celulares, que compdem o infiltrado inflamatério, variam seu
numero de acordo com o subtipo de tumor, o que poderia interferir na qualidade da
resposta imunoldgica em cada caso. Existiu uma relacdo inversa entre o numero de
mastodcitos e o de linfocitos T, sem correlagdo com a agressividade. Com isso supoe-
se que as caracteristicas proprias a cada subtipo de tumor talvez possam promover
diferencas no micro-ambiente tecidual, levando a alteragcbes na composicdo do
infiltrado que poderiam tanto auxiliar quanto impedir o crescimento do tumor.

Palavras-chave: Carcinoma Basocelular; infiltrado inflamatdrio; mastdcitos;
subtipos de CBC.
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ABSTRACT

Basal Cell Carcinoma (BCC) is the most common type of carcinoma and corresponds
to 75% of all skin malignancies. In spite of constituting a potentially malignant
tumor, it presents a benign behavior in most of the cases. The role of host
mechanisms of defense in neoplasias is still a theme of debate. The present study
aimed to evaluate the influence of mast cells and inflammatory infiltrate cells on the
behavior of Basal Cell Carcinoma subtypes. 71 skin biopsies diagnosed as non-
recurrent Basal Cell Carcinoma were grouped according to the tumor subtype
(circumscribed, infiltrating, superficial, follicular, adenoid, cystic and morfea). Tissue
samples were stained by imunohistochemistry using monoclonal antibodies (anti-
CD3, CD4, CD8, CD68, CD20, Ki-67, and MAST cell), to characterize the peritumoral
inflammatory infiltrate. For mast cell detection, we have also used the histology
technique toluidin blue. From all cases analyzed, 70% were male, aged 56.9+14.2
years old, and lesion was more common on the face (28.6%). The most frequent
subtypes were the Infiltrating subtype (26%) and the Superficial subtype (23%). As
to the inflammatory infiltrate, TCD4* lymphocytes correspond to the most numerous
population (308.9+27.26 CD3" cells and 216.2+22.23 CD4"), followed by mast cells
(111.0+7.88), TCD8* lymphocytes (57.38+ 5.94), B lymphocytes (55.9+ 6.83), and
macrophages (21.18+2.58). A low total cellular proliferate activity was observed
(47.61x7.48); however, more aggressive forms such as morfea presented high
proliferate activity (217.8+27.01), and an infiltrate rich in mast cells (211.7£19.73).
The adenoid subtype presented the densest inflammatory infiltrate of all BCC
subtypes, which was mainly composed of TCD4" lymphocytes (529.4+54.6)
(p<0.001). The cystic subtype presented the poorest inflammatory infiltrate of all
BCC subtypes (p<0.1). From these data, we conclude that the dense peritumoral
inflammatory infiltrate observed in BCC is composed mainly of TCD4" lymphocytes,
suggesting a local cell-mediated immune response. We also suggest that different cell
types composing the inflammatory infiltrate are present in varying frequency
according to the type of the tumor, what may interfere in the quality of the immune
response in each circumstance. There was an inverse correlation between the number
of mast cells and the number of T lymphocytes, which could not be related to
aggressiveness. We suggest therefore that particularities of each tumor subtype may
promote differences in tissue microenvironment, leading to modifications in the
composition of the infiltrate that may help as well as impair tumor growth.

Key words: Basal Cell Carcinoma; inflammatory infiltrate; mast cells; BCC
subtypes.
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1- INTRODUCAO

Os estudos revelam que em paises desenvolvidos, aproximadamente uma
pessoa em cada cinco, podera vir a Obito em decorréncia de algum tipo de
neoplasia, predominantemente em decorréncia de neoplasias malignas,
genericamente chamadas de cancer. Tal fato mostra a relevancia de pesquisas

incessantes sobre essa doenca (INCA, 2006).

De acordo com a OMS (Organizacao Mundial da Saude), o cancer afeta
uma parcela expressiva da populagao mundial, sendo uma das principais causas
de morte por doenga na maioria dos paises. A cada ano, pelo menos nove
milhdes de pessoas no mundo sdao acometidas com algum tipo de cancer
(BRASILEIRO FILHO, 1998). No Brasil e no mundo, o tipo mais freqliente de
cancer é o de pele, correspondendo a cerca de 25% de todos os canceres
diagnosticados (INCA, 2006).

O Carcinoma Basocelular (CBC) é o tipo mais comum e corresponde a
75% de todas as formas de cancer de pele. O CBC é um tumor maligno com
comportamento indolente na maioria dos casos, apresentando altas taxas de
cura quando tratado em seus estagios iniciais (CH'NG, S., et al., 2006). O
aumento progressivo do numero de casos de CBC no Brasil ocorre
fundamentalmente pelo envelhecimento da populacdao e pela exposicdao crdnica

aos raios uv. O namero de Ccasos novos de cancer de



pele ndo melanoma estimados para o Brasil em 2006 é de 55.480 casos em
homens e de 61.160 em mulheres, de acordo com as Estimativas de Incidéncia
de Céancer publicadas pelo INCA (2006). Estes valores correspondem a um risco
estimado de 62 casos novos a cada 100 mil homens e 60 para cada 100 mil
mulheres. Nos préximos anos, o CBC sera um problema de saude publica de
primeira ordem e seu tratamento mais complexo devido a presenca de multiplas

lesOes em pessoas idosas.

Segundo Navarrete & Zemelman (2001) o Carcinoma Basocelular se
associa a um infiltrado inflamatdério mononuclear de magnitude variavel e alguns
estudos o tém tipificado usando técnicas de imunohistoquimica. De acordo com
Toledo, P.L. e cols. (1999), este infiltrado inflamatodrio € composto de uma gama
de tipos celulares que apresentam uma grande quantidade de moléculas
marcadoras em sua superficie, algumas das quais aparecem momentaneamente
em etapas particulares da diferenciacdo ou da ativacao celular. As proteinas
marcadoras de membrana podem ser usadas para distinguir as diferentes
populacoes celulares, e muitas delas podem ser identificadas por meio de
anticorpos monoclonais especificos. A caracterizacao deste infiltrado
inflamatério pode fornecer elementos que ajudem no desenvolvimento de

métodos terapéuticos mais direcionados a cada subtipo de tumor.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Aspectos gerais sobre o cancer

Dependendo da formacao do individuo, o cancer pode ser considerado
como um evento molecular, acidente embrioldégico, predisposicao genética,
deficiéncia imunoldgica, dano ambiental ou desafio epidemiolégico; no entanto,
€ processo multifatorial, que envolve uma interacdo complexa de fatores
enddgenos e exdgenos, a maior parte deles ainda por elucidar (RAMOS E SILVA,
M., 2000).

Como outras doencas cronicas, o cancer é um dos mais antigos males da
humanidade. Estima-se que 10 milhdes de casos novos tenham sido
diagnosticados durante o ano 2000 em todo o mundo, cerca de 900 mil sé nos
EUA. Apesar de todo progresso que a compreensao dos mecanismos
moleculares trouxe ao diagndstico, a terapéutica e a prevencao da doenga, em
especial nos ultimos 25 anos, a sobrevida do paciente com cancer pouco mudou
(SATO, D. e cols, 2005). Conceitualmente, uma neoplasia € uma massa anormal
de tecido cujo crescimento ultrapassa e se mostra desordenado, quando
comparado ao dos tecidos normais, e persiste da mesma maneira excessiva,
mesmo apds o estimulo que provocou todas as mudangas ter cessado (WILLIS,
R.A., 1952).

O processo de tumorigénese é caracterizado por um acumulo sucessivo
de alteracdes génicas em determinada linhagem celular. Estas alteracdes podem
ser mutacdes, delecoes, amplificacoes, translocacdes e insercdes, ou fendmenos
epigenéticos que em Uultima analise conferem a célula um funcionamento
anbmalo, escapando dos mecanismos fisioldgicos de controle do crescimento e
proliferacao celular. Neste processo, alteragcdes vao ocorrendo de maneira

aleatdria e, quando envolvem a inativacdo de genes supressores tumorais ou a



ativacao de proto-oncogenes, conferem as células tumorais vantagens seletivas
em relacdao as demais. Ocorre expansdo deste clone e mais alteracdes génicas
vao sendo acumuladas, a medida que os ciclos de replicacdo vao se sucedendo.
Um tumor, entdo, é o resultado de diversos ciclos de replicacao celular, acimulo
de mutagdes e expansao clonal, de tal maneira que os clones que o compdem

sdao o resultado de um processo de selecdao (LERARIO, A.M., 2005).

As neoplasias sao classificadas em benignas ou malignas. As primeiras
possuem limites bem definidos com o tecido adjacente, sendo facilmente
ressecadas, exceto em areas de dificil acesso, como encéfalo, e ndo produzem
tumores secundarios distantes do principal, isto €, ndo produzem metastases.
Sua nomenclatura é feita, de maneira geral, acrescentando o sufixo "OMA" apos
o0 nome do tecido de origem. As neoplasias malignas, chamadas genericamente
de "cancer", tém em geral limites mal definidos com o tecido adjacente, devido
ao seu crescimento invasivo, e produzem metdastases, que é o principal critério
de diferenca entre neoplasias benignas e malignas. O termo "carcinoma" é
usado para nomear as neoplasias malignas de origem epitelial e, para as de
origem mesenquimal, usa-se o sufixo "sarcoma" apds a denominacdo do tecido
de origem. Além das células neoplasicas, os tumores tém células estromais as
guais fornecem um arcabouco para sustentagdo e nutricdo das mesmas. Quanto
mais rapido o crescimento tumoral, menor a quantidade de estroma e mais
comum a presenca de necrose devido a nutricdo deficiente das células em
proliferacao (HORA, C. e cols, 2003).

As células de um organismo multicelular vivem em uma verdadeira
sociedade, sempre em interdependéncia. Qualquer mutacdo que dé origem a
um comportamento celular diferente do habitual ird comprometer o equilibrio do
tecido ou mesmo do organismo. Assim sendo qualquer célula que carreie tal
alteracao deve ser eliminada para evitar, por exemplo, a formagao de um tumor
maligno. Mutacao, competicao e selecao natural, operando na populacao de
células somaticas, sdo estagios importantes do desenvolvimento do cancer
(BUCHI, D.F., 2002).



Segundo Gomes, NGLand. & Milanez, M.C. (1997), uma vez estabelecido,
o tumor passa a agir como um “parasita”, competindo com o organismo por
nutrientes e debilitando-o. Além disto, substancias com agdes deletérias podem
ser produzidas na interagcao tumor-hospedeiro, contribuindo para o quadro de

caquexia visto nos pacientes portadores de neoplasias malignas.

2.2- A Imunologia dos tumores

O papel do sistema imune em prevenir o aparecimento e reagir contra um
tumor ja instalado tem sido tema de investigacdo de um grande numero de
pesquisadores em todo o mundo. No entanto, a importancia real e a capacidade
da resposta imunolégica de impedir o desenvolvimento de uma neoplasia
necessitam ainda melhor confirmacdo experimental. As modernas técnicas que
vém revolucionando a Biologia em geral e a Imunologia em particular - Biologia
Molecular, anticorpos monoclonais, clones de linfocitos T - deram novo impulso
nesta area de conhecimento, abrindo novas perspectivas. Um grande numero de
observacdes evidencia que o0 sistema imune tem importante papel no

surgimento e desenvolvimento de um cancer (STITES, D.P. e cols, 1997).

Os tumores sodlidos, estudados apds ablacao cirdrgica, sao
freqientemente permeados por células mononucleares, marcando a presenca
do sistema imunolégico (ROSEMBERG, S.A., 2001). O uso disseminado de
drogas imunossupressoras em pacientes transplantados permitiu acumular
dados de que em tal situacao estd muito aumentada a incidéncia de certas
neoplasias (UROSEVIC, M. & DUMMER, R., 2002). Deve-se salientar que em
varios casos desenvolvem-se raras formas de tumores e ndo ocorre
simplesmente um aumento de predisposicdo as neoplasias comumente
encontradas, levando a pensar que, nestes tumores, um particular controle
imunoldgico deva estar envolvido (GUIMARAES, R.E.S. e cols, 2003).



A imunidade especifica antitumoral baseia-se na idéia de que a célula
tumoral apresenta alguma diferenca estrutural de sua contraparte normal e que
esta dessemelhanca seja reconhecida pelo sistema imune. A transformacao
maligna pode ser acompanhada por mudancas fenotipicas celulares que incluem
perda de componentes normais ou ganho de outros ndo expressos na célula.
Este componente ndo expresso, se for reconhecido pelo sistema imune como
estranho, € um antigeno tumoral. Em realidade, a quase totalidade dos
Antigenos Associados a Tumores (AAT) nada mais é do que a expressao de
componentes normais em outras células, ou outro estado de diferenciacdo da
mesma linhagem celular. A deteccdo destes antigenos tem sido atil no
diagnostico e acompanhamento dos pacientes (SALGUEIRO, M.I.C.P., e cols,
2000).

Freqlientemente, antigenos descritos como tumorais, quando investigados
com maior profundidade, sdo antigenos de histocompatibilidade, grupo
sangliineo, de diferenciacao ou oncofetais. Antigenos da Classe II do Complexo
de Histocompatibilidade Principal (CPH) podem ser encontrados em diferentes
tipos de leucemias e linfomas sendo que eles estao normalmente expressos em
alguns linfocitos (OLIVEIRA, E.A. & SELL, A.M., 2002). Por outro lado, estes
antigenos podem estar presentes em tumores de outras linhagens celulares
onde normalmente ndo se observa sua expressao, como carcinoma ovariano ou
melanoma (ANICHINI, A. e cols, 1993; PEOPLES, G.E. e cols, 1995). Os mais
classicos e estudados antigenos tumorais humanos sdo na verdade antigenos
fetais ou oncofetais. (DISIS, M.L. & CHEEVER, M.A., 1996). Sao eles, o antigeno
carcinoembridnico (CEA), descrito como sendo um marcador de
adenocarcinomas do trato digestivo (FORONES, N.M. e cols, 1998) e a alfa-
fetoproteina (AFP), o primeiro antigeno oncofetal descrito, e que esta elevado
em pacientes com carcinoma hepatocelular e carcinomas dos testiculos e
ovarios (DIAS, M.B.K., 2003).



O reconhecimento pelo sistema imune de antigenos tumorais desencadeia
uma resposta imunoldgica adaptativa que pode ser celular, humoral ou ambas.
Além desse, outros mecanismos efetores reconhecendo a célula tumoral, podem
destrui-la em um primeiro contato, sem necessidade de desencadeamento dos
complexos processos de reconhecimento, proliferacao e diferenciagao do
sistema imune. A isto se chama imunidade natural (SALGUEIRO, M.I.C.P., e
cols, 2000).

2.2.1- Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa induzida por antigenos tumorais é essencialmente
semelhante aquela evocada contra transplantes dependentes de célula T. A
ativacdo de célula T inclui a geracao das subclasses auxiliar (Ta ou Th) e
supressora (Ts), assim como linfocitos T citotdxicos/reguladores (Tc/Treg). Apds
a ativacdo antigeno-especifica as células Th secretam citocinas que ativam as
células Tc, macréfagos e células natural killer (NK) que produzem outras
citocinas como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) que tem acdo litica direta
sobre as células do tumor (STITES, D.P. e cols., 1997).

2.2.1.1- Linfocitos T

Virtualmente todos os componentes efetores do sistema imune tém
potencial para contribuir para a erradicacdao de células tumorais. A resposta
mediada por célula T é inguestionavelmente a mais importante resposta do
hospedeiro para o controle do crescimento do tumor; sua responsabilidade
relaciona-se tanto a destruicao direta das células neoplasicas, como a ativacao

de outros componentes do sistema imune (BOON, T. e cols., 1994).

As células T derivam de células-tronco da medula éssea, mas, de modo

diferente dos linfocitos B, ndo se diferenciam na medula - migram em estagio



ainda muito precoce para o timo, que possui 0 micro-ambiente especializado
para a diferenciacdo e maturacdo dessas células. Quando chegam ao timo,
determinados linfécitos ja estdo comprometidos com a diferenciacdo para
linhagem T, posto que expressam, nesse estagio, o antigeno CD7 na membrana
e o antigeno CD3 no citoplasma. Essas células progenitoras, no timo, podem
transformar-se em células dendriticas intratimicas, assim como em timadcitos yd
e aB. Interagcdes com o estroma timico levam a expressdo dos marcadores
especificos da linhagem T. Esses linfécitos T maduros serdo TCRap
+CD3+CD5+CD2+CD7+CD4+CD8-, TCR ap +CD3+CD5+CD2+CD7+CD4-CD8+
ou TCRyd+CD3+CD7+CD2+CD4-CD8-. Cerca de 10% das células
mononucleares circulantes apresentam fenétipo de células TCD3+CD7-. Em sua
maioria sao células auxiliadoras de memoria TCRaB+CD3+CD4+CD7- CD45RO+
CD45RA-. Nessa etapa deixam o timo, entram na circulagdao e migram para os
orgdos linféides periféricos (linfonodos e pele, entre outros) (SANCHES,J].A.,
2006).

Células T antigeno-tumorais especificas ligam-se ao complexo antigénico-
granzima receptor tumoral MHC I e destroem a célula tumoral via liberacdo de
granulos contendo granzimina B, perfurina e via inducao da apoptose, através
do mecanismo FAS (WARD, L.S., 2002). A imunidade das células T reflete a
funcdo de duas subpopulacgdes: as restritas a classe II ou T helper ou auxiliares
(células Th - CD4™), que atuam secretando citocinas para ativar outras células
efetoras e induzir a reposta inflamatdria, e as restritas a classe I ou T
citotdxicas (células Tc- CD8*) que também secretam citocinas, mas tém efeito
principal na lise das células tumorais. Se de um lado ja eram conhecidas as
células e os mediadores envolvidos nas defesas dos humanos, s6 ha pouco
tempo foi documentado o fato de que a populagdo de células TCD4" (T helper) é
heterogénea, sendo constituida de duas subpopulagdes: as células Thl e Th2
(JANEWAY, C.A. e cols, 2002). As células Thl e Th2 sdo reguladas por
citocinas. A IL-12 e o IFNy produzidos pelas células Thl e outras células

inflamatérias favorecem a resposta tipo Thl e inibem as células Th2, enquanto
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gue a IL-4 e a IL-2, produzidas pelas células Th2 e queratindcitos, favorecem a
resposta Th2 e tém efeitos negativos nas células Th1 (VIDRIO, R.M.G., 2003)

A contribuicdao de cada subpopulacao pode variar de acordo com o tipo de
tumor, visto que as células tumorais podem expressar antigenos de classe II ou
I, o que dificulta a acdo integral da resposta imune anti-tumor. As linfocinas,
secretadas pelas células T, fazem parte da familia das Citocinas, juntamente
com as interleucinas, as monocinas, os fatores de crescimento, os interferons e
as quimiocinas (FUMAGALLI, L.A. & BRIVIO, F., 2006). Na realidade, segundo
Thomas H & Balkwill FR (1991), o termo Citocina descreve um grupo de
proteinas reguladoras celulares envolvidas no controle do crescimento celular,
diferenciacdao na embriogénese, imunidade e inflamagdo. Elas tém baixo peso
molecular, sao produzidas localmente e agem de maneira autécrina ou
paracrina. As citocinas mais importantes na Imunologia dos tumores sdo as que

seguem:

1. INTERLEUCINA 2 (IL-2): Esta linfocina é essencial para a divisdo da
célula T e a diferenciacdao de células B em plasmécitos. Também é importante
na proliferacdo de células NK (Exterminadoras Naturais ou Natural Killer) e na
geracdo de células LAK (células Exterminadoras Ativadas por Linfocinas) a partir
dos precursores. Enquanto que células NK mostram citotoxicidade restrita a um
limitado tipo de células tumorais in vitro, as células LAK sao capazes de destruir
células de varios tipos de tumor (THOMAS, H. & BALKWILL, F.R., 1991).

2. FATOR DE INIBICAO DA MIGRACAO DE MACROFAGOS (MIF):
Citocina pré-inflamatoria, imunomodulador glicocorticéide-induzido, além de
regulador do crescimento tumoral. O MIF liga-se a receptores na membrana de
macrofagos aumentando o nivel de AMP ciclico intracelular, resultando no
aumento da polimerizacdo de microtubulos e diminuicdo da migracdao. Sua
funcdo € provavelmente a de deter macrdéfagos no sitio antigénico tumoral
(KAMIMURA, A. e cols, 2000).
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3. FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF): E uma citocina pro-
inflamatoéria, descoberta inicialmente no soro de ratos ao longo de infeccOes
com endotoxinas bacterianas. Mais tarde, esta mesma citocina foi descoberta
em camundongos, coelhos e no homem. Posteriormente se identificaram duas
formas moleculares denominadas TNF-a ou Caquexina e TNF-B ou Linfotoxina
(LT). O TNF-a produz necrose hemorragica de tumores, induz apoptose em
alguns tumores e linhagens celulares transformadas e produz caquexia ao
estimular a lipdlise e a lipogénese hepatica além de inibir a atividade da lipase
nos adipdcitos (ANAYA, J.M., 2003). O TNF-B pode lisar algumas células
tumorais in vitro e é, também, diretamente citotéxica quando injetada em um
tumor "in situ". Seu significado in vivo nao é conhecido. Embora ndo seja
completamente responsavel pela capacidade de destruicao das células Tc, o
TNF-B pode amplificar a destruicdo mediada por células T por outros
mecanismos (OSSA, J.E., 1988).

4. INTERFERONS (IFNs): Originalmente descritos como agentes anti-
virais, os Interferons (IFN) foram investigados como potenciais agentes anti-
cancer por causa de sua atividade antiproliferativa e efeitos citotdxicos, sua
habilidade de ativar componentes especificos do sistema imune e sua moderada
toxicidade. Propriedades antivirais e imunomodulatérias dos diferentes tipos de
IFN sobrepdoem-se, apesar de que IFNy é consistentemente o imunomodulador
mais eficiente (WADLER, S., 1992).

2.2.1.2- Linfocitos B

Eles sao classicamente definidos pela presenca de imunoglobulinas de
membrana. Estas proteinas sdo produzidas pelos préoprios linfécitos B e
inseridas na membrana da superficie celular, que atuam como receptores
especificos de antigenos. As células B e os plasmdcitos sdao as Unicas células
capazes de produzir anticorpos. Entre os varios antigenos expressos na

superficie dessas células, os CD19, CD20 e CD22, sao atualmente os principais
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marcadores utilizados na identificacdo de células B humanas e em camundongos
(LAI, L. e cols, 1998).

Os linfécitos B com imunoglobulinas de superficie, reativas a antigenos do
tumor, tém papel de ligar, processar e apresentar antigenos tumorais induzindo
a resposta da célula T para o tumor (SCHREIBER, H., 1999).

Os mecanismos através dos quais os anticorpos medeiam a lise tumoral
sao: anticorpos fixadores do complemento que ligam-se a membrana da célula
tumoral, promovendo a montagem dos componentes do complemento, criando
poros na membrana e resultando na perda da integridade osmética e bioquimica
da célula neoplasica (MACHADO, P.R.L., e cols, 2004). O outro mecanismo € a
Citotoxicidade Mediada por Anticorpo (ADCC) na qual os anticorpos, geralmente
os da classe IgG opsonizam as células tumorais, permitindo que as células que

tém receptores Fc promovam a lise da célula tumoral (LIMA, C.H., 2006).

2.2.1.3- Mastocitos

A- Origem e Distribuicao

Os mastdécitos foram descritos pela primeira vez em 1878 quando Paul
Ehrlich, ainda estudante de Medicina, descobriu que algumas células, chamadas
plasmodcitos pelos histologistas, em determinado momento, se enchiam de
granulos que se coravam de vermelho quando tratados com um corante azul de
anilina basica (MOTA, I., 1995). Desta forma ficou definida a diferenca entre os
plasmocitos e as células que se coravam metacromaticamente, a partir dai,
chamadas de mastécitos (Masting). A metacromasia é uma resposta a
interacdo do corante com a heparina acida, um constituinte dos granulos dos
mastocitos (KRISHNASWAMY, G. e cols, 2001). Para evidenciar a metacromasia,

utiliza-se a técnica do azul de Toluidina (AT), descrita por Luna, L. (1968). O AT
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€ um corante basico que forma ligacOes eletrostaticas com os radicais acidos

dos tecidos.

Os mastécitos originam-se na medula dssea, provenientes de células
progenitoras hematopoiéticas CD34", que também originam linfdcitos,
eritrécitos, megacaridcitos, neutroéfilos, eosindfilos, basdfilos e mondcitos
(KRISHNASWAMY, G. e cols, 2001). Os mastdcitos tém diferenciacdo terminal
nos tecidos. Em certo momento, os progenitores dos mastdcitos humanos
deixam a medula déssea e tornam-se células agranulares indiferenciadas na
circulagao periférica, amadurecendo sob influéncias micro-ambientais locais e se
diferenciando in situ (GALLI, S.J., 1990; KNUDSEN, T. & JOHANSEN,T., 1990).

Alguns estudos demonstraram que os mastdcitos expressam o receptor
para o Fator “"Stem Cell” (receptor SCF ou c-kit) que se liga ao SCF, um fator de
crescimento especifico para mastocitos, produzido por fibroblastos (VALENT, P.,
1995; GALLI, S.J. e cols, 1995). As interacdes entre o SCF e o c-kit sao cruciais
para o crescimento e desenvolvimento dos mastécitos, pois o SCF promove
diferenciacao de células precursoras pluripotenciais, tem agao pleiotrépica, € um
fator quimiotactil e induz a liberacdo de mediadores (VLIAGOFTIS, H., e cols,
1997). Mutagbes no c-kit e niveis elevados do proto-oncogene do c-kit tém sido
associados com a mastocitose (NAGATA, H., et al, 1998; WOROBEC, A.S. e cols,
1998).

Os mastécitos distribuem-se normalmente ao longo dos tecidos
conectivos, onde eles sao especialmente numerosos sob as superficies epiteliais
da pele, no sistema respiratdrio, nos tratos gastrointestinal e genito-urinario,
adjacentes a vasos sangliineos e linfaticos e proximos ou dentro de nervos
periféricos, tornando seus produtos disponiveis para uma larga variedade de
tipos celulares incluindo fibroblastos, células epiteliais glandulares, nervos,
células endoteliais vasculares, células musculares lisas e células do sistema
imune (BIENENSTOCK, J., e cols, 1989). Estima-se que, se todos os mastdcitos

fossem colocados juntos, eles poderiam formar um 6rgao do tamanho do baco
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(BRADDING, P. & HOLGATE, S.T., 1999). Os locais de distribuicao dos
mastocitos tém relacdo com a proximidade de parasitas e outros patdégenos,
além de antigenos ambientais que entram em contato com a pele e superficies
mucosas (GALLI, S.]J., 1993).

Os mastoécitos formam uma populacdo heterogénea de células com
diferencas aparentes em seu desenvolvimento, conteddo de mediadores, ultra
estrutura e habilidade para interagir com o ambiente local (BLOOM, G.D.,
1984). Estas células, nos diversos sitios anatébmicos, ou num mesmo sitio,
podem ter diferencas substanciais na sensibilidade a agentes que induzem
ativacdo e liberacdao de mediadores, e resposta a agentes farmacoldgicos. A
distribuicdo tecidual e a vasta gama de mediadores lipidicos, proteases,
proteoglicanos e citocinas identificadas como produtos potenciais dos mastécitos
humanos, explicam como estas células interessantes tém o potencial de
contribuir para tdo diversos eventos bioldgicos (SCHWARTZ, L.B., 1989).

A heterogeneidade dos mastdcitos € regulada por muitos fatores, incluindo
certas citocinas, que influenciam no estdgio de maturacao, diferenciacao,
proliferacdo e outras caracteristicas celulares (STEVENS, R.L. & AUSTEN, K.F.,
1989). Experimentos em camundongos indicam que as caracteristicas
fenotipicas das populacdes de mastécitos podem mudar algumas vezes de
forma reversivel, em resposta as alteracdes do micro-ambiente. Esta
flexibilidade frente as mudancas pode explicar a facilidade que os mastocitos
apresentam de mudar em resposta a estimulos fisioldgicos ou patoldgicos
(KITAMURA, Y., 1989; GALLI, S.J., 1990).

Os mastocitos estdo relacionados com diversos processos fisioldgicos,
patoldégicos e imunoldgicos, incluindo reacdes alérgicas, remodelamento
tecidual, reparo de ferimentos, fibrose patoldgica, artrite, angiogénese e
reacoes do hospedeiro a neoplasias (METCALFE, D.D., e cols, 1997). O
mastocito expressa o receptor FCeRI que se liga com alta afinidade com a

porcao Fc do anticorpo IgE (KINET, J-P; 1989). Quando os anticorpos IgE se
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ligam aos receptores destas células, reconhecendo antigenos multivalentes
especificos, os mastdcitos sofrem um padrao caracteristico de mudancas
bioguimicas e morfoldgicas, coletivamente denominadas degranulacao
anafilatica que resulta na liberacao de um painel de mediadores biologicamente
ativos (SCHWARTZ, L.B. & AUSTEN, K.F.; 1984).

B- Propriedades Biologicas

B.1- Subtipos e Heterogeneidade

Em humanos, dados estruturais, biogquimicos e funcionais, diferenciam
dois tipos de subpopulacdoes de mastocitos: MCr — mastécitos de mucosa e MCrc
- mastoécitos do tecido conectivo (SCHWARTZ, L.B., 1987; 1998). Os MCy
expressam predominantemente triptase e localizam-se em superficies mucosas
em intima relacdo com células T, especialmente as do tipo Th2. Esta
subpopulacdo de mastocitos pode aumentar em numero nas doencas alérgicas e
parasitarias, ou diminuir, como observado em pacientes infectados com HIV
(CHURCH, M.K. & LEVI-SCHAFFER, F., 1997).

Os MCrc contém mais heparina que os MCt e respondem a neuropeptidios.
No entanto, a expressao fenotipica é determinada pelas condi¢cbes micro-
ambientais locais, como a presenca de SCF (Fator de Stem Cell), NGF (Fator de
Crescimento do Nervo), IL6 (Interleucina 6) e IL4 (OCHI, H. et al., 2000). Os
MCrc predominam na pele e tecidos subcuténeo e sinovial e expressam triptase,
guimase, carboxipeptidase e catepcina G. Aumentam em numero nas doencas
fibréticas mantendo o seu niumero constante em doencas alérgicas, parasitarias
e na AIDS. Acredita-se que os MCyc sejam importantes na remodelagem tissular
e angiogénese, enquanto que os MCr possuem papel central na inflamacao.
Ambos os tipos, entretanto, expressam receptor FceRI (CHURCH, M.K. & LEVI-
SCHAFFER, F., 1997).
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B.2- Ativacao e Mecanismos de Sinalizagao

O mastocito pode ser ativado por diferentes fatores, dentre eles: ligacao
da IgE nos receptores de alta afinidade FceRI, anafilotoxinas (C3a e C5a),
citocinas (IL1, SCF), neuropeptidios (SP, NT, SGF, CGRP), estimulos fisicos
(calor, frio, friccdo, pressdo), toxinas bacterianas, venenos, polipeptidios
bioldgicos (&scaris, mariscos), polimeros (Dextran) ou drogas (AAS, alcool,
codeina, morfina, polimixina B, anfotericina B, quinina, reserpina, substancia
iodada de contraste, etc.) (GUNNAR, N. & METCALFE, D.D., 1996).

A grande liberacdo de mediadores mastocitarios que ocorre durante as
reacOes anafilaticas envolvendo alimentos, veneno de insetos ou drogas pode
levar @ morte do hospedeiro (SHARDENDORF, D. et al, 1995). Esta resposta
imunoldgica pode ser caracterizada como um padrao exagerado de ativacao dos
mastocitos ou basofilos que, quando propriamente regulado e localizado, traz
grandes beneficios ao hospedeiro (WASSERMAN, S.I., et al, 1988). Entretanto,
em algumas pessoas, principalmente as atdpicas, os mesmos elementos
efetores celulares e humorais podem ser mobilizados em resposta a
sensibilizacgdgo com podlen, pélo animal, poeira e outras substancias
intrinsecamente indcuas, resultando nas manifestagdes alérgicas (MARSH, D.,
1988).

A ligacao entre a IgE e os receptores de alta afinidade FceRI, ativa uma
proteina-quinase (PTK) e uma proteina G heterotrimérica que levam a ativagao
de uma cascata de sinalizagao envolvendo a via da Fosfolipase A2, o que leva a
producdao de mediadores lipidicos, prostaglandina D, (PGD,) ou leucotrieno C4
(LTC4), que sdo liberados do mastocito por exocitose de granulos
(KRISHNASWAMY, G. et al., 2001).
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B.3- Mediadores Mastocitarios

Os mastdcitos sao caracterizados por sua habilidade de sintetizar, estocar
e liberar numerosas moléculas de efeito biolégico. Em humanos, estas incluem
aminas biogénicas (histamina), proteoglicanos (heparina e sulfato de
condroitina), proteases neutras (triptase, quimase e carboxipeptidase A) e
hidrolases acidas. Outros mediadores, como o Fator Ativador de Plaquetas (PAF)
e produtos do metabolismo do acido aracdonico, sao gerados apenas apos a
estimulacdo destas células. Existem trés categorias de mediadores
mastocitarios: os pré-formados (de baixo peso molecular e armazenados em
granulos), os de nova geracao (sintetizados a partir dos lipidios da membrana)
e as citocinas (DIMITRIADOU, V. & KOUTSILIERIS, M.,1997; SCHWARTZ, L.B.,
et al, 1987).

Dentre os mediadores pré-formados, destacam-se a Histamina, as
proteases neutras (triptase e quimase) e os proteoglicanos (Heparina e sulfato
de condroitina E). A Histamina, produzida pela agdao da enzima histidina-
decarboxilase, atua através de trés tipos de receptores especificos: H;, H, e Hs.
Nos receptores H; e Hs, a histamina exerce efeitos do tipo inflamatério, atuando
como uma potente amina vasoativa, aumentando a permeabilidade vascular e a
secrecdo de muco, contribuindo para o recrutamento de células circulantes. Os
efeitos mediados pelo receptor H, sdo do tipo antiinflamatério, funcionando
como um sistema de retrorregulacao (FALAUS, A. & MERETEY, K., 1992).

As proteases neutras sdo enzimas proteoliticas. A Quimase, presente em
maior quantidade na subpopulacdo MCic estimula a secrecao mucosa nos
bronquios, enquanto que a Triptase é liberada, juntamente com a histamina,
durante a degranulagdo e ativa o fibrinogénio, a colagenase e o C3 por via
alternativa (SALMUN, N.B. et al, 1994).
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O proteoglicano dominante nos mastécitos é a Heparina. Uma vez
liberada, ela pode afetar a estabilidade ou a funcao de outros mediadores
mastocitarios. Atua como anticoagulante e anticomplemento, melhora a ligacao
do coldgeno com a fibronectina, auxiliando o remodelamento tecidual e ativando
numerosos fatores de crescimento (KRISHNASWAMY, G. et al., 2001).

Dentre os mediadores lipidicos de nova geragao, existem os Leucotrienos
(LTB4, LTC4, LTD4 e LTE4), as Prostaglandinas (PGD;) e o PAF. A PGD; regula
negativamente a degranulacdo do mastécito, enquanto que o PAF tem acao
broncoconstrictora direta. Os leucotrienos tém efeitos semelhantes aos da
histamina, porém mais potentes, tardios e prolongados (CHURCH M.K. & LEVI-
SHAFER, F.J., 1997).

Os mastécitos humanos também sintetizam e liberam um painel de
citocinas multifuncionais como a IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-16,
TNFo (Fator de Necrose Tumoral alfa), GM-CSF( Fator Estimulador de Col6nia do
Macréfago e Granulocito) e também alguns dos mais poderosos fatores de
crescimento como o bFGF (Fator de Crescimento Basico do Fibroblasto), o VEGF
(Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e o TGFB (Fator de Crescimento
Transformante beta), além de quimiocinas como MIP-1a (Proteina Inflamatédria
do Macréfago 1 alfa), MCP-1 (Proteina Quimiotactil do Mondcito 1) e RANTES
(Regulador da Ativacao Normal de Célula T Expressa e Secretada) (GORDON,
J.L. et al, 1990; CHURCH, M.K., et al, 1991; AOKI, M. et al, 2003).

Estas citocinas ndao apenas regulam a producao de IgE e outras respostas
imunes, mas também afetam a inflamacdo, a homeostase, a hematopoiese, a
angiogénese, a remodelagem tissular e o desenvolvimento ou resisténcia a
tumores (GALLI, S.J., et al, 1991; LICHTENBELD, H.H., et al, 1996;
DETHLEFSEN, S.M., 1995).
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2.2.2- Imunidade Natural

A imunidade especifica contra os antigenos tumorais ndo é a Unica
observada na resisténcia imunoldgica contra as neoplasias. A observacdo de que
leucdcitos periféricos de individuos normais sao capazes de impedir o
crescimento de células tumorais in vitro, € mesmo destrui-las, levou a
conceituacao de imunidade inata do individuo alterando a idéia da necessidade
de um contato prévio com o antigeno. Esta imunidade natural sabe-se hoje, é
desenvolvida por trés tipos de célula; duas sao bem caracterizadas, os
granulécitos e os macréfagos, embora o modo de atuagdao dos granuldcitos nao
esteja bem estudado. A terceira populagdo é mais heterogénea e conhecida
como células NK (ou Natural Killer). A imunidade natural ndo é observada
somente contra tumores e sabe-se que ela atua também em infecgbes virais e
estd presente na rejeicdo de transplantes. Embora independente dos
mecanismos de reconhecimento do sistema imune especifico classico, esta
resposta é regulada por produtos deste sistema através de interferon e de
interleucinas (JANEWAY, C.A. Jr & MEDZHITOV, R., 2002).

2.2.2.1- Células NK

Sado grandes linfocitos (linfécitos grandes granulares - LGG) derivados da
medula O&ssea. Apresentam numerosos granulos citoplasmaticos, contendo
perforinas, granzimas e proteoglicanos (como as células Tc). A exocitose desses
granulos pode lisar osmoticamente as células alvos e induzir a morte apoptética
pelas vias perfurina/granzima B (TRINCHIERI, G., 1989).

As células NK (Natural Killer) podem matar através do mesmo mecanismo
utilizado pelos linfocitos T citotoxicos, gerados durante a resposta imune
adaptativa; no entanto, a morte pela célula NK é ativada por receptores

invaridveis e ja se sabe que tumores que perdem a expressao de moléculas de
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MHC classe II tornam-se mais susceptiveis a lise pelas NKs (STITES, D.P. e
cols., 1997).

Células NK sdao uma subpopulacdao distinta de linfécitos que, sem
sensibilizagdo prévia e sem necessidade de restricado ao MHC podem destruir
células tumorais e células normais infectadas por virus. O mecanismo pelo qual
as células NK preferencialmente reconhecem e lisam alvos transformados, em
vez de normais, ndao é bem claro. Tem sido reportado que células tumorais que
falham na expressao de pelo menos um alelo da classe I do MHC sao mais
efetivamente atacadas pelas células NK (SCHREIBER, H., 1999).

Todas as células nucleadas expressam moléculas MHC I em sua superficie.
O proposito basico do MHC 1 é apresentar antigenos peptidicos enddgenos
(préprios) em uma superficie celular. Quando um antigeno peptidico invasor tal
qual o antigeno tumor-especifico é apresentado pelo complexo de superficie
MHC I, células T citoliticas reativas ao antigeno podem reconhecer o peptideo
estranho com seus receptores para célula T e matar a célula. Outra fungdo dos
receptores MHC I é inibir a tendéncia inata das células NK a se ligarem e
matarem as células (TRINCHIERI, G., 1989).

Os tumores podem tentar evitar a imunovigilancia através do
comprometimento da regulacao da expressao do MHC I evitando portanto, o
reconhecimento das células T. Contudo, devido ao fato da expressao de MHC I
ser necessaria para inibir a funcdo "killer" natural, as células tumorais que
subregulam a expressdao do MHC I tornam a si proprios como alvos ao ataque da
célula "killer" natural (NAYLOR, M.E., 2000). Portanto, células NK podem
representar uma defesa inicial do hospedeiro contra o crescimento de células
transformadas nos sitios primarios e metastaticos, como um mecanismo efetor
recrutado pelas células T para suplementar a resposta anti-tumoral especifica
(SCHREIBER, H., 1999). Além da agao anti-tumor, via MHC, tem sido reportado

gue mondcitos, e principalmente as células NK, sao importantes células efetoras
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na morte de células tumorais pela citotoxicidade mediada por células
dependentes de anticorpos (ADCC) in vitro (ABDULLAH et al., 1999).

2.2.2.2- Macroéfagos

Os macrdéfagos sdao importantes na imunidade contra tumores como
células apresentadoras de antigenos e como células efetoras potenciais para
mediar a lise do tumor. Além destas fungoes, esta claramente demonstrado que
mondcitos e macréfagos de um individuo normal podem ter reatividade
espontdnea contra células tumorais apds ativacdo (QUEIROZ, S.L. & BATISTA,
A.A., 1999). Esta atividade é independente do reconhecimento de antigenos
tumorais. A atividade anti-tumoral natural macrofagica é pequena, mas
aumenta muito apds ativacao por linfocinas, principalmente IFNy, endotoxinas
ou outras substancias que induzem varias transformacdes bioquimicas e

morfoldgicas nos macréfagos (LEENEN, P.J.M., et al, 1994).

Os achados de Li, C. e cols (2002) demonstraram que Macrofagos
Associados a Tumores (TAMs) possuem tanto efeitos positivos quanto negativos
no crescimento de tumores em varios tipos de cancer. Os macréfagos, de
maneira geral, tém numerosas fungodes relacionadas a imunidade, inflamagao e
remodelamento tecidual. Os macréfagos associados aos tumores (TAM)
representam um componente importante do infiltrado mononuclear peritumoral.
Estas células, quando localizadas no micro-ambiente do tumor, tém a
capacidade de agir sobre o tecido neoplasico favorecendo ou dificultando o
crescimento das células tumorais, sua vascularizacao e a formacgdo e dissolucao
do estroma. Ainda, quando ativados adequadamente, os TAM sao capazes de
matar as células tumorais ou de promover sua destruicdo por alterar sua
vascularizacao (KURASHIGE, S. & MITSUHASHI, S., 1982).
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Macréfagos residuais nao sao citoliticos para tumores, mas podem se
tornar quando ativados com Fatores Ativadores de Macrdofagos (MAF),
normalmente secretados pelas células T apods estimulagdao antigeno-especifica.
Dentre os MAF liberados pelos linfécitos T temos IFNy, TNF, IL-4 e GM-CSF
(RESTIFO, N.P. et al, 1993). Os mecanismos de lise mediados por MAF
envolvem transferéncia intercelular de produtos lisossomais, producao de
superoxidos, liberacdo de proteinases neutras e secrecdo de TNF. (NATHAN, C.
& SHILOH, M.U., 2000; BOGDAN, C., 2001).

2.2.3- Mecanismos de escape do tumor

Apesar de ser possivel evidenciar antigenos tumorais e mecanismos
efetores de destruicdo, a célula tumoral consegue crescer e o tumor
desenvolver-se. Esta observacdo, aparentemente paradoxal, deve-se a varios
mecanismos de escape dependentes da célula tumoral ou de particularidades do
sistema imune (JANEWAY, C.A. et al, 2002).

2.2.3.1- Expressao antigénica

Como ja foi salientado anteriormente, a célula tumoral ndo expressa
necessariamente novos antigenos. Os antigenos normalmente presentes podem
estar ausentes ou com expressao alterada. Desta forma, alguma mudancga nas
moléculas de classe I do MHC impossibilita o reconhecimento da célula tumoral
pelas células T citotoxicas (URBAN, J.L. & SCHREIBER, H., 1992). Exemplos
desta situacao foram observados em pelo menos dois linfomas de Burkitt
europeus dos quais se desenvolveram linhagens celulares em que nao se
detectam antigenos HLA A e B (linhagens DAUDI e CHEV) (FARIAS, M.G. &
CASTRO, S.M., 2004).
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Um antigeno tumoral imunogénico, e apresentado ao sistema imune
dentro do indispensavel contexto do MHC, desencadeara uma resposta. No
entanto, este antigeno pode estar heterogeneamente expresso, permitindo as
células tumorais, que ndao o expressam, uma fuga. Estruturas da superficie
celular podem estar mascaradas por um excesso de mucina, acucares e acido
sidlico adicionados aos antigenos impedindo o reconhecimento pelo sistema
imune. Alguns tumores secretam grandes quantidades de antigenos na
circulacao. Os anticorpos produzidos formam complexos imunes circulantes e
nao conseguem chegar ao alvo celular tumoral (OLIVEIRA, E.A. & SELL, A.M,,
2002).

2.2.3.2- Tolerancia e Supressao

A presenca de antigenos tumorais e complexos imunes circulantes pode
induzir imunossupressao com conseqliente diminuicao da resposta antitumoral
(SALGUEIRO, M.I.C.P., et al, 2000). Em modelos experimentais, foi
demonstrado o aparecimento de células supressoras e seus fatores apds
imunizacdo em condigOes particulares. Observagdes feitas em camundongos
com a inoculagao de tumores de diferentes tamanhos mostram que existem
situacbes em que um pequeno numero de células desenvolve-se
progressivamente enquanto um grande numero de células implantadas excita o
sistema imune e o tumor é rapidamente rejeitado. Produtos tumorais podem
agir negativamente e diretamente no sistema imune como no caso da secregao
de prostaglandinas que inibem a acdo de macréfagos e células NK (BUCHI, D.F.,
2002).
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2.2.3.3- Facilitacao

Em modelos experimentais, o transplante de tumor alogénico leva
nomalmente a rejeicdo devido a dois tipos de antigenos: de
histocompatibilidade e ATAT (Antigenos de Transplante Associados a Tumores).
Um efeito paradoxal, no entanto, é observado em certas condicdes quando a
pré-imunizagao produz anticorpos que, em vez de levarem a rapida rejeicdo,
aumentam o crescimento tumoral ou facilitam este crescimento (em inglés:
"enhancement") (RODALLEC, M. el al, 2006).

Pelo menos dois mecanismos, um envolvendo o reconhecimento, outro a
via efetora do sistema, formam propostas para explicar o fendbmeno: no
primeiro caso, 0s anticorpos se combinariam com antigenos tumorais,
impedindo o reconhecimento pelos linfocitos; e no segundo, os anticorpos
impediriam as células citotoxicas de desempenharem suas fungdes que
necessitam interacao celular através do antigeno (ILLMAN, R.O., 1994).
Evidentemente ndo é qualquer anticorpo que pode exercer estas fungodes e a
classe e subclasse da imunoglobulina sao importantes. Embora nao se saiba
com certeza qual o papel dos anticorpos facilitadores em sistemas naturais, é
bem possivel que tal tipo de anticorpo exista como mecanismo de escape
imunoldgico de tumores (MARIA, D.A., 2002).
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2.3- A Pele

Corresponde ao maior 6rgdo do corpo humano, medindo 1,5 - 1,8m?,
cobrindo toda a superficie do corpo e representando 16% do peso corpdéreo total
(MURPHY, M.I.H.M., 1996). Na pele observam-se varias estruturas anexas, tais
como pélos, unhas, glandulas sudoriparas e sebaceas (BOROJEVIC, R. &
SERRICELLA, P., 2002). Existem dois principais tipos de pele: a pele fina,
composta por uma delgada camada epitelial queratinizada, pélos, glandulas
sebaceas e sudoriparas; e a pele espessa, composta por larga camada epitelial
gueratinizada, revestindo a palma das mdos e a planta dos pés, apresentando
glandulas sudoriparas, mas ndo sebaceas ou pélos (GLEREAN, A., 2002;
BOROJEVIC, R. & SERRICELLA, P., 2002).

Histologicamente, o tecido cutdneo é constituido por trés camadas
principais: a epiderme, a derme e a hipoderme. A primeira camada, a epiderme,
€ uma porcao epitelial constituida por epitélio pavimentoso estratificado
gueratinizado (MURPHY, M.I.H.M., 1996). Essa camada é constituida por grande
guantidade de proteinas tipo queratina. A epiderme é subdividida nas camadas
coérnea, granulosa, espinhosa e basal (JUNQUEIRA, L.C. & CARNEIRO, J., 1999).
A epiderme apresenta ainda varios tipos celulares epiteliais interdependentes,
os queratinocitos (produtores de queratina), os melandcitos (produtores de
melanina), as células de Merkel (receptores mecanicos) e as células de
Langerhans (apresentadoras de antigenos) (GLEREAN, A., 2002).

A segunda camada da pele, a derme, é uma porgao conjuntiva de origem
mesodérmica, que se divide em superficial e profunda (BRASILEIRO FILHO, G.,
1998). A terceira camada, a hipoderme ou tecido subcutaneo profundo, é a
ultima camada histolégica da pele. Esta camada tem fungdao de colaborar na
termorregulacao corporal e manutengao constante da temperatura fisioldgica do
corpo por volta de 37°C (JUNQUEIRA, L.C. & CARNEIRO, J.,1999).
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2.3.1- Organizacao do tecido linféide cutaneo

A pele é a principal barreira entre os tecidos internos e o meio externo
juntamente com as mucosas. E um sistema efetor de defesa, pois pode gerar e
suportar reacoes inflamatdrias e imunoldgicas locais. Trata-se de tecido linféide
organizado e altamente especializado localmente, tanto na derme quanto na
epiderme. Este tecido representa cerca de 2% dos linfocitos T CD8*
intraepidérmicos e 98% dos linfécitos T CD4" (ROBBINS, P.F. & KAWAKAMI, Y.,
1996). A circulacdo desta populacdo linféide é controlada por moléculas de
adesdao do tipo CLA-1 (E-selectina), rica em acido siadlico, expressa apds
ativacdo local. Os queratindcitos e as células epiteliais, apds ativacao, produzem
varias citocinas como IL-1(interleucina 1), TNF (Fator de Necrose Tumoral), IL-3
(Interleucina-3), GM-CSF (Fator Estimulador de Colonias do tipo Granuldcito-
Mondcito), que estimulam a quimiotaxia e ativacdo de leucdcitos. Expressam
ainda moléculas de classe II do complexo principal de histocompatibilidade
(MHCQC), apos ativacao pelo Interferon gama (IFNy) (SCHREIBER, H., 1999).

Na epiderme se encontram também as células de Langerhans, derivadas
da medula éssea, que sao apresentadoras de antigenos (APC) protéicos aos
linfécitos presentes na derme. Apds o processamento dos antigenos, essas
células migram para os 6érgaos linfoides regionais (areas interfoliculares) onde
sao identificadas como células dendriticas interdigitantes. Sao encontrados
também macroéfagos dispersos e linfécitos T CD4" e CD8" preferencialmente ao
redor dos vasos sangliineos. Geralmente apresentam um perfil de marcadores
de ativagao ou de memodria, como o CD45 (fosfotirosina fosfatase) e o CD25
(receptor alfa da IL-2). Linfécitos B, produtores de imunoglobulinas, sao
raramente encontrados na pele normal. A resposta imune humoral na pele é
representada por imunoglobulinas do tipo IgA secretoras e fazem parte das
secrecOes glandulares da pele. Entretanto, como os linfécitos B sdao raros nos
tecidos cutdneos, as imunoglobulinas devem ser produzidas no linfonodo

regional e transportadas até a pele (MARIA, D.A., 2002).
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2.3.2- As neoplasias da pele

O cancer de pele é a neoplasia mais comum entre os humanos. Estudos
descritivos mostram que as taxas de incidéncia dos principais tipos de cancer de
pele: o Carcinoma Basocelular (CBC), o Carcinoma Escamoso e o Melanoma,
sdao maximas em populacdes nas quais a exposicdo ambiental ao sol e a
radiacao solar na pele sao altas, sugerindo uma forte associacao com esta
exposicao (GREEN, A., et al, 1999; HERRERA, E. e cols, 1999). Para fins
praticos, o cancer de pele é dividido em dois grandes grupos: o cancer nao
melanoma (Carcinoma Basocelular e o Carcinoma Escamoso) e o Melanoma
(VIDRIO, R.M.G., 2003).

Mutagbes em importantes genes supressores de tumor, segundo estudos
epidemiolégicos e genéticos, sdo causadas por exposicao solar. Apesar dos
constantes estudos, muitas questdes ainda permanecem sem respostas
elucidativas. Elas incluem o quanto o padrdao de exposicdao solar € realmente
importante e se atua independentemente da quantidade de exposicao ao sol,
qual a relacao entre quantidade de exposicao e o risco de desenvolver um ou
outro tipo de cancer de pele e o quanto a relagao exposicao-resposta depende
da sensibilidade cutanea ao sol (ARMSTRONG, BK, et al, 1997).

Muitos trabalhos confirmam que a exposicdao ao componente UV do sol é o
principal determinante ambiental dos canceres de pele. Entretanto, alguns
resultados com carcinoma basocelular e melanoma sdo discordantes pela
existéncia de subgrupos destas doengas as quais ndao parecem ser causadas
apenas pela exposicao solar (WHITAKER, D., 1997; GREEN, A., et al, 1999).
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2.4- O Carcinoma Basocelular (CBC)

2.4.1- Epidemiologia

O céncer de pele ndo melanoma é o mais incidente em homens em todas
as regides do Brasil e nas mulheres é o mais freqlente nas regides Sul Centro-
Oeste, Nordeste e Norte (INCA, 2006).

2.4.2- Etiologia e Genética Molecular

A etiologia do CBC ainda é desconhecida, entretanto, evidéncias sugerem
que o CBC origina-se de células pluripotentes na camada basal ou foliculos da
pele. (LACOUR, J.P., 2002; JIANG, S.B. & SZYFELBEIN, K., 2005). Mutagbes no
gene PATCHED (PTCH), um regulador negativo da via Hedgehog, localizado no
cromossomo 9, parece ser o responsavel pelo crescimento de tumor na
Sindrome de Nevus Baso-Celular (BCNS), uma condicdo autossdmica
caracterizada por multiplos CBCs (VILLAVICENCIO, E.H. e cols., 2000 e
TAIPALE, J. & BECHY, P.A., 2001). Esta via de sinalizacao parece ser muito
importante para o desenvolvimento do CBC (SALDANHA, G., 2001 e BALE, A.E.
& YU, K., 2001). Patched Humano (PTCH) é uma proteina transmembrana da
via de sinalizagcao Hedgehog, que tem um papel importante no desenvolvimento
embrionario e no cancer. Mutacgdes que levam a inativacdo do gene PTCH tém
sido identificadas em neoplasias esporadicas ou hereditarias como carcinomas
basocelulares. (LINGL, G. e cols, 2003; JIANG, S.B. & SZYFELBEIN, K., 2005
MARTINEZ, M.A.R., e cols, 2006).

29



2.4.3- Carcinogénese do CBC

O cancer é uma enfermidade genética e durante sua formacao a célula
neoplasica acumula uma série de mutagdes em seu genoma, inativa genes
supressores tumorais, modifica o ciclo celular, alterando as funcdes normais da
célula e seu fenodtipo. A célula cancerigena é anO6mala, cresce e prolifera
descontroladamente devido a perda de suas fungdes e diferenciacao fenotipica;
inibe as vias apoptoticas, promove escape imunoldgico, estimula a angiogénese,
podendo invadir tecidos vizinhos ou a distancia (PONDER, B.A., 2001 e LIOTTA,
D.]J. & KOHN, E.C., 2001). A carcinogénese do CBC é um processo complexo
gue tem sido motivo de multiplos estudos nos ultimos anos. A maioria dos CBCs
compartilham as mesmas alteragdes genéticas, porém variagdes na expressao
de determinados genes e proteinas sao a base genética dos diferentes padrdes
clinicos e histoldgicos do CBC (TSAO, H., 2001).

Como é que as agressdes ambientais, quimicas, fisicas e bioldgicas
causam danos as nossas células? Uma grande parte de conhecidos agentes
carcinogénicos sofre uma bio-transformagao para compostos que sao
convertidos em metabdlitos nao-toxicos que podem ser excretados facilmente
pelo organismo humano. A eficacia das vias metabdlicas que atuam neste
processo de detoxificagao pode, portanto, determinar o dano inicial causado por
um determinado carcinédgeno ao DNA e, subseqientemente, o risco de
desenvolvimento de neoplasia (WARD, L.S., 2002).

No inicio do século XX, quando os raios UV se tornavam reconhecidos
como forma terapéutica eficaz para algumas doengas de pele, comecaram a
surgir relatos dos efeitos nocivos da luz solar, como desencadeante de algumas
doengas, como xeroderma pigmentoso, hidroa vaciniforme, prurigo estival e
alguns tipos de cancer de pele. Paul German Unna foi o primeiro dermatologista
gue associou a exposicao solar prolongada com aparecimento de lesdes na pele
de marinheiros (DUARTE, I. et al, 2006).
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Sabe-se hoje que apenas cerca de 1% de todos os tipos de canceres sao
de origem hereditaria ou de natureza constitucional (NISHIMORI, et al, 2001;
INCA, 2006). A grande maioria dos canceres € originada por fatores ambientais
que podem ser representados pelos agentes quimicos oriundos do tabagismo e
do alcoolismo, de infeccbes parasitarias e virais, habitos sexuais, medicamentos
e dieta alimentar inadequada. Com relacdo as neoplasias cutdneas, o grande
vilao sdo os fatores fisicos, representados principalmente pelos raios ultravioleta
(UV) do sol (UVA, UVB e UVC) (HELFAND, M., 2001; WARD, L.S., 2002; NUNES,
L.O., 2003).

A radiacao ultravioleta é um carcindgeno completo que inicia o processo
de malignizagao por meio de mutacdes no DNA e promove o desenvolvimento
do cancer por processo inflamatério inerente a exposicdo UV cumulativa (HORA,
C. et al, 2003). Quando o processo neoplasico se instala, a célula-mae transmite
as células filhas a caracteristica neoplasica. Isso quer dizer que, no inicio de

todo o processo esta uma alteragdo no DNA de uma célula (WARD, L.S., 2002).

Segundo Robenhorst, S.H. e cols (1993), o antigeno Ki-67 é uma proteina
nuclear expressa nas células em proliferacdo durante as fases G;, S, G, e M,
mas nao em células na fase Gg do ciclo celular, em funcdo da perda deste
antigeno. E desconhecida a funcdo do antigeno Ki-67, mas acredita-se que estd
relacionado com fatores de transcricao. Campbel, C. e cols (1993) sugerem que
guando uma alteracao € produzida no genoma, a proteina p53 (codificada por
um gene supressor de tumor que regula o ciclo celular) ativa um mecanismo
gue detém o ciclo celular, permitindo o reparo da alteracdao, antes da fase S.
Caso a alteracao seja irreversivel, a p53 ativa uma via indutora de apoptose
celular. Quando um alelo do gene p53 estd mutado, o gene nao se expressa
corretamente e a célula torna-se mais resistente a apoptose. Caso ambos os
alelos da p53 estejam mutados, a célula é incapaz de regular seu ciclo celular,

ndo repara bem o DNA nem entra em apoptose quando as alteracdes sao
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graves, o que favorece a carcinogénese (BOONCHAI, W. et al, 2000;
AUEPEMKIATE, S. et al, 2002; DE ROMANA, F.N. e cols, 2002).
2.4.4- Biologia do CBC

A pele responde a exposicdo solar com o escurecimento e o
endurecimento, que promovem alguma protecdo contra danos causados pela
radiacao UV. O grau de pigmentacao da pele e a capacidade de escurecer sao
fatores importantes no risco de desenvolvimento de cancer de pele (GLOSTER,
H.M. & BRODLAND, D.G., 1996).

A radiacao UV promove tumorigénese por dois mecanismos, o primeiro
promove proliferacdao celular prolongada, aumentando a vida-média dos erros
de transcricdo, o que pode levar a transformacdo celular; o segundo mecanismo
ocorre por dano direto na replicagao do DNA, levando a mutagdes que podem
ativar proto-oncogenes ou desativar genes supressores de tumor (BANDEIRA,
A.M. e cols., 2003). As células possuem mecanismos para conter este dano
antes que o cancer possa se desenvolver, incluindo reparo do DNA, apoptose e
sobrevivéncia imune. A radiacdo pode danificar as células da pele pela formacao
de dimeros no DNA, entre os residuos adjacentes de pirimidina, levando a
mutagdes que se acumulam ao longo do tempo (ANANTHASWAMY, HN, et al,
1997).

A célula pode responder ao dano causado pela radiacdao UV através do
reparo do DNA contra mutagdes perigosas ou, se o dano for muito grande, pela
indugcao de apoptose para remover potenciais neoplasias da populagao
(TORNALETTI, S. & PFEIFER, GP, 1996; COTTON, J. & SPANDAU, DF, 1997).
Possiveis falhas nestas vias podem resultar na perda do controle da proliferacao
celular e permitir o desenvolvimento de um tumor de pele através da depressao
da inativacao de genes supressores de tumor ou da ativacao de oncogenes. A
importancia dos mecanismos de reparo do DNA na prevencdao do cancer de pele

€ comprovada pela alta incidéncia deste tipo de cancer em pacientes que
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possuem doencgas que afetam este processo, como o Xeroderma Pigmentosum
(CLEAVER, JE. & KRAEMER, KH, 1989).

Uma explicacdo interessante acerca da patogénese do CBC pode ser vista
no trabalho de Vidrio, R.M.G. (2003), onde este explica que a radiacao UV
favorece mecanismos imunoldgicos supressores sobre os colaboradores,
alterando a funcdo de apresentacao de antigenos nas células de Langerhans,
permitindo o fluxo de células inflamatdrias. Além disso, ocorre isomerizacdo do
acido urocanico e producao de TNFa e IL-10 pelos queratinécitos. Este evento
promove o desenvolvimento de células Th2 e inibicdo de células Th1, resultando

na supressao da resposta de hipersensibilidade por contato.

A sobrevivéncia imune também tem um importante papel na protecao
contra o desenvolvimento do cancer de pele. A exposicdo UV atua deprimindo a
funcdo do sistema imune na pele, criando um ambiente mais favoravel para o
desenvolvimento e crescimento de tumores (KRIPKE, M.L., 1981). Os
mecanismos imunes que atuam no tumor sao locais e sistémicos. A resposta
local é andloga a hipersensibilidade tipo tardia, com reconhecimento de
antigenos tumorais e uma subseqliente resposta mediada por célula
(GRIMWOOD, R.E., 1989).

2.4.5- Morfologia do CBC

As células tumorais tém nucleo grande, oval ou alongado com citoplasma
relativamente pequeno. Estas células podem assemelhar-se as células basais da
epiderme, mas na forma neopladsica faltam pontes intercelulares. Estdo
dispostas em ninhos, corddes e ilhas na derme. As mitoses nao sao freqlentes.
Pode ocorrer queratinizacao, deposicao de melanina, necrose e degeneragao
mucinosa (ROSAI, J., 2004).

Histologicamente as células deste tipo de tumor assemelham-se as da

camada basal da epiderme. Estas células provém da propria epiderme ou do
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epitélio folicular, sendo mais raras em superficies mucosas. Dois padroes sao
freqlientemente observados: o crescimento multifocal e o nodular, este quase

sempre envolvido por fibroblastos e linfécitos. (ROBBINS, S.L., et al, 1994).

Os padroes histoldgicos de apresentacdo do CBC variam de acordo com a
classificacdo utilizada. Segundo Lever, W.F. (1990), podem-se evidenciar os
seguintes padrdes: o Adendide, onde se observam formacgdes tubulares e
estruturas tipo glandulas, com as células dispostas radialmente ao longo de
“ilhas” de tecido conectivo; o Morfea, onde ha uma grande participagao de
tecido conectivo e as células encontram-se embebidas num denso estroma
fibroso; o Cistico, que mostra espacos cisticos no centro das massas tumorais; o
Sodlido ou Circunscrito, que mostra massas tumorais de tamanhos variados
embebidas na derme; o Superficial, que apresenta proliferagoes irregulares de
tecido tumoral ligadas a superficie da epiderme; e o Folicular, que evidencia
cada foliculo piloso distorcido pela proliferacao de “ilhas” de células basais que

se estendem por baixo da epiderme.

O CBC geralmente tem crescimento lento. Entretanto, quando nao
tratado, o tumor pode invadir a gordura subcutanea, musculo esquelético e
0sso. Os tumores de face invadem fossas nasais, orbitas e osso temporal
através do canal auditivo, podendo até invadir o SNC produzindo uma meningite
letal. Metastases distantes sdo extraordinariamente raras, porém mais de 100
casos ja foram descritos na literatura e cerca de 60 a 75% das metastases
envolveram linfonodos regionais ou 6rgaos como pulmdes, ossos e figado
(ROSAI, 1., 2004).
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2.5- Resposta Imunolégica em tumores cutaneos

O simples agrupamento homogéneo de células mutantes nao caracteriza
os estagios iniciais do desenvolvimento de tumores; estas células desenvolvem-
se ao acaso com outras do tecido normal e também recrutam outros tipos
celulares, incluindo células linfaticas e endoteliais, necessarias para o
desenvolvimento do suprimento sangtiineo do tumor (VOLTARELLI, J.C., 1994;
OWEN, M.R. & SHERRATT, J.A.; 1998). A formacdo de tumores e as reacdes
inflamatdrias sdao duas diferentes condigdes patoldgicas com distintas etiologias
de iniciacao, mas apresentando mecanismos de desenvolvimento que dividem
caracteristicas basicas. (DIMITRIADOU, V. & KOUTSILIERIS, M., 1997).

Os Polimorfonucleares sdo os leucocitos mais abundantes na circulagao
sanglinea e representam a primeira linha de defesa contra infecgbes, uma das
principais reagdes cutaneas locais. Durante as respostas inflamatorias, liberam
fatores quimiotaticos sollUveis responsaveis pelo recrutamento de células
efetoras nao especificas e imuno-especificas. No processo inflamatério, os
mesmos produzem citocinas que modulam o balango entre a imunidade humoral
e a mediada por células (JANEWAY, C.A. et al, 2002).

O processo quimiotatico exercido pelos polimorfonucleares neutrofilos,
através da circulacao sangliinea para o tumor, é regulado por multiplas etapas
envolvendo uma série de interacdes celulares coordenadas entre leucdcitos e
células endoteliais. Algumas familias de moléculas regulatérias como as
selectinas P(GMP-140), E (ELAM-1) e L (LAM-1), integrinas b2 e citocinas estao
envolvidas nessas etapas. Varios mediadores citotoxicos sdao produzidos e
liberados, como as espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, proteases,
agentes perfurantes da membrana e mediadores sollveis da morte celular como
o TNFa, IL-1 e IFN (STITES, D.P., et al, 1997; BRASILEIRO FILHO, G., 1998).
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A eliminacdo especifica das células tumorais pelos neutréfilos e
macréfagos pode ser mediada pela liberacdao de seu conteddo enzimatico, ou
por oxidantes do tipo acido hipocloroso, que lisam células tumorais ou por
reativos intermediarios como cloraminas estaveis que apresentam propriedades
imunoestimulatérias. Os fendmenos biolégicos atualmente desempenhados
pelos polimorfonucleares nas respostas anti-tumorais sdo devidos a modulagao
da atividade citotoxica mediada por células dependente de anticorpos (ADCC)
ou ainda pela inducdo da morte celular programada (apoptose) devido a
interacdo entre Fas- FasL na superficie da celular tumoral. Dados clinicos tém
mostrado que os tratamentos com GM-CSF e G-CSF (Fator Estimulador de
Colbnia Granulocitica) em pacientes portadores de melanoma estimulam a
atividade ADCC, cujas células efetoras sdao os granuldcitos (SCHREIBER, H.,
1999).

Muitos antigenos tumorais tém sido identificados nas diferentes etapas da
diferenciacao e crescimento das neoplasias cutaneas. Em neoplasias cutaneas
estes antigenos representam grupos comuns de diferenciagao tecido-especifico.
As respostas mais comuns sdo dirigidas nao aos antigenos tumorais especificos,
mas sim aos antigenos de diferenciacao tecido-especifico (STITES, D.P., 1997;
WAINSTEIN, A.J.A. & BELFORT, F.A., 2004; RODALLEC, M. et al, 2006).
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2.6- Os mastocitos da pele

Os mastocitos derivam de células precursoras mononucleares, as quais
entram em sua fase final de diferenciacdo nos tecidos. Na pele normal, os
mastocitos ocorrem em grande densidade na zona dermal superficial (CHURCH,
M.K., et al, 1991). Semelhante a todos os outros mastdécitos, os da pele humana
se ligam a IgE com alta afinidade através de receptores especificos FceRI, mas,
diferentemente dos mastdcitos do pulmao, amidalas, adendides e intestino, eles
expressam o receptor C5a (CD88) e sitios de ativacao para a substancia P, VIP,
somatostatina e o componente 48/80 (estimulacdo nao-imunoldgica)
(METCALFE, D.D. e cols, 1997). Ambos sao dependentes de IgE, para a
estimulacdo através da ativacdao de tirosina-quinases e, na estimulacdo por
componentes ndo-imunoldgicos, ocorre a ativacdo de proteinas-G (CHURCH,
M.K. & CLOUGH, G.F., 1999).

A resposta a estimulacao do mastdécito € a ativacao celular e conseqliente
liberacdao de mediadores pré-formados. O mecanismo de liberacao do mediador,
em resposta ao estimulo dependente de IgE e ao estimulo ndao-imunoldgico sdo
distintos. Entretanto, as caracteristicas morfoldégicas da degranulacdao sao
similares, sugerindo que as distintas vias bioguimicas convergem para uma via

comum antes da degranulagao efetiva (BENYON, R.C., 1989).

2.6.1- Os mastocitos e as neoplasias

A associacao entre mastoécitos e tumores ja é conhecida ha muito tempo.
Em 1879, P. Erhlich observou pela primeira vez estas células préximas as areas
de tumor e, em 1890, E. Westphal mencionou em sua tese de doutorado que
mastocitos se acumulavam em grande numero especialmente nos tumores mais
antigos (SHARDENDORF, D. e cols, 1995). Desde entdao, muitos autores
confirmaram estas observagbes originais em uma variedade de tumores e

espécies. Em geral, o niumero de mastdcitos ao longo da juncdao tumor-
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hospedeiro é significantemente maior do que aquele encontrado em tecidos
normais, especialmente em neoplasias benignas, e apenas poucos sao
detectados nas trabéculas fibrovasculares dentro da massa tumoral (ROCHE,
W.R., 1986).

Um estudo realizado com carcinoma basocelular e escamoso demonstrou
gque nas areas de tumor pode-se evidenciar a presenca predominante de
linfocitos TCD4*, macrofagos, granuldcitos e mastdcitos, estes ativados e em
degranulacdao tanto no préprio tumor, quanto no estroma adjacente
(CLAUDATUS, J.C. Jr e cols, 1986).

Para o entendimento do papel do acimulo de mastécitos em zonas
peritumorais, foram propostas duas hipdteses; a primeira, relaciona-se a uma
reacao imunoldgica de defesa do hospedeiro, onde a presenca de mastdcitos em
tumores antigos é interpretada como uma simples resposta imunoldgica anti-
tumor (CSABA, G., e cols, 1961). A favor desta hipotese existem estudos que
demonstram que mastocitos e basofilos, bem como seus produtos de
degranulacao, possuem um efeito protetor contra tumores (DVORAK, A.M., e
cols, 1970; TANOOKA, H. e cols, 1982; YANG, M.L., 1989) ou sdo citotdxicos
para tumores in vitro, principalmente aqueles sensiveis ao TNFa (ZAKUT, R. e
cols, 1993; DIMITRIADOU, V. & KOUTSILIERIS, M., 1997).

Outros estudos como o de Zakut, R. e cols (1993) indicam que os
mastocitos peritumorais teriam papel importante na imunidade anti-tumor,
estimulando a proliferacao de células T (Mekori, Y.A. & Metcalfe, D.D. 1999) e a
producdao de IgE pelas células B. Yang, M.L. (1989) sugere que a liberacdo de
histamina e outros mediadores ativos estimulariam os fibroblastos a sintetizar
colageno, formando uma fina membrana entre o carcinoma e a derme,
impedindo a disseminagao tumoral. Estudos mais recentes como o de
Theoharides, T.C. & Pio Conti (2004), evidenciam que, além das ja citadas

funcdes dos mastdcitos peritumorais, estas células promoveriam atragao
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leucocitaria (IL-8), inflamacgao (IL-1, -2, -3, -5, -6, -9,- 10, -13, -16, IFNy,

TNFa) apoptose de células tumorais (IL-4 e TNFa) e vasoconstriccao (PGD>).

A segunda hipdétese sugere que os mastécitos promoveriam o
crescimento tumoral e a metastase. Este fen6meno estaria relacionado com
alteragcbes na matriz extracelular, migracao celular e neovascularizacao
(DABBOUS, M., e cols, 1986; FARNOUSH, A. & McKENZIE, I.C., 1983;
FOLKMAN, J., 1986). Muitos estudos tém mostrado associacao entre mastdcitos
gue se acumulam em areas tumorais e o rapido crescimento dos tumores ou do
estado de malignidade (ROCHE, W.M., 1986; 1986; DABBOUS, M. e cols, 1991;
GRIMBALDESTON, M.A. e cols, 2000; ERKILIC, S. & ERBAGCI, Z., 2001). Por
exemplo, na maioria dos carcinomas de mama e cervicais, a degranulagao de
mastocitos foi acompanhada de metacromasia do estroma, um marcador
classico da atividade secretéria do mastocito (HARTVEIT, F., 1981).

Alguns dados clinicos indicam que os mastécitos, quando ativados,
liberam substancias que promovem o crescimento do tumor e sugerem que
mais de 50% da massa tumoral é resultante da interacdo com estas células
(ROCHE, W., 1986). Estudos in vitro mostraram que os produtos solUveis dos
mastocitos sdo capazes de aumentar a taxa proliferativa de células tumorais
(BURTIN, C., e cols, 1985). Estas observacoes foram apoiadas por modelos in
vivo de adenocarcinoma mamario de ratos, mostrando que a supressao
farmacoldgica da atividade do mastdcito resultou numa significante reducdo do
crescimento do tumor (DABBOUS, M., e cols, 1991; DE CIDRE, L.L. e cols,
1996).

Uma outra corrente de investigadores, apesar de concordar com a
correlacdo entre mastocitos e crescimento tumoral, atribui esta relagao, nao a
atuacao direta dos mastécitos, mas sim a atuacao indireta do tumor ou ambas.
Um estudo feito com camundongos BALBc revelou que a degranulacao de
mastdcitos aumentou junto com o crescimento do tumor, enquanto que na

derme e na hipoderme, esta degranulacdo primeiro diminuiu e sé tornou-se
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evidente no vigésimo dia. A mitose e a degranulacdo dos mastdcitos, mais
intensa nos tecidos préoximos ao tumor, parece indicar a existéncia de fatores
tumorais que se espalham lentamente do tumor para zonas mais distantes (DE
CIDRE, L. & SACERDOTE DE LUSTIG, E., 1990).

Uma etapa elementar para o entendimento do papel dos mastécitos na
génese tumoral é explicar como estas células se acumulam nas areas de tumor.
Uma das hipdteses levantadas é que as células neoplasicas poderiam secretar
fatores que induziriam a proliferacdo de mastdcitos diferenciados ou alteracao
de progenitores para areas de tumor, onde ali eles se diferenciariam e se
multiplicariam (UEDA, T. e cols, 1988). Alguns estudos sugerem que células
tumorais devem produzir fatores os quais induzem o crescimento do mastocito
(NAKAMURA, K., et al, 1994). Outros mostram que a diferenciacao de
precursores de mastécitos humanos €& determinada por fatores micro-
ambientais como o Stem Cell Factor (SCF) (também chamado de c-kit ligante),
secretado por fibroblastos e algumas linhagens de células tumorais humanas
(TURNER, A., et al, 1992; HINES, S.J., et al, 1995).

Estudos mais recentes mostram que os mastdcitos tumor-associados sao
reprogramados para induzir uma supressao imune das defesas in situ do
hospedeiro, através da liberagdao de citocinas especificas, prostandides e outros
mediadores humorais. Esta resposta desordenada, resulta na inibicao dos
mecanismos imunes anti-cancer mediados por células. Simultaneamente, os
mastocitos tumor-associados produzem fatores que promovem o crescimento do
tumor. O somatorio desta complexa rede de fatores bioldgicos resulta no
progressivo crescimento do tumor e na disseminacao das células tumorais (AL
SARIREH, B. & EREMIN, O., 2000; GRIMBALDESTON, M.A., et al, 2000).

A presenca de células do infiltrado inflamatério em areas de tumores tem
sido considerada um sinal de uma resposta imunoldgica anti-tumor no
hospedeiro, mas a relacao entre as populagdes celulares, que compdem este

infiltrado, ainda ndo estd bem estabelecida. Dados de um estudo feito com
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carcinoma basocelular revelaram nimeros elevados de mastdcitos e linfocitos T
nas areas tumorais, indicando que estas células correspondem a populagao
imune primaria que responde a este tipo de tumor. Foi observado também, que
a diminuicdo do numero de células T estaria associada com tumores mais
agressivos (DENG, 1.S., et al, 1996).

Um estudo histoldgico realizado com 17 casos de carcinoma basocelular
mostrou que o numero de mastdcitos foi elevado na derme préxima ao tumor.
Existiu também um aumento das fibras de coldgeno entre os tecidos do
carcinoma e a derme, formando uma fina membrana ao redor do carcinoma.
Estes achados sugerem que o antigeno associado ao carcinoma ative os
linfécitos a produzirem certas citocinas que estimulam a proliferacdo e
diferenciacao de precursores de mastoécitos. A histamina e outros mediadores
ativos liberados estimulariam os fibroblastos a sintetizar fibras de colageno que
formariam uma fina membrana entre o carcinoma e a derme. Esta membrana
entao, teria um papel protetor contra a disseminacao do tumor (YANG, ML.,
1989).

Estudos mais recentes permanecem discordantes quanto ao papel dos
mastocitos na estimulacdo ou inibicdo do desenvolvimento tumoral. Dados
imunohistoquimicos de estudos realizados com carcinoma basocelular e
melanomas confirmam o aumento na densidade de mastocitos nas areas
tumorais e ressaltam o papel anti-tumor destas células (DUNKAN, L.M., et al,
1998; HUMPHREYS, T.R., et al, 2000). Entretanto, um outro estudo sugere que
o aumento da prevaléncia dermal de mastdcitos seria um fator que predispde ao
desenvolvimento do carcinoma basocelular em humanos. Este estudo sugere
ainda que a fungdo dos mastécitos nos humanos, como nos camundongos, seria
iniciar uma imunossupressao e talvez criar um ambiente permissivo para o
desenvolvimento deste tipo de tumor (GRIMBALDESTON, MA., et al, 2000;
2006).
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A importancia dos mastdcitos na homeostase, inflamacdo e sobrevivéncia
tumoral é embasada por numerosos estudos e a associacao destas células com
varias neoplasias tem sido investigada ao longo do tempo. Apesar de existirem
muitos trabalhos mostrando a inter-relagdao entre mastocitos e neoplasias e,
mais particularmente, entre mastécitos e neoplasias da pele, o papel destas
células, componentes do sistema imune, ainda necessita de estudos mais
detalhados com diferentes populacdes. A funcdo dos mastdcitos nestas areas
tumorais ainda ndao estd bem determinada e os resultados apresentam
discordancias. Ainda é desconhecida a atuacdo dos mastocitos como células
componentes da resposta imune anti-tumor, exercendo um papel protetor
contra o desenvolvimento do cancer, ou, como facilitadores da instalacao do

tumor através de uma imunossupressao.

O papel dos mecanismos de defesa do hospedeiro nas neoplasias é objeto
de controvérsia. O CBC ¢é frequentemente associado a um infiltrado
mononuclear peritumoral, mas até hoje a fungao deste infiltrado, e seu possivel
papel no crescimento do tumor, ainda nao foi estabelecido. Enquanto alguns
investigadores nao encontram correlagao entre prognodstico do tumor e células
do infiltrado inflamatdrio, outros mostram uma relacdo positiva ou negativa,
consequentemente a significdncia funcional da presenca destas células proximas

as areas tumorais ainda permanece obscura e especulativa.

Poucos sao os relatados na literatura sobre estudos comparativos
relacionando a incidéncia e a funcao dos mastocitos e das células do infiltrado
inflamatério nos diversos subtipos de Carcinoma Basocelular. A investigacao da
atuacdo destas células e sua interagdo com os elementos do ambiente tecidual,
serao de grande auxilio para o entendimento do papel das mesmas na saude e
na doenca, enquanto que a caracterizacao do infiltrado inflamatério nas
variantes histoldgicas do CBC poderia auxiliar o desenvolvimento de métodos

terapéuticos mais direcionados a cada caso.
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3- OBJETIVOS

43



3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Quantificar os mastocitos e as células do infiltrado inflamatoério, nos subtipos de
Carcinoma Basocelular (CBC), buscando correlacionar com as diferentes

apresentacoes histoldgicas do tumor.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1- Avaliar as caracteristicas clinico-epidemioldgico (idade, sexo e local da

lesao) no carcinoma basocelular;

4.2- Identificar e quantificar os principais tipos de células do sistema imune que

compdem o infiltrado inflamatério nos diferentes subtipos de carcinoma

basocelular;

4.3- Correlacionar o numero de mastdécitos a agressividade do tumor;

4.4- Sugerir hipoteses sobre a possivel contribuicdo dos mastdcitos como

supressores ou auxiliares do crescimento tumoral;
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4- METODOLOGIA
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4- METODOLOGIA

4.1- Amostras de tecido e analise histoldgica por microscopia:

Para o estudo clinico-epidemioldgico retrospectivo, os dados foram
retirados dos prontuarios arquivados no Instituto de Patologia Cutdnea (IPAC),
entre os anos de 2000 e 2001, considerando sexo, idade e localizagao do tumor.
Foram encontrados 71 casos de bidopsias de pele com diagnéstico de Carcinoma
Basocelular (CBC) nao-recorrentes durante o periodo citado. Os blocos em
parafina do tecido cutédneo foram seccionados com 5um de espessura, colocados

sobre as laminas de vidro para posterior identificacdo do subtipo de CBC.

Os casos foram selecionados e revisados por dois patologistas
independentes: Dr. Moysés Sadigursky e Dr. Aryon Barbosa, que confirmavam
cada subtipo em consenso, segundo a classificacao de Lever, W.F. (1991). Estes
casos foram agrupados de acordo com o subtipo de CBC, mediante analise
histoldgica, por microscopia, das laminas coradas com a técnica de Hematoxilia-
Eosina (HE). Como muitos casos de CBC podem apresentar mais de um padrao

histoldgico, considerou-se o subtipo que constituia 50% ou mais da lesdo.

A classificacao de Lever, W.F. (1991) foi comparada com os dados de
classificacao do Royal College of Pathologists (2002), onde os subtipos sao
classificados de acordo com o padrdao de crescimento, como tumores de baixo
risco (Folicular, Circunscrito, Cistico e Adendide) e de alto risco (Superficial,
Infiltrativo e Morfea). Esta classificagao, mais atualizada, estava de acordo com
os achados de Lever (1991) e foi utilizada para determinar a correlagao entre o

padrao de crescimento e a agressividade tumoral.
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4.2- Histoquimica: técnica do azul de toluidina

A técnica utilizada foi a descrita por Luna, L. (1968). As seccOes obtidas
foram desparafinizadas em 2 banhos de xilol durante 10 minutos cada,
desengorduradas em 2 banhos de alcool absoluto durante 10 minutos cada,
hidratadas gradativamente passando por banhos de alcool a 70%, 50%, 30% (
5 minutos cada banho ) e dgua destilada. As Laminas foram coradas por 1 hora,
em estufa a 60°C, em azul de toluidina acidificada (pH 3,5), e lavadas em agua
corrente. Apds este procedimento, as laminas foram imersas por 30 segundos
em solucdo aquosa de molibdato de sodio a 1%. O material foi entdo
desidratado em concentragdes crescentes de alcool até o alcool absoluto e xilol,

sendo montado com Balsamo do Canada.

4.3- Imuno-histoquimica:

As reacdes imunohistoquimicas foram realizadas nos cortes com
neoplasia, pela técnica de complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC, DAKO®) (ANEXO 1). Resumidamente, as laminas foram
previamente revestidas por solucao de silano (APTS - Sigma® A3648) diluido a
4% em acetona. Os cortes obtidos foram de 5um de espessura apds microtomia
mecénica. Os cortes foram desparafinizados e preparados por passagens
sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperacao antigénica pelo calor
em banho-maria a 90°C, utilizando-se tampao citrato 10mM pH 6.0 por 20
minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solucdao de
peréxido de hidrogénio a 3%, seguida da incubacdo com os anticorpos primarios
CD3, CD4, CD8, CD20, CD68, Ki-67 e MAST cell (Quadro 1). As reacgoes foram
reveladas com solugao de Diaminobenzidina (DAB, Sigma®) a 60mg% e contra-

coradas com hematoxilina de Harris (Merck®).
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| Quadro 1: Especificacoes dos anticorpos usados na imunohistoquimica

Produto Clone Especificidade |Diluicag Fonte Ref.
CD68 mouse |PG-M1 Macréfago 1:50 DAKO M0876
anti-human |Monoclonal

CD3 rabbit Linfocitos T Pronto |DAKO N1580
anti-human |Policlonal uso

CD20 mouse |L26 Linfécitos B 1:100 DAKO M0755
anti-human | Monoclonal

CD8 mouse |C8/144B Linfocitos T 1:50 DAKO M7103
anti-human |Monoclonal CD8*

CD4 mouse |1F6 Linfécitos T 1:25 NOVOCASTA NCL-CD4-
anti-human | Monoclonal CD4* 1F6
Ki-67 mouse |Ki-S5 (MIB) Proliferacao 1:10 DAKO M7187
anti-human |Monoclonal celular

Mast cell AA1l Mastdcitos 1:50 DAKO M7052
Tryptase Monoclonal

As seccOes foram lavadas em PBS-Tween (2x) e incubadas com o
Sigma®) a 60mg%

(100ul/lamina), lavadas em PBS-Tween e em agua corrente e contracoradas

cromdégeno Diaminobenzidina (DAB, por 2min ou
com hematoxilina de Harris (Merck®) por 1-3min, sendo a seguir, desidratadas
em alcool (2x), clarificadas com xilol (2x) e montadas com balsamo do Canada.
Para o controle positivo externo das imunohistoquimicas utilizou-se amidala

hipertrofica.

4.4- Quantificacao

As células foram quantificadas por um? de tecido cutineo, através do
Analisador de Imagens LEICA QWIN 3.1 (Leica Microsystems - Leica Cambridge
- UK). As células marcadas foram consideradas positivas quando apresentavam
a imunocoloracdao homogénea e intensa. Foi determinado o numero de células
em trés campos de 236.796 um?, totalizando uma &rea de 710.388 um? para

cada anticorpo testado, em cada paciente.
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4.5- Analise estatistica:

Os dados obtidos referentes a quantificacdo de células foram analisados
estatisticamente através do software GraphPad Prism 4. Foram realizados testes
de analise de variancia (One-Way ANOVA), bem como testes ndo paramétricos
de Newman-Keuls e Turkey’s, para a comparagao entre os grupos e dentro de
cada grupo testado, utilizando-se, nas decisoes de todos os testes estatisticos, o

valor de significancia de 5%.
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5- RESULTADOS

5.1- Clinico- epidemiologicos

Dos 71 casos estudados, o sexo feminino contribuiu com 30% e o

masculino com 70% do total de casos analisados (Figura 1). Quanto a idade dos

pacientes, houve variacdo entre 17 e 84 anos, com predominancia entre 60 e 71

anos e média das idades de 56,9 anos. O local mais freqliente das lesdes foi a
face (32%) (Figura 2).

TABELA 1: Dados epidemioldgicos primarios dos pacientes segundo padrdo histoléogico do CBC

(Lever,1991)
n n

Tipos absoluto | relativo Local Média/

Histoldgicos (%) | Homens | Mulheres | mais freqiiente | Idade

Circunscrito 10 14,1 8 2 Fronte (4) 50,8

Infiltrativo 20 28,2 9 11 Face (6) 55,7

Superficial 18 25,3 6 12 Nariz (4) 58,7

Adendide 10 14,1 7 3 Face (4) 54,7

Folicular 3 4,2 0 3 Face (2) 72,3

Cistico 4 5,6 2 2 Face (2) 72,2

Braco(2) e Face

Morfea 6 8,5 5 1 (2) 51,0
X 56,9
SD 14,2
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Dados Relativos ao Sexo

OO0 Masculino
®m Feminino

FIGURA 1: Distribuicao relativa dos casos pesquisados quanto ao sexo.
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FIGURA 2: Distribuigao relativa dos casos de acordo com o local da leséo.
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5.2- Morfoloégicos microscopicos

A Tabela 1 mostra que foi possivel agrupar os casos de Carcinoma
Basocelular (CBC) nos seguintes subtipos: Circunscrito (10), Infiltrativo (20),
Superficial (18), Adendide (10), Folicular (3), Cistico (4) e Morfea (6),
totalizando 71 pacientes, de acordo com a classificacao de Lever, W.F. (1991).
Dessa forma, foi considerado apenas o padrao principal de cada tumor, sendo o

Infiltrativo (28,2%) e o Superficial (25,3%) os mais frequentes.

O CBC Infiltrativo ou Trabecular (Figura 4) caracteriza-se pela presenca de
corddes neoplasicos que infiltram na derme e, segundo Lever (1991) e Lefel
(2000), estes cordoes sao formados por células da palicada e da periferia, com
poucos elementos centrais e estroma comportando-se com um padrao sélido,
porém com limites mal definidos. O CBC Superficial (Figura 5), segundo Lever
(1991) e Dipgen & Mahler (2002) mostra proliferacdes irregulares de tecido
tumoral, ligadas a superficie superior da epiderme, onde, em muitos casos, ha
uma pequena penetracao da derme superficial; o estroma é pouco fibroso e os

limites sao mal definidos.

Os subtipos Circunscrito e Adendide responderam por 14% dos casos
estudados. O Circunscrito ou Nodular caracteriza-se por massas tumorais de
varios tamanhos, limites definidos e formas embebidas na derme (Figura 3). O
estroma peritumoral mostra uma reacao fibroconjuntiva e celular, podendo ter
um padrao infiltrante. J& o subtipo Adendide mostra formagdes tubulares, de
limites bem definidos com estruturas tipo “glandulas” e, segundo Lever (1991) e
Scrivener e cols. (2002), as células estao dispostas radialmente ao longo de
“ilhas” de tecido conectivo comumente exibindo uma forma de “renda” (Figura
6).

O Folicular (Figura 7) mostra cada foliculo piloso mais ou menos distorcido
pela proliferagdo de “ilhas” de células basais estendendo-se para baixo da

superficie da epiderme. O subtipo Cistico, uma variante do Nodular, (Figura 8)
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apresenta espacos cisticos no centro das massas tumorais formados pela
degeneracao de grandes massas tumorais ou pela diferenciacao celular no
centro das mesmas. Segundo Lever (1991) e Widgerow, A.D. & Christofides, T.
(2006), o Morfea ou Esclerodermiforme (Figura 9), € uma variedade de
crescimento agressivo, limites mal definidos, com grande participacao do tecido
conectivo, onde inUmeros grupos de células tumorais estdo embebidas num
denso estroma fibroso ou esclerdtico, e arranjadas em fibras alongadas que

tendem a infiltrar.

5.3- Histoquimicos e imunohistoquimicos

A Tabela 2 ilustra os valores meédios totais da analise morfométrica das
imunohistoquimicas, independente do subtipo de CBC. Foram usados o0s
seguintes anticorpos para tal marcacgao: anti-(CD3, CD20, CD8, CD4, CD68, Ki-
67 e MAST cell). Além destes dados, a referida tabela mostra também os
resultados histoquimicos provenientes da técnica de Azul de Toluidina, para a
coloragdo de mastocitos na mesma area analisada. Esta técnica mostrou-se tao
eficiente quanto a imunohistoquimica na deteccdo de mastocitos, fato este
comprovado pela andlise de varidancia (One Way ANOVA) e pelos pos-testes
Turkey’'s e Newman-Keuls, comparando as médias do numero total de
mastocitos marcados com as duas técnicas, que revelaram ndo existir diferenca

estatisticamente significante entre elas (p> 0,05).

Sdo evidenciados, além dos valores de Média (X), o Desvio Padrao (SD) e

|\\

o Erro Padrao (SE) da variavel “total de células marcadas”, com cada anticorpo
utilizado. Os valores das médias variaram de 21,18 a 308,90. Com relagdo ao
Desvio Padrao, os valores variaram entre 21,68 e 229,70. O Erro Padrao

mostrou valores de 2,58 a 27,26.
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TABELA 2: Dados estatisticos primarios do nimero total de células imunomarcadas em todos os

pacientes, independente do subtipo de CBC, na area total de 710.388 pm?,

ANTICORPOS |CD3 CD20 CD4 CD8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
n 71 71 71 71 71 71 71 71

X 308,90 |55,90 216,20 |57,38 21,18 47,61 111,0 83,27

SsD 229,70 |57,58 187,30 |50,09 21,78 63,07 66,37 47,97

SE 27,26 6,83 22,23 5,94 2,58 7,48 7,88 5,69

n- niamero de casos
X- média

SD- desvio padrao
SE- erro padrao

As Tabelas 3 a 9 demonstram os valores de X, SD e SE, dentro de cada
subgrupo de estudo, para cada anticorpo testado. No subgrupo Sélido
Circunscrito (Tabela 3), a média de células imunomarcadas variou de 16,80
(CD68) a 190,50 (CD3). O subgrupo Infiltrativo (Tabela 4) demonstrou valores
médios variando 18,50 (Ki-67) a 282,40 (CD3).

Na Tabela 5, observa-se os valores referentes ao subtipo Superficial
(Figura 5), com média variando de 17,78 (CD68) a 323,40 (CD3). O subtipo
Adenodide (Figura 6), representado na Tabela 6, apresentou valores médios de
células marcadas que variaram entre 4,40 (ki-67) e 686,20 (CD3). Na Tabela 7,
o subtipo Folicular (Figura 7) apresentou médias que variaram de 21,0 (CD68) a
178,30 (CD3). O subtipo Cistico (Tabela 8) (Figura 8) demonstrou valores
médios de 2,25 (Ki-67) a 40,25 (CD3). Na Tabela 9 foram representados os
valores relacionados com o subtipo Morfea (Figura 9), que apresentou médias
que variaram de 24,83 (CD68) a 217,80 (ki-67).
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FIGURA 3: Carcinoma Basocelular tipo Sdlido Circunscrito. Coloragdo em HE (Aumento 200X).

TABELA 3: Dados estatisticos do nimero de células marcadas no subgrupo Soélido Circunscrito.

Circunscrito |

ANTICORPOS CD3 CD20 CDh4 CDS8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
n 10 10 10 10 10 10 10 10

X 190,50 | 24,00 131,70 |22,40 16,80 55,50 76,70 63,20

SD 118,10 | 11,82 86,31 19,87 20,87 42,85 31,82 25,61

SE 37,35 |3,74 27,29 6,25 6,60 13,55 10,06 8,10

n- niamero de casos

X- média

SD- desvio padrao
SE- erro padrio
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FIGURA 4: Carcinoma Basocelular tipo Infiltrativo. Coloracdo em HE. (Aumento 200X)

TABELA 4: Dados estatisticos do nimero de células marcadas no subgrupo Infiltrativo.

Infiltrativo |

ANTICORPOS CD3 CD20 CD4 CD8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
n 20 20 20 20 20 20 20 20

X 282,40 (117,80 |206,40 |50,40 31,65 18,50 111,10 ]95,50

SsD 185,60 |73,65 149,30 32,90 34,03 15,63 57,36 54,06

SE 41,51 16,47 33,38 7,36 7,61 3,49 12,83 12,09

n- nimero de casos
X- média

SD- desvio padrao
SE- erro padrao
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FIGURA 5: Carcinoma Basocelular tipo Superficial Coloracao em HE. (Aumento 200X)

TABELA 5: Dados estatisticos do nimero de células marcadas no subgrupo Superficial.

ANTICORPOS

CD3 CD20 CD4 CD8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
N 18 18 18 18 18 18 18 18
X 323,40 [43,94 213,00 |87,28 17,78 57,17 137,30 102,10
SD 196,10 |22,77 132,00 |75,61 11,51 27,21 69,91 53,63
SE 46,22 5,37 31,12 17,82 2,71 6,41 16,48 12,64
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FIGURA 6: Carcinoma Basocelular tipo Adendide. Coloragcdo em HE. (Aumento 200X)

TABELA 6: Dados estatisticos do nimero de células marcadas no subgrupo Adendide.

Adendide

ANTICORPOS |CD3 CD20 CD4 CD8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
n 10 10 10 10 10 10 10 10

X 686,20 13,00 529,40 |86,00 15,90 4,40 48,30 43,50

SD 145,90 |7,05 172,70 10,67 6,19 2,55 9,10 7,58

SE 46,13 2,23 54,60 3,37 1,96 0,80 3,16 2,40
n- niamero de casos
X- média

SD- desvio padrio
SE- erro padrio
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FIGURA 7: Carcinoma Basocelular tipo Folicular. Coloracao em HE. (Aumento 200X)

TABELA 7: Dados estatisticos do niimero de células marcadas no subgrupo Folicular.

Folicular

ANTICORPOS |CD3 CD20 CDh4 CDS8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
n 3 3 3 3 3 3 3 3

X 178,30 |66,67 115,00 |55,33 21,00 26,33 42,33 31,00

SD 69,76 10,79 37,00 11,02 9,00 4,04 4,16 6,08

SE 40,28 6,23 21,36 6,36 5,20 2,33 2,40 3,51

n- nimero de casos

X- média
SD- desvio padrio
SE- erro padrio
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FIGURA 8: Carcinoma Basocelular tipo Cistico. Coloracao em HE. (Aumento 200X)

TABELA 8: Dados estatisticos do niimero de células marcadas no subgrupo Cistico.

Cistico |

ANTICORPOS |CD3 CD20 CD4 CD8 CD68 Ki-67 MAST Azul Toluidina
n 4 4 4 4 4 4 4 4

X 40,25 20,25 18,75 3,75 3,00 2,25 100,50 88,25

SD 6,40 1,71 5,38 2,06 0,81 0,50 18,93 15,02

SE 3,20 0,86 2,70 1,03 0,41 0,25 9,46 7,51

n- niamero de casos

X- média
SD- desvio padrao
SE- erro padrao
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FIGURA 9: Carcinoma Basocelular tipo Morfea. Coloragao em HE. (Aumento 200X)

TABELA 9: Dados estatisticos do nimero de células marcadas no subgrupo Morfea.

Morfea |
ANTICORPOS | CD3 CD20 | cD4 cD8 CD68  |Ki-67 MAST | Azul Toluidina
n 6 6 6 6 6 6 6 6
X 166,80 28,67 60,00 38,33 24,83 217,80 211,70 |108,50
SD 5565 |11,81 |46,06 |19,53 |7,08 66,17 |48,33 |40,34
SE 22,72 |4,82 18,80 |7,97 2,89 27,01 119,73 |16,47

n- nimero de casos
X- média

SD- desvio padrio
SE- erro padrao
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Observa-se que, com relagao ao anticorpo anti- CD3 (Figura 11), o maior
numero de células marcadas apresentou-se no subtipo Adendide de CBC, com
média de 686,20+46,13 (Tabela 6) e o menor numero foi representado no
subtipo Cistico, com média de 40,25+3,2 (Tabela 8). Com relacdo as
subpopulagdes de linfécitos T, o anticorpo anti-CD4 (Figuras 12 e 13) mostrou
maior numero de células marcadas no grupo Adendide, média de 529,4+54,6
(Tabela 6) e menor nimero no grupo Cistico, média de 18,75+2,7 (Tabela 8);
ja com o anticorpo anti-CD8 (Figuras 14 e 15), o grupo que apresentou maior
numero de células marcadas foi o Superficial, com média de 87,28+17,82

(Tabela 5) e o Cistico com o menor numero, média de 3,75+1,03 (Tabela 8).

Com relagao ao anticorpo anti-CD68 (Figuras 18 e 19), o grupo com maior
numero de células marcadas foi o Infiltrativo, média de 31,65+7,61 (Tabela 4),
enquanto que o grupo Cistico apresentou o menor numero de células marcadas,
média de 3,0+0,41 células (Tabela 6). O anticorpo anti-MAST cell (Figuras 20,
21A, 21B e 22) apresentou média mais elevada de células marcadas
(211,7£19,73) no grupo Morfea (Tabela 9) e menor média (42,33+5,2) no
grupo Folicular (Tabela 7), dados ratificados pela técnica histoldgica de Azul de
Toluidina para marcacdao de mastocitos. O anticorpo anti-Ki-67 (Figura 23)
apresentou o maior numero de células marcadas no grupo Morfea, com média
de 217,8+27,01 (Tabela 9) e menor niumero no grupo Cistico, com média de
2,25+0,25 (Tabela 8).

O anticorpo anti-CD20 (Figuras 16 e 17) apresentou maior numero de
células marcadas no subtipo Infiltrativo, com média de 117,84+16,47 (Tabela 4)
e, como subtipo de menor niumero de células marcadas, o Adendide, com média
de 13,0+£2,23 (Tabela 6). A Figura 4 demonstra uma visao geral do infiltrado
inflamatério total do CBC, utilizando técnica imunohistoquimica e histoguimica,

independente do subtipo de CBC analisado.
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FIGURA 10: Os resultados representam a Média total de células marcadas *+ Erro Padrao

(X£SE) caracterizando o infiltrado inflamatério no CBC.
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FIGURA 11: Resultados representando as médias de linfocitos T CD3+ no total de casos
estudados e em cada subtipo histolégico de CBC * Erro Padrdao (X+SE). ***p<0,001

(Turkey’s + Newman-Keuls).
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FIGURA 12: Resultados representando as médias de linfocitos T CD4+ no total de casos
estudados e em cada subtipo histologico de CBC + Erro Padrdo (X+SE). *** p< 0,001

(Turkey’s + Newman-Keuls).

FIGURA 13: Imunomarcacio para linfécitos T CD4* em infiltrado inflamatério

(3 esquerda e acima) de CBC tipo Adenéide. Aumento 400X.
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FIGURA 14: Resultados representando as médias de linfocitos T CD8+ no total de casos
estudados e em cada subtipo histolégico de CBC * Erro Padrao (X*SE). * p< 0,05

(Turkey’s + Newman-Keuls).

FIGURA 15: Imunomarcacio para linfécitos T CD8* em infiltrado

inflamatorio de CBC tipo Superficial. Aumento 400X.
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FIGURA 16: Resultados representando as médias de linfécitos B (CD20+) no total de
casos estudados e em cada subtipo histologico de CBC + Erro Padrdao (X+SE).

*** p<0,0001 (Turkey’'s + Newman-Keuls).

FIGURA 17: Imunomarcacgao para linfécitos B (CD20+)

em infiltrado inflamatorio de CBC tipo Infiltrativo. Aumento 400X.
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FIGURA 18: Resultados representando as médias de macroéfagos no total de casos
estudados e em cada subtipo histolégico de CBC * Erro Padrao (X*+SE). * p< 0,05

(Turkey’s + Newman-Keuls).
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FIGURA 19: Imunomarcagao para macrofagos em CBC

tipo Infiltrativo. Aumento 400X.
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FIGURA 20: Resultados representando as médias de mastocitos no total de casos
estudados e em cada subtipo histolégico de CBC + Erro Padrao (X+SE).

***p<0,0001 (Turkey’s + Newman-Keuls).

FIGURA 21A: Imunomarcacgao de CBC evidenciando

mastocitos ao redor de “ilhas” tumorais. Aumento 400X.
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FIGURA 21B: Imunomarcacao de CBC evidenciando

mastocitos ao redor de “ilhas” tumorais. Aumento 400X.

FIGURA 22: Imunomarcacgao de CBC tipo Superficial

evidenciando os mastodcitos do infiltrado inflamatério. Aumento 400X.

70



-.ﬂ\._i 4 ‘__ ‘
- - " TE i
i 4 3 " o +
ix BN
M 4 ] - :".’ + ¥
L L f + 4
L e
=1 o iy - L -
¥ T 4
Y L i )
L = g -
w & Y ¥ 1 & _.-\ oL
o | ¥
. o g & - - L .'..-- ¥
L " LY ik
q - % LY il ‘ n |
% - . .- P -
. W d oy 4 - . Y {\
’ ]
S Lo X N
* ™ L L N L] ’
{ :
. --\. 1 - .
§ Bt Fa— ol i T ; *

-
L

FIGURA 23: Técnica histologica de azul de toluidina

para marcacao de mastocitos em CBC Superficial. Aumento 200X.
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FIGURA 24: Resultados representando as médias de células em proliferacao (Ki-67+) no
total de casos estudados e em cada subtipo histolégico de CBC + Erro Padrdao (X+SE).

***p< 0,0001.
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6- DISCUSSAO

6.1- Dados epidemioldgicos

O Carcinoma Basocelular (CBC) é a neoplasia epidérmica mais freqiente
dos humanos, correspondendo a 65% dos tumores epiteliais, chegando a 20%
de todos os carcinomas no homem e 10 a 15% de todos os carcinomas na
mulher (JANOWSKI, P. & STRZELECKI, M., 2001). Neste estudo, encontramos
maior ocorréncia do género masculino (70%) que do feminino (30%) no total de
casos analisados, o que esta de acordo com os achados de Cohen, M.S. (1995);
Bastiaens, M.T. e cols (1998); Puizina-Ivic, N. e cols (1999); Bandeira, A.M. e
cols (2003); Jiang, S.B. & Szyfelbein, K. (2005) e Nasser, N. (2005). Estes
valores, entretanto, discordam do estudo de Mantese e cols (2006) onde os
autores encontraram na populacao de Uberlandia (MG) uma freqiiéncia maior
(59,3%) de mulheres acometidas pelo CBC. Esta diferenca pode ter ocorrido
pelo fato de em cidades como a do presente estudo (Salvador-Ba) por serem
litoraneas, o uso de foto-protecdao é mais difundido entre as mulheres,

diferentemente do observado em cidades interioranas como Uberlandia.

A idade variou entre 17 e 84 anos com média de 56,9+14,2 anos (Tabela
1). Estes dados corroboram os achados de Bandeira, A.M. e cols (2003), Jiang,
S.B. e Szyfelbein, K. (2005) e Nasser, N. (2005) que demonstram que a
incidéncia de CBC aumenta com a idade e ocorre mais frequentemente em
homens entre 51 e 75 anos, provavelmente devido ao maior tempo de
exposicao solar. Outro dado mostrado na Figura 2 relaciona-se ao local de
apresentacao clinica do tumor. Segundo os estudos de Gordon e cols. (2000) e
Mantese e cols (2006), aproximadamente 86% das lesdes ocorrem na regiao da
cabeca e pescoco, com 25% de todas as lesGes primarias ocorrendo na face,
dados préoximos aos encontrados no presente estudo, onde se verificou a maior

freqiéncia das lesdes (32%) ocorrendo na face.
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Segundo Ackerman’s (1996) e Jiang & Szyfelbein (2005), numerosos
subtipos morfoldgicos sdo descritos para as apresentagdes clinicas do CBC. No
presente estudo, adotou-se a classificacao de Lever, W.F. (1991) para a
identificacao dos subtipos (Tabela 1). Os mais freqlentes foram o Infiltrativo
(28,2%) e o Superficial (25,3%). Estes dados estdao de acordo com outros
estudos que consideram 0s mesmos subtipos, os mais freqlientes entre 0s casos
de CBC (RIPPEY, 1998; HERRERA, 1999; TRAN, 2003).

Fernandez, e cols. (2003), Ishi e cols (2004) e Jiang & Szyfelbein (2005)
sugerem que o padrao Circunscrito (So6lido ou Nodular) e o Infiltrativo sejam os
mais frequentes, correspondendo a 70% e 15% respectivamente. Mantese e
cols (2006), no entanto, encontraram em seu estudo maior freqiéncia o subtipo
Nodular, seguido do subtipo Superficial. Nos dados do presente trabalho
verificou-se que o Infiltrativo e o Superficial foram os mais freqlientes enquanto
que o subtipo Circunscrito contribuiu apenas com 14% do total de casos
analisados. Estas discrepancias entre os estudos provavelmente ocorrem
devido ao tipo de classificagdo adotada por cada pesquisador. Exemplo disso é
que o Circunscrito e o Infiltrativo podem ser considerados variantes do mesmo
tipo de tumor, o Nodular. Outro fator que também pode afetar a freqiiéncia dos

subtipos relaciona-se as diferencas inerentes a cada populacao de estudo.

Os subtipos Folicular, Cistico e Morfea foram os menos freqlientes neste
estudo, fato corroborado por outros autores (LEVER, 1990; LOPEZ, R.F.R. &
MARTINEZ, L.A.D., 2002; SCRIVENER, Y. e cols, 2002; DIPGEN, T.I. & MAHLER,
V., 2002 e FERNANDEZ, K. e cols, 2003) que os consideram formas mais raras
de CBC.
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6.2- Infiltrado inflamatorio

Neste estudo encontramos que o Carcinoma Basocelular apresentou
infiltrado inflamatério composto de diferentes tipos celulares, variando seu
numero de acordo com o subtipo de tumor, o que estd de acordo com os
achados de Habets e cols (1988); Deng e cols. (1996) e Navarrete & Zemelman
(2001). Estas células localizam-se principalmente ao redor das “ilhas” tumorais
e apenas poucas delas invadem os agregados de tumor (Figuras 21A e 21B), o

gue esta de acordo com os estudos de Rohrbach e cols (2001).

Em relagdo a composicdo do infiltrado dos subtipos de CBC, observamos
gue os subtipos Circunscrito e o Cistico possuem infiltrado inflamatério discreto.
O subtipo Infiltrativo apresentou infiltrado rico em linfocitos T CD4*, linfécitos B
e mastdcitos. O subtipo Superficial mostra infiltrado rico em linfécitos T CD4* ,
T CD8* e mastdcitos, enquanto que o Folicular e o Adendide revelam infiltrado
inflamatorio formado em sua maioria, por linfocitos T CD4". O subtipo Morfea
apresentou o infiltrado rico em mastocitos e células tumorais em proliferacao.
Concluimos a quantidade de células do infiltrado inflamatério varia de acordo
com o subtipo de CBC. Isto pode ocorrer devido ao micro-ambiente tecidual
gerado por cada subtipo de tumor, o que poderia regular as caracteristicas do
infiltrado inflamatdrio peritumoral e, consequentemente, interferir na qualidade

da resposta imunoldgica anti-tumor.

E importante salientar, entretanto, que ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo entre agressividade tumoral e composicao do infiltrado inflamatorio,
pois, observou-se a mesma composicao do infiltrado inflamatdrio em tumores
de comportamento agressivo, como o Morfea, e em tumores pouco agressivos
como o Cistico. O mesmo foi observado com relagdo aos mastdcitos, pois tanto
tumores agressivos (Morfea) quanto os de comportamento menos infiltrante
(Superficial), apresentaram grande quantidade destas células no infiltrado

peritumoral. Os resultados encontrados podem indicar que os mastoécitos podem
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tanto promover supressao imune como desempenhar um importante papel na
defesa imunoldgica. Os resultados relatados podem indicar também que no
subtipo Morfea, o processo fibroso mediado pelos mastécitos tenha a funcdo de
impedir a propagacao maior do tumor, demonstrando o papel destas células na

resposta anti-tumor.

6.2.1- Linfocitos T (CD3/ CD4/ CDS8)

As células do infiltrado marcadas com o anticorpo anti-CD3, sem
considerar o subtipo de tumor, foram as mais numerosas (308,9+27,26). Ou
seja, no presente trabalho, os linfécitos T corresponderam a maior populacdo
celular do infiltrado inflamatério em zona peritumoral de CBC, diferindo
estatisticamente do nimero de linfocitos B (p<0,001), como também indicam
outros trabalhos (ROHRBACH, 2001; SARRO, 2003 e AOKI e cols, 2003).

A média de linfécitos Th (CD4") foi aproximadamente quatro vezes maior
que a de linfécitos T citotdxicos (CD8') (57,58+5,94) (p<0,001) (Figuras 10 e
15). Estes resultados coincidem com os dados de varios estudos onde,
comparando e caracterizando subpopulagdes de linfocitos T, os autores também
encontraram uma maior populagao de linfécitos Th (auxiliares) que de linfécitos
Tc (citotoxicos), em infiltrado inflamatoério de tumores cutdaneos (WRANKE &
LEVY, 1980; ERNST & MULLER-MAI, 1987; HABETS e cols, 1988; MOZZANICA e
cols, 1990; UGARTE, 1995; DENG, 1998; ROHRBACH, 2001; SARRO, 2003 e
AOKI e cols, 2003).

Estes achados sugerem que os linfocitos Th (CD4") sdo responsaveis por
dirigir a resposta imunoldgica nestes tipos de tumores, através da regulacao da
atividade proliferativa nas células epiteliais periféricas do tumor. No entanto, no
estudo de Claudatus e cols (1986), comparando o infiltrado inflamatério de
carcinomas basocelulares e escamosos, 0s autores observaram baixas

quantidades de linfécitos T (CD4* e CD8"), enquanto que o estudo de Ugarte
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(1995) nao encontra diferengca significativa entre as duas populagdes de

linfécitos em carcinomas de pele.

6.2.2- Linfocitos B (CD20)

O numero de linfécitos B (CD20*) foi mais baixo quando comparado com
os outros subtipos celulares do infiltrado inflamatério (p< 0,001). Este resultado
€ corroborado por estudos prévios em que a quantidade de linfocitos B e de
células NK foi muito pequena no infiltrado infamatodrio de areas peritumorais de
CBC (WRANKE & LEVY, 1980; ERNST & MULLER-MAI, 1987; HEBETS e cols,
1988; MOZZANICA e cols, 1990; DENG e cols, 1996 e SARRO, 2003).

Estes resultados sugerem que a resposta humoral, mediada por célula B,
e a mediada por linfécitos NK, sejam reduzidas nestes tipos de tumores,
provavelmente pelo ambiente tecidual onde o tumor se desenvolve,
evidenciando um papel menor destes tipos celulares na defesa local contra a
proliferacdo do CBC. Ou seja, a resposta imunoldgica no CBC é basicamente
mediada por célula. Entretanto, em outros tipos de neoplasias da pele, como o
carcinoma escamoso, as células B e NK possuem intensa participacdo na
imunidade, como evidenciam alguns estudos (KOHCHIYAMA e cols, 1986 e
MOORE e cols, 2003).

6.2.3- Macrofagos (CD68)

Neste estudo pode-se observar que as células menos numerosas do
infiltrado inflamatdério peritumoral do CBC foram os macréfagos marcados
através da proteina lisossomal CD68. Estes dados correspondem aos
encontrados nos estudos de outros autores que onde estes autores também
encontraram baixos indices de macréfagos no infiltrado inflamatério peritumoral
(SYNKOWSKI e cols, 1985; ERNST & MULLER-MAI, 1987; HEBETS e cols, 1988;
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MOZZANICA e cols, 1990 e SARRO, 2003). Entretanto, os dados de Li, C.
(2002) com carcinoma escamoso oral, demonstraram que existe um denso
infiltrado inflamatdério composto por macréofagos que, sob algumas condicdes,
secretam fatores que promovem angiogénese tumoral. Ou seja, a composicao
do infiltrado inflamatério peritumoral provavelmente depende das condigbes

micro-ambientais e das caracteristicas particulares de cada tipo de tumor.

6.2.4- Mastocitos

O segundo tipo celular mais numeroso neste estudo, na regiao peritumoral
de CBC, foi o mastocito, apresentando valor médio de 111+7,88 tanto pela
técnica de imunohistoquimica, como pela técnica do azul de toluidina. O
aumento do numero de mastocitos também foi observado em outros estudos
prévios, evidenciando um aumento destas células em zonas peritumorais de
CBC (YANG, 1989; COHEN e cols, 1995; DENG e cols, 1996; GRIMBALDESTON e
cols, 2000 E 2003; JANOWSKI & STRZELECKI, 2001 E ERKILIC & ERBAGCI,
2001).

Alguns autores tém sugerido que os mastdcitos em zonas peritumorais de
CBC induziriam um processo de imunossupressdo, através de fatores liberados
pelo tumor, e promoveriam angiogénese, através dos mediadores inflamatérios
mastocitarios (heparina, histamina, TNFa e FGF), o que auxiliaria o crescimento
tumoral (TANOOKA e cols, 1982; DETHLEFSEN e cols, 1994; COHEN e cols,
1995; GRIMBALDESTON e cols, 2000 E 2003; AL-SARIREH & EREMIN, 2000;
RIBATTI e cols, 2001; BANDEIRA e cols, 2003; SMIRNOVA e cols, 2005 E CH'NG
e cols, 2006). Estas observacdes também foram feitas em outros tipos de tumor
como mama (DIMITRIADOU & KOUTSILIERIS, 1997) e rim (DE CIDRE &
SACERDOTE DE LUSIG, 1990 e ROBERTS & BRENCHLEY, 2000). Outro estudo
sugere que os mastocitos induzem também dano tecidual (quimase), sintese de
vasodilatadores (quinogenases) e crescimento tumoral (CSF, NGF, PDGF e SCF),

evidenciando o papel destas células na tumorigénese (THEOHARIDES & PIO
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CONTI, 2004). Outro dado importante é que a técnica histoldgica de azul de
toluidina mostrou-se tao eficiente quanto a imunohistoquimica usada para
marcar os mastocitos do infiltrado inflamatdrio, jé@ que esta técnica é mais

econdmica, facil e rapida.

O trabalho de Cohen, M.S. e cols (1995) sugere que ndao existe correlagao
entre a densidade do infiltrado inflamatério peritumoral e a densidade dos
mastécitos. Ou seja, o grau de infiltracdo peritumoral ndo contribui para o
aumento do niumero de mastocitos ao redor do tumor. No presente estudo, este
resultado também foi observado, pois nos subtipos circunscrito, infiltrativo,
superficial, adenodide e folicular de CBC, a média de linfécitos do infiltrado foi
sempre superior a de mastdécitos, excetuando os subtipos cistico e morfea,
formas onde a média de mastécitos foi superior a de linfécitos. Com isso,
observa-se que o aumento do numero de células T e B, no infiltrado inflamatério

de CBC, nao determina aumento concomitante do nimero de mastocitos.

No presente trabalho, em todos os subtipos de CBC existiu uma relagao
inversa entre as médias de mastocitos e de linfécitos T. Este achado esta de
acordo com o estudo de Deng e cols (1996) que sugerem que existe uma
relacao inversa, observada entre o nimero de mastdcitos e o de linfécitos T, em
zonas peritumorais de CBC, indicando que estas células seriam a populacdo
imune primaria que atua no CBC e que a diminuicdo do numero de células T
pode estar associada com tumores mais agressivos. Com relacdo a
agressividade, nosso estudo revelou discrepancias, pois, em tumores com
comportamento mais benigno (Cistico) observou-se discreto infiltrado

inflamatério envolvendo subpopulacdes de linfocitos e macréfagos.

O que nos parece mais coerente é pensarmos que cada tipo de tumor cria
um micro-ambiente tissular proprio, com caracteristicas proprias, que induzem
respostas inflamatdrias diferenciadas. Consequentemente, com relacdao aos
subtipos de CBC, parece-nos razoavel sugerir o mesmo, ou seja, cada subtipo

possui caracteristicas proprias, determinadas pelo tipo de alteracdo genética
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induzida para gerar cada forma de CBC. Estas caracteristicas promoveriam
diferencas no micro-ambiente tecidual tumoral, que levaria a alteracdes na
composicao do infiltrado inflamatdrio peritumoral, bem como na liberacdo dos
mediadores inflamatdrios que poderiam tanto auxiliar, quanto impedir o

crescimento do tumor.

Dentre todos os subtipos de CBC estudados, o morfea foi o que
apresentou a maior média de mastdcitos na zona peritumoral, superando até a
média geral de todos os subtipos e diferindo estatisticamente de todos eles (p<
0,001). Quanto ao subtipo com menor concentracao de mastocitos no infiltrado
inflamatério, observou-se o Folicular. Estes dados corroboram os estudos
prévios de Cohen, S. e cols (1995); Erkilic, S. & Erbagci, Z. (2001) e Erbagci, Z.
& Erkilic, S. (2002) e sdo ratificados pelos dados da coloracdo histoldgica azul

de toluidina.

6.2.5- Proliferacao celular (Ki-67)

Neste estudo, a positividade para o antigeno Ki-67 variou, representando
no entanto, baixa atividade proliferativa, embora o niUmero médio de células em
proliferacao, encontrado no CBC, esteja de acordo com o estudo de Abdelsaved

e cols (2000), que encontrou média de 51,25.

Outros estudos como os de Healy, E. e cols (1995) e Yerebakan, O. e cols
(2003) indicam que um tumor individual ndo possui um padrao homogéneo de
proliferacdo. Segundo Horlock, N.M. e cols (1997) ndao ha relacdo entre
proliferacao e status de diferenciacao de um tumor, mas a proliferagao poderia
estar relacionada com a agressividade tumoral. Segundo este mesmo autor, o0s
subtipos infiltrativo e morfea seriam os tumores com mais elevados indices de
proliferacao, dados comprovados no presente estudo apenas com relagao ao

subtipo morfea.
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Healy, E. e cols (1995) e Yerebakan, O. e cols (2003) encontraram em
seus estudos, diferencas no comportamento proliferativo associado ao fator
recorréncia tumoral; ou seja, em tumores recorrentes, a capacidade
proliferativa celular era maior que nos nao recorrentes. Entretanto, no presente
estudo, este dado ndo pode ser avaliado, pois todos os tumores utilizados no

estudo eram nao-recorrentes.

Barrett, T.L. e cols (1997), através de estudo imunohistoquimico, usando
o Ki-67 e p53 como marcadores, nas diferentes variantes histolégicas de CBC,
encontram diferencas nos padrdes de proliferacao em cada subtipo do CBC.
Segundo os autores, o infiltrativo e o morfea teriam baixa proliferacao devido ao
elevado indice apoptoético, o contrario do que ocorreria em tumores menos
agressivos. Os dados do presente trabalho coincidem com os achados de
Barrett, T.L. e cols (1997), pois verificamos que o subtipo infiltrativo tem uma
média baixa de células em proliferacdo; no entanto, discordando dos dados do
referido autor, o subtipo morfea (Tabela 9) apresentou a mais alta média de
células em proliferacdo, dados corroborados pelo estudo de Healy, E. e cols
(1995) e Horlock, N.M. e cols (1997) onde sugerem que quanto mais agressiva

for a forma de CBC, maior o niumero de células em proliferacao.

Com relagao ao subtipo infiltrativo, apresar de seu carater agressivo, este
subtipo de CBC apresenta baixo numero de células em proliferacdao (Figura 24).
Isto pode ter ocorrido, pois segundo Barrett, T.L. e cols (1997) e Bertheim, U. e
cols (2004), existe elevada expressao de p53 neste tipo de tumor, o que
poderia explicar a diminuicdo do numero de células em proliferacao. Outro fator
interessante levantado no trabalho de Bertheim, U. e cols (2004) é que estas
discrepancias na atividade proliferativa, existentes entre os diversos subtipos
histolégicos de CBC, poderiam estar associadas a liberacdo de acido hialurénico
no estroma tumoral. Esta liberacao induziria modificacdes no tecido conectivo
associado ao tumor, indicando uma forte relacao entre as células tumorais e a

matriz adjacente.

81



7- CONCLUSAO

82



7- CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo levam-nos as seguintes conclusoes:

1-

O CBC foi mais freqliente na face, em homens, com idade média de 56,9
anos;

Os padroes mais frequentes foram o Infiltrativo e o Superficial;

O CBC apresenta infiltrado inflamatério composto de diferentes tipos
celulares localizados principalmente ao redor das “ilhas” tumorais, variando
a quantidade de acordo com o subtipo, o que poderia interferir na
qualidade da resposta imunoldgica anti-tumor;

O denso infiltrado inflamatério peritumoral no CBC consiste, em sua
maioria, de linfécitos T CD4*, o que sugere uma resposta imunoldgica
localizada mediada por célula;

Os linfocitos T CD8", macréfagos e linfécitos B tém uma presenga mais
discreta na resposta anti-tumor do CBC;

O CBC é um tipo de neoplasia da pele que apresenta baixa atividade
proliferativa celular, no entanto em formas mais agressivas, o niumero de
células em proliferacdo é maior;

O subtipo Adendide apresenta o mais denso infiltrado inflamatério dos
subtipos de CBC, formado em sua maioria por linfécitos T CD4™;

O subtipo Cistico apresenta o mais pobre infiltrado inflamatério dos

subtipos de CBC;
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9- A coloracao pelo azul de toluidina foi tdao eficaz quanto a imuno-
histoquimica na deteccdo dos mastdcitos no infiltrado inflamatério do CBC;

10- Os mastécitos correspondem a uma populacao celular presente no
infiltrado de todos os subtipos de CBC, entretanto o Morfea apresenta
maior numero destas células no infiltrado peritumoral;

11- Existe uma relagdo inversa entre o numero de mastécitos e o de linfécitos
T, sem correlagao com a agressividade;

12- As caracteristicas proprias a cada subtipo talvez possam promover
diferencas no micro-ambiente tecidual tumoral, levando a alteragdoes na
composicao do infiltrado, bem como na liberagao de mediadores
inflamatdrios que poderiam tanto auxiliar, quanto impedir o crescimento do

tumor.
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ANEXO 1: IMUNO-HISTOQUIMICA: Técnica de complexo
Estreptavidina-Biotina-Peroxidase (StreptABC, DAKO®)

As laminas foram previamente revestidas por solucdo de silano (APTS -
Sigma® A3648) diluido a 4% em acetona. As secgdes foram submetidas a
técnica imunohistoquimica pelo método streptoavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC, DAKO®). Foram cortadas seccoes de 5um e colocadas em laminas
preparadas (estufa por 24 horas a 40°C antes de iniciar a reacao). As laminas
foram desparafinizadas (xilol 2x/5min cada), desengorduradas em alcool
absoluto (2x/5min cada) e concentracdes decrescentes de alcool até serem re-
hidratadas com &gua destilada e transferidas p/ cubeta com PBS (pH 7,6/
0,16M).

A recuperacdo antigénica foi realizada em tampao citrato ( pH 6,0/
0,01M) colocado em banho-maria (90°C). Quando a temperatura do tampao
coincidia com a do aparelho, as laminas eram mergulhadas (em cubeta
apropriada) e deixadas por 20 min. Apds esfriamento, as laminas foram
colocadas em perdxido de hidrogénio (H20: 10vol) por 25 minutos para o bloqueio
da peroxidase enddgena. Em relacao ao anticorpo anti-mast cell, a recuperacao
antigénica foi realizada por digestdao enzimatica com Pronase (1%), como
recomenda o fabricante. Outra diferenca na técnica ocorreu no tampao citrato
para o uso do anticorpo anti Ki-67. Adicionou-se ao referido tampao, Tween
(0,2%) pois como este antigeno é nuclear, o detergente aumentaria a

permeabilidade da membrana facilitando a marcagao.

As laminas foram lavadas em agua destilada e transferidas para uma
cubeta com PBS-Tween (pH 7,6/ 0,16M e 0,1% de Tween). As seccdoes foram
delimitadas utilizando-se caneta hidrofébica (DAKO Pen), e recobertas com
100ul/lamina de cada anticorpo primario, em diluicdo adequada (Quadro 1),
incubando-as “overnight” em geladeira. Apds este periodo, o material foi lavado
em PBS-Tween (2x), procedendo-se a incubacdo com o anticorpo secundario

(100ul/ldmina) (para anticorpos monoclonais: Rabbit anti-mouse biotinilado -
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para o anticorpo policlonal: Swine anti-rabbit biotinilado), por 30 min a 30° C.
As laminas foram lavadas em PBS-Tween (2x) e foi adicionado o complexo
streptoavidina-biotina-peroxidase (100ul/ldamina) previamente diluido, sendo as

laminas posteriormente incubadas por 30 min a 30°C.
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