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RESUMO

O Carcinoma basocelular (CBC) é o cancer mais cosmnmumanos, tendo predilecdo pela
cabeca e pescogo, e sua incidéncia vem aumentaglaltimos anos. Estudos utilizando
recursos da biologia molecular e genética, assosia@l histomorfologia, permitem a
identificagéo de fatores de risco no desenvolvimel® lesbes mais recorrentes e agressivas e
propdem meéetodos mais eficazes de prevencdo. Oivabjei correlacionar a expressao dos
marcadores de apoptose (p53 e Bcl-2) e proliferagdolar (Ki-67 e PCNA) com os
indicadores histolégicos de gravidade do tumorafoestudadas cinco amostras de cada uma
das formas nodular, morfeiforme e superficial e g@mmpo controle com trés pacientes livres
de lesédo. O teste de Mann Whitney foi utilizado amanparacdo da expressao destes
marcadores com a forma de apresentacdo do CBC.réagd do Bcl-2 foi expressiva nos
CBCs ditos agressivos. A variante morfeiforme fogue mais o expressou, seguida pela
nodular. Dos tumores estudados, 66,7% (dez) exgaadortemente o p-53 e, nos controles,
um individuo o expressou fracamente na camada.bdeskos resultados mostram maior
expressdo do Ki-67 no CBC nodular e superficiain gxpressao nos controles. O PCNA
mostrou forte marcacdo em todos os tipos de tumeress controles. O Bcl-2 e a p-53
apresentam tendéncia para diagnosticar gravidadeadonoma Basocelular, e o Ki-67, por
seu comportamento variavel, ndo pode ser considezacho marcador de gravidade, assim

como o PCNA gque nao foi um bom marcador de pralffgo celular.

Palavras-Chave:Carcinoma Basocelular, Neoplasias Cutaneas, |mapignica,

Marcadores biolégicos de tumor, Proteinas de @elilar, Apoptose.



ABSTRACT

Basal Cell Carcinoma (BCC) is the most common fasmhuman cancer, showing a
predilection for the head and neck region. Itsdenoce has been increasing over the last
years. Studies employing resources from molecutael genetic medicine associated with
histomorphology allow the identification of riskctars in the development of more recurring
and aggressive lesions, and propose more effipievention methods. The objective was to
correlate the expression of markers of apopto$8 @nd bcl-2) and cell proliferation (Ki-67
and PCNA) with histological indicators of the gtgvof the tumor. In this study we analyzed
five samples of the nodular, sclerosing and supakfforms, respectively, and one control
group with three lesion-free patients. The ManniAdy test was used to compare the
expression of these markers with the form of matafeon of BCC. Bcl-2 expression was
significant in the BCCs said to be aggressive. $tilerosing variant expressed it the most,
followed by the nodular variant. Of the studiedwgtios, 66.7% (10) expressed p-53 strongly.
Among the controls, one individual expressed it kiyean the basal layer. Our results show a
larger expression of Ki-67 in nodular and supafi@CCs, with no expression whatsoever in
the controls. PCNA was strongly expressed in @lesyof tumors and in the controls. Bcl-2
and p-53 have a tendency to indicate the gravitgasfal Cell Carcinoma. In contrast, Ki-67,
due to its variable behaviour, can not be cons@léoebe a marker of gravity. Furthermore,

OCNA was not a good marker of cell proliferation.

Keywords: Basal cell carcinoma, Skin neoplasms, Immunohistaistry, Tumor Markers/

biological, Cell cycle proteins, Apoptosis.



LISTA DE ABREVIATURAS

Apaf-1 — Fator 1 Ativador da Apoptose

Bax — Gene de Proteina X Associada ao Bcl-2
Bcl-2 - Gene

Bcl-2 — Proteina Inibidora da Apoptose

Bid — Gene de Dominio de Interacdo B43 da famitia2B
CBC — Carcinoma Basocelular

CDK - Proteina Quinase Ciclina Dependente

CEC - Carcinoma Espinocelular

DAB — Diaminobenzidina

DNA — Acido Desoxiribonucleico

EGF — Fator de Crescimento Epidérmico

FAAD — “Faz-Associeted Death Domain”

Familia Faz (CD95) — Sinalizador de Morte Celular
Fasl — Fasligante

GO — Fase de quiescéncia do Ciclo Celular

G1 - Fase Ciclo Celular (pré-sintese DNA)

G2 — Fase Ciclo Celular (pos-replicacdo DNA)

HE — Hematoxilina-eosina

IFNa - Interferon alfa

IHQ — Imunoistoquimica

INCA — Instituto Nacional do Cancer

Ki-67 — Antigeno que corresponde a proteina n&orésnuclear expressada pelas células nas
fases proliferativas G1, G2, M e S

u — Micra

MPF — Fator Promotor de Maturacao

p53— Gene Supressor de Tumor

p53 — Proteina p53

p/c — por campo

PCNA — Antigeno Nuclear de Células Proliferativas
PDGF - Fator de Crescimento Derivado de Plagueta
pRb— Gene Retinoblastoma

S ou M - Fase Ciclo Celular (sintese DNA)



Ser-70 — “Loccus” Cromossomial

TGF-a — Fatora (Alfa) de Crescimento de Tumor

TNFR1 — Receptor Tipo | do Fator Necrosante de Trumo
UVB — Raios Ultravioleta B
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1- INTRODUCAO

O Carcinoma basocelular (CBC) é o tipo de canw@is comum em humanos,
ocorre mais frequientemente em pacientes acima @da&@§) com pele tipo | (FREEDBERG,
2003), tem predilecdo pelas areas de cabeca egoesegua incidéncia vem aumentando nos
ultimos anos (INCA, 2005; LAGEt al, 2001).

Muitas formas de CBC apresentam crescimento lebémxa agressividade e séo
efetivamente retiradas pelas diversas formas dentemto disponiveis (DIXON; LEE;
McGREGOR, 1989). Contudo uma minoria de CBCs temmpmtamento biolégico
agressivo, causando extensa destruicdo tissular nmais raramente, dao metéstases
(CROWSON, 2006; JACOBS, 1982).

O CBC pode cursar com multiplas recorréncias eyrstm Koplin e Zaren (1980), este
fato é detectado numa taxa de 0,5% a 14% nos clestsmores primarios ndo tratados e,
para Levine e Bailin (1980), estima-se que de 11.@015.000 individuos procuram
assisténcia médica com recorréncia de CBC, prewianeatado.

Com o objetivo de erradicar o CBC, os portadoresjifentemente precisam se
submeter a varios procedimentos cirurgicos, conemudl de deformidades funcionais e
cosmeéticas, morbidade e até mais raramente madalidgerando uma elevacéo significativa
das despesas com assisténcia médica e hospit&¥®KD) LEE; McGREGOR, 1989; ISHét
al, 2004).

Acompanhando o crescente nimero de casos novosBfb € em funcdo do
consequente aumento de casos recorrentes, esérdasdo feitos no sentido de determinar
os parametros com significado prognostico na p&ediaqueles que terdo comportamento
mais agressivo, que poderdo recorrer e dar medas(@&ROWSON, 2006; JACOB& al,
1982; KOPLIN e ZAREN, 1980; LEVINE e BAILIN, 1980JASSER, 2005).

No estudo de Dixoret al (1989), o parédmetro clinico “localizacdo” foi oicm
relevante, quando compararam casos de localizag@cabeca e pesco¢co com tronco e
extremidade. Particularmente problematica é a §ueminclui a zona H central da face e
certas lesbes do couro cabeludo. Acredita-se queusa para alta recorréncia neste grupo
seja multifatorial e inclua tendéncia do tumor aespalhar ao longo da fusdo de planos
embrionarios, planos faciais, peridsteo e perigdndbem como excisdo inadequada
(econbmica) por razdes cosméticas (SWANSON; GREBWKER, 1983).
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Entre os parametros histoldégicos relacionados arm@acia e ao comportamento
inicial mais agressivo do CBC, sdo descritos: atigéde palicada periférica nos blocos
tumorais; pleomorfismo nuclear; forma dos blocosndrais; padrdo de crescimento
(expansivo ou infiltrativo) e, finalmente, disténaila margem de resseccdo (CROWSON,
2006; QUEIROZ, 1997; TILLIet al, 2005). Desta forma o CBC que apresenta estes
parametros preditivos teria alta probabilidade deomer e de ter um comportamento
biolégico mais agressivo.

Estudos da histogénese do CBC, utilizando recutadsiologia molecular e genética,
associados as avaliagbes histomorfologicas, ingsérpidemiolégicos, tém permitido a
identificagdo de fatores de risco para o desenmehio de lesbes com maior potencial de
recorréncia e mais agressivas, propor metodos efiegzes de prevencdo e avancar nas
propostas terapéuticas com reducdo de custos eeségtico (KOPKE e SCHMIDT, 2002;
QUEIROZ, 1997; SOUZAt al, 2004).

A complementacdo do estudo histologico e morfetdgio CBC com marcadores
biol6gicos, utilizando a técnica de imunoistoquamiiHQ), permite a compreensdo de
alteracdes morfofuncionais que ocorrem no procedso transformacdo neoplasica.
Informacgfes sobre o comportamento biologico daplasias podem auxiliar na definicdo do
tipo de tratamento a ser instituido, bem como p&rmidesenvolvimento de novas drogas,
dirigidas especificamente a moléculas celularesilitémoras da propagacdo tumoral
(AGUIAR, 1996; QUEIROZ, 1997; SOUZAt al, 2004).

A proliferacao celular e a morte celular programggeoptose) sdo consideradas como
importantes eventos na carcinogénese. Sabe-sertaqu® a luz ultravioleta causa danos no
DNA dos queratindcitos, sendo que estes danos pedeneparados ou eliminados através de
apoptose, prevenindo-se assim o desenvolvimentoadoer (BORTOLUCCI e GALVAO,
2002; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; PRAXEDES, 2003lteracbes no mecanismo de
controle de apoptose e o aumento da proliferagiitacestdo associados a predisposicao dos
individuos ao cancer (CAVALCANTI Jigt al, 2003; HWA JEEet al, 1998; MURPHYet al,
2002; PRAXEDES, 2003; RUBIN; CHEN; RATNER, 2005LTI et al, 2005).

Considerando-se o numero crescente de CBC, a iEmsge resultados estéticos
com procedimentos cirurgicos cada vez menoresgéedde recorréncias e a identificagcdo do
potencial de agressividade, € que propomos um @stadexpressdo dos marcadores p53 e
Bcl-2 (apoptose) e PCNA e Ki-67 (proliferacédo calyl objetivando avaliar a relacdo da
expressao destes marcadores nos padrdes histatdgadular, morfeiforme e superficial em

individuos submetidos a procedimento cirargicoataa.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Carcinoma Basocelular

2.1.1- Aspectos Gerais

O carcinoma basocelular, também chamado de hasali@pitelioma basocelular,
Ulcera de Jacob, foi evidenciado pela primeiraateavés de estudos realizados em esqueletos
mumificados do antigo Egito hd mais de 4.000 amdsprimeira referéncia clara e
individualizada do CBC se deve a Jacob que, em,182descreveu como 0 cancer mais
comum entre os caucasianos (BANDEIRA al 2003; CEBALLOS e ACOSTA, 2003;
KOPKE e SCHMIDT, 2002; TILLkt al, 2005).

O CBC foi descrito como neoplasia cutanea invasigs comum encontrada em
seres humanos, representando 71,4% dos tumorggosatle pele (CEBALOS e ACOSTA,
2003; HABIF, 2005; McCARTHY, 1990; MELEGA, 2002; MIN; CHEN; RATNER,
2005).

A incidéncia do CBC é dificil de ser determinadayido ao fato de que o cancer de
pele ndo melanoma néo ter os tipos histoldgicasidhalizados nos registros estatisticos de
cancer de pele. A tarefa fica mais complicada pat&edade de caracteristicas geograficas na
incidéncia destes tumores. Porém, a tendéncia €ldeaestar aumentando o nimero de casos.
A Austrdlia tem a mais alta taxa de CBC no mundon @lgumas regides mostrando uma
incidéncia superior a 2% por ano. Nos EUA, tém sdtimados mais de 407 casos de
CBC/100.000 homens brancos e 212 casos/100.00Cereslibrancas (BANDEIRAL al,
2003; BUETTNER e RAASH, 1998; RUBIN; CHEN; RATNERQO5; TILLI et al, 2005).

A alta incidéncia desta patologia nos individuos EUA e na Austrélia se deve ao
tipo de pele humana encontrada nestas regidesn&@guclassificacdo de Fitzpatrick, estes
individuos possuem tipo de pele | ou Il. O tip@mtcor leucodérmica e, quando exposta ao
sol, sempre queima e nunca bronzeia e o tipo mibém leucodérmica, normalmente queima
e bronzeia muito pouco (GAMONAL, 2002).

No Brasil, a incidéncia de casos novos de caneepele ndo melanoma, estimados
para o ano de 2005, foi de 56.420 casos em homers56.000 em mulheres, sendo que,
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deste total, 70% seriam CBC. Estes valores corrmelggn a um risco estimado de 62 casos
novos a cada 100.000 homens e 60 para cada 10wdbéres, segundo o Instituto Nacional

do Cancer (INCA) (2005) e Habif (2005). Estes aegotambém afirmam que o CBC é

ligeiramente mais comum em homens do que em mslhegado muito raro em negros.

O CBC pode ocorrer em gqualquer idade, mas a inci@l@umenta significativamente
apos os 40 anos e a incidéncia em pessoas mais 8t aumentando, possivelmente como
resultado da exposicdo aumentada ao sol, send@ gqposicdo a radiacdo ultravioleta é
geralmente aceita como a maior causa do aparecindentCBC. O risco desta doenca esta
significativamente aumentado nos casos de exposgio durante recreagdo na infancia e
adolescéncia, assim como nos casos de exposi¢énuzone intensa na vida adulta
(BANDEIRA et al 2003; HABIF, 2005; MACKEE; CALONJE; GRANTER, 2005
McCARTHY, 1990; MELEGA, 2002; TILLlet al, 2005).

Este tumor aparece em areas corporais expostaslaoomo a face e a superficie
extensora dos membros superiores. Nos homens, coraf@ ainda tronco e orelhas e, nas
mulheres, acomete as pernas. A localizacdo majsidree € a face, especialmente os dois
tercos superiores, ndo acometendo mucosas ou sqmlro-plantares (GAMONAL, 2002).

2.1.2 — Formas Clinicas

Crowson (2006), Habif ( 2005) e Méleg2002) descrevem as formas de apresentacéo
clinica do CBC, chamam a atencéo para dois aspeotouns a todas as formas: a presenca
de telangectasias e 0 aspecto perolaceo. Cartictamnisnte apresentam crescimento lento e
raramente metastatizam. O tumor apresenta-se @s@o papulosa ou em placa, infiltrativo,
da cor da pele, eritematoso e, as vezes, de cawistanho escura.

As diferentes formas clinicas variam emeat e potencial maligno, sendo as mais
frequentes a nodular ou ndéduloulcerativa, a sup@riou pagetodide, esclerodermiforme ou
morfeiforme, o cistico e o pigmentado.

7

O nodular é a forma mais comum de CBC e eptasse como papula ou nddulo
perolaceo, com telangectasia, podendo ulcerar-sadao de crescimento € irregular,
formando uma massa oval, na qual a superficie pmddornar multilobular. O centro
frequentemente ulcera, sangra e acumula crostasaeas. A massa de tecido de um CBC

nodular tem uma consisténcia distinta, que podeerciada durante a bidpsia ou curetagem.
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Ela tem fraca coeséo e colapsa ou se rompe quaadiputada com uma cureta, sendo esta
uma caracteristica diagnostica importante. O disiigw diferencial inclui queratose
seborréica, hiperplasia sebacea, tricoepiteliori@o e papula fibrosa.

O superficial € o menos agressivo, aato mais freqlientemente no tronco e nas
extremidades, mas também pode ocorrer na face. B l@sfo eritemato-escamosa,
apresentando em geral, na periferia, micropapuasigreas. Inicialmente, o crescimento é
radial, superficial, posteriormente, em profund@ladsendo, muitas vezes, de carater
multicéntrico. O diagndstico diferencial deve seitof com ceratose actinica, doenca de
Bowen, lupus eritematoso fixo, carcinoma espindaglueczema seborréico ou lesdo
eczematosa.

A forma esclerodermiforme, esclerosante ou maonfeié tem localizacdo mais
freqiiente na face, sendo o mais agressivo dosoaras basocelulares (MELEGA, 2002). E
um tumor insidioso, possuindo caracteristicas ¢erigie indOcuas que podem mascarar seu
potencial para extensdo profunda e ampla. E um rtfiroe, céreo, plano e levemente
elevado, branco palido ou amarelado, lembrandocieredermia localizada, dai o nome
esclerodermiforme. As bordas sdo pouco distinteendundem com a pele normal. As lesdes
podem lembrar uma cicatriz, quando se tornam defasn

O CBC cistico é uma variante do nodular, apareceondo uma massa lisa, redonda,
cistica.Tem o comportamento idéntico ao CBC noduls CBCs podem conter melanina,
gue da uma cor marrom, azulada ou negra a todame @a lesédo. Clinicamente, lembra um
melanoma ou uma ceratose seborréica pigmentadap nexame clinico cuidadoso mostra
uma borda caracteristicamente elevada, brancagoera translicida. O CBC pigmentado
deve ter uma ou mais das seguintes seis caraicEsigtositivas: grandes ninhos ovoides
cinza-azulados, mdultiplos glébulos cinza-azuladosas em folha de borda, &reas em “roda
de carroca”, ulceracdo e telangectasia arborifo@nmais comum do CBC pigmentado € ser
uma variante do tipo nodular.

O CBC pode fazer parte de sindromes coindrame do nevo basocelular ou sindrome
de Gorling, uma doenca de heranca autossdmica dotainAlém da presenca de mdaltiplos
CBCs, o doente exibe malformacdes, como cistoslamesj agenesia parcial do corpo caloso,
fiboromas ovarianos, calcificagbes da foice cerelgramalformacdes Osseas. Nas regides
palmo-plantares, ha depressfes pontuadas disdesatdiastante caracteristicas (MCKEE;
CALONJE; GRANTER, 2005; MELEGA, 2002).

O CBC também compde o quadro cliniceiddromes como: xeroderma pigmentoso
e Sindrome de Basex. O xeroderma pigmentoso € aer&d genética na qual o portador ndo
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consegue reverter as agressdes que a radiacdopsmi@ca no DNA das células cuténeas.
Ainda na infancia, apresentam uma grande quantidadgardas e pele muito ressecada, que
rapidamente se torna aspera e desenvolve ceratbipicaa e lesbes como CBC que soO
aparecem em idade mais avangcada. A Sindrome de,Bas@hém congénita, caracteriza-se
pela presenca de vérias lesbes de face do tipo @BGfia da derme folicular e pelos
encravados (CROWSON, 2006; MELEGA, 2002).

2.1.3 - Caracteristicas Histoldgicas

Tradicionalmente, o CBC tem sido classificado calido (indiferenciado) e aqueles
qgue manifestam uma diferenciacdo especifica (écrsebacea ou outras linhagens).
Entretanto, apenas o padrdo arquitetural de crestintem comprovado valor progndéstico de
comportamento bioldégico. Assim a arquitetura éaspecto critico, enquanto que os padrées
de diferenciacdo devem ser considerados somentelgu@uver necessidade de reconhecé-
los como parte do espectro histolégico do CBC eimpacto no diagnéstico diferencial. A
sua identificacdo como um carcinoma de Merkel, @rcicoma sebéceo, écrino ou uma
neoplasia folicular constitui uma armadilha diagivdsque carrega consigo o risco de um
sobre ou subtratamento. A identificacdo do padrgoitetural requer a completa excisao da
lesdo. Bidpsias emhaveou com punchlevam a uma taxa de erro intrinseca de amostra em
torno de 20%, explicada pelo fato de que a tramsfoéio bioldgica do CBC tende a ocorrer
na base e nos prolongamentos de crescimento déasieqicROWSON, 2006).

Os CBCs indiferenciados séo classificados em silogr de crescimento indolentes e
agressivos. Compdem-se de ninhos de células ldeml@om escasso citoplasma, que se
projetam para a derme subjacente a partir da epi&dek parte central de cada ninho contém
gueratindcitos basais epidérmicos normais e qudramsapoptose ocasional. A periferia de
cada ninho exibe uma camada organizada de quargdm@olunares polarizados, com o eixo
longo de cada célula perpendicular a zona da membbasal circundante - “palicada
periférica” (ELDER et al, 2005; FARMER; HOOD, 2000; HABIF, 2005; MCKEE,
CALONZI; GRANTER, 2005).

Héa cinco padrbes histologicos principais: Nod2t%) - formado por uma massa
redonda de células neoplasicas com contornos pasgébem definidos, exibindo palicada
periférica; Superficial (17%) - caracterizado paptbs de células basais atipicas que se
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estendem a partir da camada basal da epidermepmdidular (15%) - formado por nédulos
pequenos redondos de tumor, aproximadamente donhamz@e bulbos pilosos, estes séo
arredondadas, bem demarcados e exibem palicadié&ripes; Infiltrativo (7%): os blocos
tumorais variam em tamanho e tem conformacgédo desutdzsclerodermiforme (1%) - com
numerosos e pequenos blocos, alongados, contenmagpoélulas que surgem como fitas ou
corddes em estroma fibroso. Padrdo misto, comaloiais tipos histolégicos, esta presente
em 38,5% dos casos (ELDER al, 2005; FARMER; HOOD, 2000; HABIF, 2005; MCKEE,
CALONZI; GRANTER, 2005).

Os CBCs diferenciados podem mostrar uma variedadenhagens celulares que nao
levam a impacto progndstico. Estes incluem, masdeiforma restrita, o CBC queratotico,
infundibulocistico, folicular, pleomorfico, com dienciacdo écrina, com diferenciacédo
sebacea, o fibroepitelioma de Pinkus e o CBC cderaticiacdo mioepitelial (CROWSON,
2006).

2.1.4- Fisiopatologia

O CBC deriva do epitélio basal6ide localizado fwetos foliculares em bulbos
foliculares e células de matriz foliculares e @Hulbasaldides especificas da epiderme
interfolicular. A origem destas células € atribuaaim progenitor epitelial pluripotente em
adultos ou célula epitelial germinativa nos casaugjee estas neoplasias ocorrem na infancia.
O CBC manifesta um perfil de queratina similar g porcao inferior do foliculo piloso e
gue é, por isso, distinto do epitélio da camadaéepiica basal adjacente (CROWSON,
2006).

A radiagdo UV pode induzir mutacdo do p53; essando mutado, € incapaz de
retirar a célula do ciclo celular para que hajaarego DNA e as células também ndo entram
na via de apoptose (morte celular programada).éAdas adquirem, entdo, uma instabilidade
gendmica, que leva a um aumento do potencial nealign

A resposta do hospedeiro ao tumor e a interagaortestroma sédo fundamentais para
o crescimento tumoral. O exame ultra-estrutural algumas pistas da patogénesis e
transformacdes caracteristicas do CBC. As varistpsrficial e nodular sdo circundadas por
uma zona de membrana basal continua de coldgemdMie V misturado a laminina. As

variantes de crescimento agressivo (morfeiformetatipico e subtipos infiltrativos) néo
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apresentam membrana basal. Crowson (2006), ermmteeqriblicacdo, especula que a
membrana basal atuaria como uma armadilha pareinzito derivadas das células tumorais,
estromais e inflamatdrias que freqiientemente dil@mblocos tumorais. Seja qual for o
evento envolvido, a interacédo entre o tumor e mes tem papel-chave na biologia do CBC
(CROWSON, 2006; HABIF, 2005). O curso do CBC ériemsivel, pode crescer lentamente,
particularmente em idosos, ou rapidamente e ems8IICESSIVOS COM expansao e regressao
tumoral parcial.

O surgimento do CBC pode estar associado a paxessatriciais cronicos, como
fistulas de osteomielite, cicatrizes de queimadaraseas de dermatite por radiagdo. O tumor
surge apds um periodo de trés meses a sete amosis)no local da leséo prévia. E também
descrito ocorréncia em individuos que receberamspiante de 6rgdos sélidos em que
sequiéncias de DNA semelhantes as do herpes viousletéctadas (ELDERt al, 2005;
GAMONAL, 2002; HABIF, 2005; MCKEE; CALONJE; GRANTER005; RUBIN; CHEN;
RATNER, 2005; TILLIet al, 2005).

2.1.5- Tratamento

De acordo com Habif (2005), os portadores de CREewh realizar um exame
completo de pele uma vez por ano. Como o riscond€BC subsequente diminui trés anos
apOs o primeiro tumor, a necessidade de vigilaooiginuada dos pacientes com um CBC
gue se mantém livres de tumor por trés anos prévente é limitada.

Alguns aspectos devem ser consideradosratamento destes tumores, como, por
exemplo, a idade e o resultado estético, sendmgudosos aceitam melhor as cicatrizes; as
condi¢cdes clinicas do paciente; o numero de lesfieseja, quando as lesdes forem multiplas,
o tratamento clinico pode ser de escolha (McCARTI9¥); MELEGA, 2002; TILLlet al,
2005).

Véarios métodos cirargicos e ndo cirlrgicos estBpahiveis para o tratamento do
CBC. Apesar do fato de a exciséo cirdrgica serapig mais usada, terapias nao invasivas
como a terapia fotodindmica ou a aplicagdo toped-duoracil tém sido usadas com mais
frequéncia, em casos bem selecionados, especialrdentdo ao melhor resultado estético
(TILLI et al, 2005).
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Os CBCs raramente dao metastases, porém, quaatddds cirurgicamente, podem
causar no paciente uma destruicdo tecidual loocalalguns casos totalmente irrecuperavel
Dai, fica a pergunta: para erradicar um tumor n&tastatizante, é necessario erradicar até o
altimo vestigio cirurgicamente? Uma recorréncia lelsfo pode ser facilmente tratada e
podera aparecer em apenas 5% das excisfes ciglrggeavencionais, com as chamadas
margens livres (principalmente na variante morfeif®). As terapias bioldgicas sdo bastante
promissoras e podem ser adjuvantes nas excisdesnmionais, permitindo que, no futuro, as
cirurgias sejam mais conservadoras (TleLkl 2005).

Em recente publicacdo, Tillet al (2005), abordando a etiologia molecular e a
patogénese dos CBCs, consideram que muitos agantiegoplasicos exercem seu efeito
antineoplasico através da indugdo da apoptoseseéeptibilidade celular é bastante variavel,
sugerindo que existe limiar celular distinto parduizir a apoptose. Por exemplo, células do
CBC que superexpressam IL-6 s&@o resistentes ao &d\apoptose provocada pela terapia
fotodindmica. A superexpressdo de Bcl-2 também s&lo ligada a resisténcia de varios
canceres a drogas quimioterapicas. O tratamenticotaq@mm 5-fluoracil tem se mostrado
muito eficiente, sendo a regresséo do tumor prdvevee causada por aumento da apoptose
nas células tumorais. O interferon alfa induz apapse e também é bastante efetivo no
tratamento.

Fitoterapicos conhecidos por induzir a apoptosbém estdo sendo usados na terapia
e prevencdo do cancer. Entre os mais citados eatdmcdo polifendlica do cha verde,
extratos de cha preto e, mais recentemente, ajpeneipal componente do alho, que, além
de atuar induzindo a apoptose, também suprime-@.Bcl

Como o CBC mostra uma forte resposta inflamatéeieentes estudos tém buscado o
efeito de componentes imunomoduladores. O maisigpsomé o imiquimod, que intensifica a
resposta de citocinas enddgenas (entre outras en|NHL-10), estimulando T-helper 1,
mediador da resposta inflamatoria. Os tumoresrddtvaidos por macréfagos e mostram uma
resposta apoptotica intensa.

Uma vez que sao considerados uma malignidadeyuagiei radical parece estar
justificada, principalmente nos tumores com umanesnto do tipo morfeiforme. Porém, a
eficacia de compostos proapoptéticos e imunomodudedpara o tratamento de CBC pode
mudar a terapia num futuro proximo. Para a mamo® pacientes, a cirurgia podera ndo mais
ser a primeira opcédo de tratamento. Tumores quenc@nalmente ressecados com margem

de segurancga, um procedimento que pode resultan@itagcdo, poderdo ser tratados com
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excisdo primaria limitada, seguida por terapia \@djte usando um imunomodulador, um
agente proapoptotico (TILLdt al, 2005).

Em resumo, o tratamento deve objetivar a destvu@éd remocao total do tumor,
preservacdo maxima do tecido normal, preservacaturdzio e melhor resultado estético
possivel (McCARTHY, 1990; MELEGA, 2002; TILldt al, 2005).

2.2- Ciclo Celular — Mecanismos reguladores e prééracao celular

Os estudos sobre proliferacdo celular tém estadlewdéncia nos ultimos tempos
devido as informacdes que podem dar sobre a bigldgigndstico e progndstico dos tumores
cutaneos e outros. O entendimento do ciclo cekllalos seus mecanismos reguladores é
importante, devido ao fato de, nas neoplasiastiremisia grande quantidade de células em
reproducéo.

De acordo com Rabenhorst al (1994), a proliferacdo celular € definida como
aumento do namero de células resultantes da comptag@o do ciclo celular, que nada mais
€ do que uma cascata de eventos que se processamand@a ordenada, assegurando a
duplicacédo fiel dos componentes celulares em unggiéseia logica e a divisdo destes
componentes em duas células filhas (LEVI&EL, 1994; QUEIROZ, 1997).

O ciclo celular é composto de quatro fases: mpderantes da sintese de DNA (G1), a
fase de sintese de DNA (S), o periodo depois d&ag@o do DNA (G2) e a fase mitética
que culmina na divisdo celular (AGUIAR, 1996; RABHARST, BURINI, SCHMITT,
1994; LEVINE et al, 1994; QUEIROZ, 1997). Quando as células estam dor ciclo celular,
estdo na fase GO, que se caracteriza pela quantidé@atica de DNA vista na célula em G1,
porém sem as macromoléculas necessarias a duplidac®NA; em GO, as células podem
permanecer um espaco de tempo indeterminado que ipatk dias, semanas ou até anos
(AGUIAR, 1996; QUEIROZ, 1997).

O andamento das fases do ciclo celular € realipatho presenca de limites que agem
antes do comeco da fase S ou M e se concluem quaxade a replicacdo do DNA antes da
entrada de célula na mitose. O sistema de contioleciclo celular € um dispositivo
bioquimico operado ciclicamente através de prosedhzo, interagindo entre si, induzindo e
coordenando os processos envolvidos na divisdocdoteudos celulares (ALBERT& al,
1994; QUEIROZ, 1997).
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Um ponto essencial da regulagdo do ciclo celulatado pelas proteinas quinase
ciclina-dependente (CDK), cuja regulacdo por fdksfgéio é feita pelas ciclinas. As ciclinas
séo proteinas de ocorréncia ciclica que sao atvaddegradadas no ciclo celular. Existem
pelo menos duas classes de ciclinas, que sao:téscas que, em conjunto com as CDKs,
formam o fator promotor de maturagcdo ou mitose (ME&pazes de controlar a entrada da
célula na mitose, e as ciclinas G1, necessariasqrdrada da célula na fase S. Ja as proteinas
CDK agem fosforilando residuos de serina e triomiaaproteinas-alvo (KUMAR; ABBAS,;
FAUSTO, 2005). Nesses pontos de checagem, varisdiogd®s sdo avaliadas, por exemplo,
no ponto de controle G: o tamanho celular e a caodilo meio celular.

O movimento das células que iniciaram o ciclo étrmdado por hormdnios, nutrientes
e fatores de crescimento. Estes Ultimos estimulagiuda a proliferar através da ligagdo com
receptores especificos, que, quando ativados, ramita sinal de transdugéo via segundos
mensageiros do citoplasma ao nucleo celular (RABEBRBT; BURINI; SCHMITT, 1994).

Os mecanismos reguladores do ciclo celular, sugulagio com fatores de
crescimento, oncogens, gens supressores de tuasopreteinas envolvidas com a progressao
das diversas fases do ciclo celular constituemtobjee estudos variados no campo da
biologia tumoral, visando a detec¢do e quantifioadds células em proliferacdo; objetivando
a obtencdo de uma estimativa de crescimento cebtdar consequente repercussao no
progndstico e terapéutica dos mais variados tum@&GABENHORST; BURINI; SCHMITT,
1993).

As técnicas usadas para avaliacdo da cinéticdaceddo complicadas, consomem
tempo e necessitam de equipamentos especiais; reacaaitilizacdo de anticorpos dirigidos
contra antigenos especificos expressos nas célddiferantes dos tumores oferece como
vantagem permitir a andlise simultdnea da protwacelular e da histologia dos mesmos
(QUEIROZ, 1997).

Dentro do contexto de identificacdo das célulaspeafiferacdo, algumas proteinas
envolvidas com a fase replicativa do DNA tém sidiizadas como marcadores de
proliferacdo celular, valendo destaque para o P@NAantigeno K1-67. A avaliagdo destes
marcadores fornece a possibilidade de investigagéotumores humanos de maneira
simplificada, rapida e pouco dispendiosa (RABENHORBURINI; SCHMITT, 1993;
RABENHORST; BURINI; SCHMITT, 1994).
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2.3- Oncogénese

A evolucdo de uma célula normal para uma célulignsa envolve um processo
relacionado com dano ao genoma. Existem basicameiatteo tipos de genes envolvidos na
patogénese do cancer, que sdo: 0S oncogenes, es g@oressores de tumor, 0S genes
relacionados a apoptose e os genes de reparo do ONMAsenvolvimento do cancer envolve
dois mecanismos basicos: mutacdes que aumentaividade das proteinas codificantes, 0s
chamados oncogenes e mutagdes que inativam a fudeg&om gene, o chamado gene
supressor de tumor. Os oncogenes podem ser cladedi em fatores de crescimento,
receptores dos fatores de crescimento, proteinaizadoras, fatores transcripcionais
nucleares e ciclinas cinases dependentes (FARIZZ)20

As células normais habitualmente necessitam dmast de fatores de crescimento,
0S quais se ligam aos receptores especificos, csando uma série de reacdes que
culminam com a proliferacdo celular. Esses fator@sem o fator de crescimento epidérmico
(EGF), fatora (alfa) de crescimento de tumor (T@lre o fator de crescimento derivado de
plaqueta (PDGF). As células neoplésicas providencigcanismos que permitem a ativacéo
constante dos fatores de crescimento, que resud@amestimulo mitogénico continuado
(FARIA, 2002).

O objetivo final dos oncogenes ¢é a ativacao dedatde transcricdo como a ciclina D,
para que ocorra a fosforilagdo do produto do geteoblastomagRD e assim iniciar a
divisdo celular. Entre 0os genes supressores derfutastaca-se p53 que é considerado o
“guardido do genoma’, pelas inumeras funcbes cekllague controla, destacando-se:
ativacao inadequada de oncogenes, controle davabger de quebra nas fitas de DNA e de
insuficiéncia de nucleotideos para sintese de DAAtivacdo da p53 como fator de muitos
genes envolvidos no reparo do DNA induz a paradaGdme apoptose. A importancia do
papel desempenhado pgdd3 fica evidenciada pelo fato de que mais de 79%nédaplasias
malignas do ser humano apresentam alteracoesgistd DANIEL, 2000; FARIA, 2002).
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2.4 — Apoptose

Nas ultimas duas décadas, o estudo da morte rcpldgramada, ou apoptose, vem
sendo desenvolvido por sua importancia na detegéinaos mecanismos patogenéticos das
doencas hematoldgicas e neoplasias malignas. Aagéguda apoptose envolve uma linha
complexa de proteinas supressoras e efetorasdateam diversas vias, e € um balanco entre
esses elementos que levara a destruicdo celular, resisténcia a morte celular programada
(FARIA, 2002).

Através da microscopia eletrbnica, varias altezacbioquimicas e morfolégicas da
apoptose ja foram bem definidas. Inicialmente aroedistribuicdo dos poros da membrana
nuclear e, posteriormente, condensacdo da cromatioan degradacdo do DNA por
endonucleases em fragmentos regulares de 180 pa288 de bases, 0s quais correspondem
aos nucleossomos. A fragmentacdo do DNA internestemal reflete a degradacao
proteolitica de polipeptideos intracelulares redlz por enzimas proteoliticas denominadas
caspases (nome derivado de cisteina-protease) (KUMBAUSTO, 2005).

Existem duas vias pelas quais a célula é induzidpoptose, a via interna relacionada
principalmente a atividade mitocondrial e liberacdo citocromo c, e via externa,
desencadeada pelo estimulo de receptores na sigpdei membrana celular (FARIA, 2002;
KUMAR e FAUSTO, 2005). Vérios receptores de memardoram identificados como
sinalizadores de morte celular, entre os quaisrdlifaFas (CD95) e receptor tipo | do fator
necrosante de tumor (TNFR1) que é mais proemin&#ses receptores podem ser ativados
por ligacdo cruzada do ligante de Fas (Fas-Fasnto a trimerizacdo, como o agrupamento
da molécula adaptadora “Fas-associeted death dbifleAD), a procaspase-8 € entéo
ativada por oligomerizagdo e autoclivagem, levaidativacdo sequiencial ajusante das
caspases efetoras (FARIA, 2002; KUMAR e FAUSTO,5)00

As caspases podem também ser ativadas por viaamddal, e 0 processo envolve a
procaspase 9. A interacdo do Bax (gene de proXeéssociada ao Bcl-2) com o Bid (gene de
dominio de interagcdo B43 da familia Bcl-2) causigooherizacdo do Bax e o insere na
membrana mitocondrial, desencadeando a liberacacitdoromo ¢ e de outras proteinas
mitocondriais. Uma vez no citoplasma, o citocrongediga ao fator 1 ativador da apoptose -
Apaf-1 (@apoptosis activating factor)l esse complexo ativa a procaspase 9, com clivagem
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subseqiiente da caspase-3, caspase-6 e caspaseRfA,(F2002; KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

Recentemente, foi descoberto um mecanismo deag@erentre a via extrinseca e a
via mitocondrial de ativacdo das caspases. Essanisa®m promove a ativacdo do Bax,
levando a liberagdo de citocromo c pela mitocondriativagdo da procaspase 9 (FARIA,
2002; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; O GORMAN; COTTERQO01).

2.5- Marcadores Tumorais

Na pesquisa de estratégias de prevencdo e disgndst cancer, tem ocupado lugar
de destaque a busca de marcadores tumorais maiseiemue indiguem a transformacao
maligna precoce. A utilizagdo de marcadores imtoqgigmicos de proliferacdo celular
aplicados a patologia das neoplasias permite a remmpdo das alteragcbes morfologicas
ocorridas no processo de transformacao neoplasica.

Em 1996, Aguiar relatou que um indicador da cag@mese precoce € o aumento da
atividade proliferativa do tecido transformado e,ggracas aos avangos obtidos nos métodos
de estudo da proliferacdo celular e ao maior comegto sobre os mecanismos de controle
do ciclo celular, a atividade proliferativa podejehaer facilmente avaliada em material
rotineiramente processado através de métodos istogaimicos.

2.5.1-p53

p53 é o principal gene relacionado as neoplasias hasnajue, segundo Souetal
(2004), esta alterado em cerca de 50% de todogas de canceres originados em uma
grande variedade de tecidos.

Localizado no brago curto do cromossomo 17, essecgdifica uma fosfoproteina
nuclear de peso 53KDa que regula a proliferacdom®me celular. Essa proteina, quando
acumulada na célula, promove a parada do cicldaceta fase G1, permitindo que possiveis
danos ao DNA causados por agentes que levam adestgénicas sejam reparados (FIELD
et al, 1993).
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Se, por algum motivo, esse mecanismo falha, a ip88z a célula a apoptose,
impedindo, portanto, que células que sofreram mamcproliferem (AGUIAR, 1996;
LEVINE et al, 1994; PARKet al, 2004; SOUZAet al, 2004; STRATIGOSt al, 2005).

Foi demonstrado que a deficiéncia no mecanismaagptose pode predispor o
individuo a ter cancer de pele, e esta capacidaqé8 provavelmente se da através de sua
fungdo na transcricdo génica. 33 normal se liga ao DNA e é capaz de transativar ou
transuprimir a transcricao de outros genes (&tMl;, 2003).

Se, por um lado, o significado das alteracdepB®no progndstico do cancer nédo
esteja completamente claro, por outro, elas nasifgn predizer o risco de malignizacéo de
uma determinada lesdo. Isso se deve ao fato de @3 possui uma meia-vida bastante
curta, sendo detectada somente quando da presemgieihcoes de sua morfologia, levando
a um consideravel aumento da sua meia-vida (AGUIAB96; SOUZAet al 2004;
TWEDDLE et al, 2001). Dos varios métodos usados para avaliatpeessdo d@53 em
neoplasias humanas, a analise dos niveis da poteirtecido neoplasico é considerada o
melhor procedimento, desde que o conteldo pros&eoo ponto final da expressdo génica, e
sabemos que este € o mecanismo pelo qual a funggene é efetuada.

A identificagdo imunoistoquimica dab3 tem sido associada a uma grande variedade
de neoplasias malignas humanas, sendo que a @& detpode ser Gt como marcador de
malignidade e de possivel pré-malignidade (BATIN&GI, 2004).

Em 1994, Rabenhorst mostrou que a imunorreatigiddol p53 foi observada no
epitélio hiperplasico adjacente ao tumor cutane@aepbellet al, em 1993, ja haviam
mostrado esta imunorreatividade em queratinOcifsestemente normais nas margens de
carcinoma de pele “in situ”, sugerindo que isso epadpresentar um evento precoce no
processo de transformag&o maligna.

A expressao da p53 nas lesdes proliferativas eatarincluindo lesdes benignas, tais
como ceratose actinica e ceratoacantomas, evidempgi@ a mutacdo dp53 causada pela
radiacdo ultravioleta proporciona a transformacadaligma precoce e indica o grau de
malignidade (BATINAC et al 2004; HELANDER; PETERS; PITTELKOW, 1993;
KERSCHUMANN; McCALMONT; LEBOIT, 1994; NAGANO e ICHHASHI, 1993;
STRATIGOSet al, 2005; WIKONKAL et al, 1997).
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2.5.2-PCNA

O antigeno nuclear de células proliferativas (PLHbA descrito independentemente
em 1978, por Miyachi, Fritzler e Tan, que o idécdifam através de um auto-anticorpo
encontrado em pacientes com Lupus Eritematoso n8@&ié em estudo da sintese de
macromoléculas durante o ciclo celular de célulekai que constituem um exemplo classico
de linhagem celular imortalizadas (MIYACHI; FRITZEE TAN, 1978, RABENHORST;
BURINI; SCHMITT, 1993). O aparecimento ciclico teesantigeno ao longo do ciclo celular
fez com que ele fosse designado PCNA / ciclina,ceanlm&o guarde nenhuma homologia
com as classicas ciclinas do ciclo celular (KURSKaAL 1986).

O PCNA foi identificado como um fator auxiliar galimerase delta, sendo essencial
para a sintese de DNA e, portanto, para a progreks&iclo celular. Embora esteja presente
em todas as fases do ciclo celular, um aumentoédevezes na sua sintese ocorre na fase S
(HARRISON; REYNOLDS; ROWLANDS, 1993).

A avaliacdo da proliferacdo celular com o emprdgoPCNA é compativel com os
métodos tradicionais e, por vezes, até superiorédns como a citometria de fluxo. O
processamento e a fixacdo podem influenciar naidqui@ da reacdo imunoistoquimica do
antigeno PCNA, o que pode propiciar coloracdo dwldue gerar alguns problemas na
quantificacdo da marcagdo. Porém, alguma variagdtensidade de marcacdo pode ser
explicada pela propria diferenca no nivel de ex@esdesse antigeno durante as fases do
ciclo celular (SOUZAet al, 2004).

A disponibilidade comercial de anticorpos monoalsranti-PCNA com capacidade
de reagir com epitopos antigénicos resistentesagdd facilita grandemente o seu emprego
em materiais colhidos rotineiramente ou de arquivogue Ihe confere vantagens sobre outro
marcador, o Ki-67, em estudos clinicos e experimefQUEIROZ, 1997; RABENHORST;
BURINI; SCHMITT, 1993; SOUZAet al, 2004).

Li, Browne e Mattews (1995) e Toth, Guenther erBl{t996) demonstraram que o
PCNA pode ser uma boa alternativa para o estud@raiferacdo celular em materiais
emblocados, permitindo a identificacdo de comparitms de proliferagdo dentro dos
tumores e, além disso, afirmaram que a imunoridatie do PCNA tem mostrado correlacao
com o progndstico de tumores e se mostrado pantioehte Gtil em casos em que € dificil se
prever o curso clinico a partir do quadro histalogi
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Além de ser observada uma diferenca significatimre os indices de PCNA nas
lesBes cutaneas benignas, como as leucoplasias enalignas, tais como os carcinomas, é
relatada uma reducéo significante nos indices d¢AP@s carcinomas apds quimioterapia e
gue a resposta das neoplasias aos agentes quapioter pode ser estimada através de
medidas conservadoras, com o PCNA. Foi identificzaabém uma forte correlagdo entre
atipia e a expressao suprabasal do PCNA (HUANE, 1994; SHINet al, 1993).

J& na carcinogénese cutanea induzida pela radigig@&violeta, se observa que a
expressao do PCNA em gueratindcitos de pele ex@mstol € maior na camada suprabasal
do que na basal e esta associada com a progremsaicgncer de pele. No epitélio normal e
nas lesdes hiperplasicas, o PCNA se expressa apenasmmada basal, enquanto que
expressado suprabasal foi observada em todas daséisp carcinomas “in situ” e invasivos
(AGUIAR, 1996).

Em 1993, Shin verificou que a expressdao do PCNAepitélio normal é observada
apenas na camada basal, porém, no epitélio nooualizado préximo a carcinomas de
cabeca e pescoco, a expressdo do PCNA tem sidadealtanto na camada basal quanto na
parabasal do epitélio.

A expressdo do PCNA avaliado por métodos imungistoicos esta correlacionada
com atividade mitética, gradacédo histologica e aomamento clinico de alguns tumores
(QUEIROZ, 1997). Portanto, sem conhecer o exato embando ciclo celular, ndo é possivel
determinar se o elevado nimero de células PCNAiyasiem uma neoplasia € fruto do alto
“turnover” ou se indica uma grande proporcédo delagldividindo-se em prolongado ciclo
celular.

A longa vida do PCNA, de aproximadamente 20h, padestificar o porqué de as
células fora do ciclo celular permanecerem positdarante certo periodo de tempo. Niveis
elevados de PCNA podem, também, refletir o procdssmeparo do DNA (ARISAW/At al,
1999).

2.5.3-Ki-67

A natureza molecular do antigeno identificado geil®7 permanece desconhecida.
Sabe-se que corresponde ao produto de uma seqiénaa que codifica uma proteina ndo
histdnica de massa molecular aparente de 345-3% (RIBUIAR, 1996; RABENHORST;
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BURINI; SCHMITT, 1993). O antigeno é expresso dteatodo o ciclo celular, exceto em
G1 precoce, estando ausente de células em GO. xpuessdao aumenta na segunda metade
da fase S, alcangando o maximo em G2 e M (ISOHEREMMt al, 1999). Este anticorpo
monoclonal foi assim designado por ter sido pratturia Universidade de Kiel na Alemanha,
sendo que o clone produtor foi detectado na 67aptie cultura de tecido (BROWN;
GATTER, 1990).

As taxas de avaliacdo do indice de proliferacddulaze usando anticorpos
monoclonais Ki-67 encontrados comercialmente, siopativeis com aquelas dos métodos
tradicionais, e alguns estudos tém demonstrad@legdes entre a marcacédo com Ki-67 e o
grau de malignidade e outros aspectos prognésticosarios tipos de neoplasias, incluindo
carcinoma de mama, melanomas e linfomas (ARISAWAal 1999). Entretanto, ha
evidéncias de que o tratamento de células com eg@itbtoxicos, como a aduamicina e a
hidroxiuréia, diminui o nivel antigénico deste naatar, e células com caréncia nutricional
(que n&o sao incomuns nos tumores) podem ter imeatosidade discrepante em relagdo aos
outros parametros de proliferagéo celular (RABENKBDRBURINI; SCHMITT, 1994).

O Ki-67 apresenta vida média de menos de uma Beralo que o cromossoma 10
parece estar envolvido na expressao da proteinapgnesenta intima associacdo com o ciclo
celular (AGUIAR, 1996). Dai a limitacdo do empredo Ki-67 monoclonal na rotina
laboratorial, sendo necessarios tecidos frescosoogelados, ja que o epitopo reconhecido
por ele é destruido pela fixagdo, impossibilitanassim a sua utlizacdo em material
emblocado em parafina. Porém, o Ki-67 policlondir@gido contra peptideos recombinantes
do Ki-67 e pode ser usado em material processdilieramente, desde que a recuperagao
antigénica através da irradiacdo por microondas egsjpregada (GERDESt al, 1992;
KUBBUTAT et al, 1994; ROSE; MARDOX; BROWN, 1994).

Ja Skalovaet al (1994) afirmaram que a imunoistoquimica para @Kié um método
facil para a avaliacdo da fracdo de crescimentondaplasias humanas e fornece informacéao
progndstica valiosa sobre a doenca.
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2.5.4-Bcl-2

O geneBcl-2, localizado no brago longo do cromossomo 18, wadifma proteina de
mesmo nome (Bcl-2) capaz de inibir a apoptose.xgkessdo anormal da Bcl-2 numa célula
geneticamente alterada contribui para a exprede@ial da célula danificada por interromper
a apoptose, levando a célula a imortalizacéo (SOeZ#, 2004; VERHAEGHet al, 1995).

Tilli et al R005), relatam que esta proteina estd associadaasomembranas da
mitocondria, reticulo endoplasmético e nucleosreega sete locais de fosforilacdo, dos quais
ser-70 [occuscromossomial) € critico para a funcdo de supredadapoptose, exercida pelo
Bcl-2. Um grande numero de proteinas relacionadas @ Bah sido isolado, as quais podem
agir como indutoras da apoptose (por exemplo, Bakx) ou agente supressor da apoptse
(Bcl-xl). Heterodinamizacdo entre os membros defsadlias determina se a célula morrera
ou nao (LIUet al, 1991).

Rodriguez-Villanuevaet al, em 1995, concluiram em seus estudos sobre a e#pres
do Bcl-2 na pele normal e em cancer cutaneo ndo melanamaexjste possibilidade de a
desregulacdo do gerigcl-2 contribuir para a patogénese de certos cancetésens nao
melanoma. Os achados sugeriram que a express8eldbpode predispor o queratindcito
basal a transformagédo maligna via inibicdo da aysept

Alteracdes doBcl-2 podem ser detectadas em 50% das neoplasias hymanas
enfatizando a importancia da inibicdo da apoptasecarcinogénese cutanea (MORALES-
DUCRETet al, 1995; RODRIGUES-VILLANUEVAet al, 1995; SOUZAet al, 2004).

A Bcl-2 aumenta consideravelmente a sobrevida dadulas, facilitando
permanentemente mutagfes e transformacdes maliraxzaet al em 2004 relataram
parecer ser possivel que a hiperexpresséo da &ain2nte a resisténcia da célula a apoptose,
tornando-a menos susceptivel ao tratamento. Estesea também observaram mutagfes do
Bcl-2 em 17% de canceres cutaneo-mucosos estudadosseNaohou, porém, correlacdo
estatistica significante entre a presenca da BcbXexo dos pacientes, tamanho do tumor ou
ocorréncia de metéstases regionais (SOZaA|, 2004).

Huang, em 2000, concluiu que as proteinas daidaBul-2 sdo a chave reguladora da
apoptose, sendo importantes para o desenvolvintentema nova geragéo terapéutica para

tratamento do cancer.
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3- OBJETIVOS

O objetivo geral é avaliar a expressao de mareadde proliferacédo celular e apoptose
em lesdes de pele de pacientes portadores de CBCtiglms nodular, morfeiforme e
superficial e individuos livres de CBC.

Os objetivos especificos sao:

- Avaliar por técnicas histopatolégicas amostraspdie dos pacientes com CBC e

individuos livres de CBC,;

- Avaliar a expressdao dos marcadores p53, Bcl-2NA@ Ki-67 através da

imunoistoquimica;

- Correlacionar a expressao destes marcadores somdizadores histologicos de

gravidade do tumor e a expressao destes marcastorieslividuos livres de CBC.
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4- METODOLOGIA

4.1- Pacientes e Controles

Foram estudadas cinco lesbes de pele de pacpmtizsiores de CBC nodular, cinco
com CBC morfeiforme e cinco com CBC superficial, sdbmetidos a cirurgia e com o
diagndstico anatomopatoldgico confirmado. O grupotmle contém trés individuos normais
submetidos a cirurgia estética de palpebras (blekastia) e livres de lesbes (Anexo 1). Todos
os individuos foram submetidos a cirurgia na RlaGgnter, apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O projeto tem aprovagéo n°® 277/2005 do Comitétiba Em Pesquisa da UFJF.

4.2 — Coleta do material

Amostras foram selecionadas dos casos de CBC arpdunobrfeiforme e superficial,
com diagndstico anatomopatoldgico previamente eleido. Amostras sem evidéncias de
CBC serdo obtidas da pele em excesso, retiradatduoaprocedimento de cirurgia estética
das pélpebras.

4.3- Andlise Histoldgica

As amostras de pele removidas durante procedimeinfiogico foram fixadas em
formol a 10% e, posteriormente, submetidas ao peareento histoldgico de rotina. O
material emblocado em parafina foi entdo submedidmicrotomia, obtendo-se cortes com
espessura de 3t50s cortes foram corados pelo método de Hemataxdi Eosina (H.E) e

submetidos a andlise microscopica para diagnéatiatomopatolégico.
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4.4- Avaliagdo Imunoistoquimica

Foi avaliado o envolvimento de proteinas apométie de proliferacdo celular no
carcinoma basocelular, utilizando a reacdo de imstoguimica para a detec¢do das proteinas
Bcl-2, p-53 (antiapoptoticas) e PCNA e Ki-67 (pievicéo celular).

Em linhas gerais, este método compreende as segw@tapas: (1) desparafinizacéo e
reidratacdo dos cortes de pele; (2) blogueio daxmade enddégena com,®; a 3%; (3)
recuperacéo antigénica em alta temperatura cométaweirato 0,01 M pH 6,0; (4) incubagéo
com anticorpos primarios monoclonal (Tabela 1); ifEubacdo com anticorpo secundario
biotinilado (Sistema de Deteccdo Universal EP-USEasy Path); (6) incubacdo com o
complexo Streptoavidina-Biotina Peroxidase; (7) efagdo utiizando-se o0 substrato
cromégeno diaminobenzidina (DAB); (8) contracol@@agom Hematoxilina de Harris e (9)
desidratacdo e montagem das laminas para analisgceascopia optica.

Foram utilizadas como controles positivos paranascadores Bcl-2, PCNA e Ki-67
laminas contendo cortes de tonsilas palatinas & pap-53, laminas contendo cortes de
carcinoma de mama.

Em face da baixa positividade de alguns marcaddoésestabelecido pela analise
descritiva da expressdo de todos os marcadorasjaisacritério de cruzes. A classificacao
variou de zero a quatro cruzes (4+), sendo o rig&sim definido para p53, Ki-67 e PCNA:
na observacdo de um campo microscépico com aurder200x, se todos os nucleos estavam
marcados, foi classificado como quatro cruzes (4s€; alguns poucos nucleos néo
apresentavam marcacao, trés cruzes (3+); se megdele ndo apresentava a coloragao, duas
cruzes (2+); alguns poucos corados foi classificamimo uma cruz (1+) e a auséncia total de
marcacao.

Para o Bcl-2, como a marcacéo € citoplasmatiaaearliao redor da membrana celular

externa, a mesma observacao foi usada e segui@gsmaorcritério da marcagado nuclear.
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Tabela 1: Anticorpos primarios utilizadma Reacdo de Imunoistoquimica

Especialidade Clone Diluicao Tempo Incubacéao
Bcl-2* D5 1:100 18 horas
p53* DO-7 1:100 18 horas
Ki-67* MM-1 1:200 18 horas
PCNA* PC-10 1:400 18 horas

*NOVOCASTRA LABORATORIES LTD.

4 5- Tratamento Estatistico

Utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann Whitpasa avaliar a significAncia da
expressao dos marcadores de apoptose e prolifeca¢dar, de acordo com a gravidade do
CBC.
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5 — RESULTADOS

5.1 — Avaliagéo do perfil histopatologico

As amostras coradas pelo método de rotina HemiawxEosina (HE) foram
analisadas a microscopia Optica, utilizando miaipsr Olympus modelo BX40; os achados,
descritos conforme os aspectos histopatolégicosntrados e incluidos em trés padrdes de
apresentacao de CBC e as amostras utilizadas comiwle (auséncia de CBC), descritas de
acordo com as alteracdes evidenciadas.

O grupo contendo CBC superficial apresenta pralif@o de células basalbides
atipicas que formam um eixo paralelo a superfipidéemica, a partir da basal, formando
multiplos focos de crescimento tumoral. Os blocetermlem-se ocasionalmente além da
derme papilar. O estroma circunjacente € fibrordedlUma fenda entre o limite dos blocos
tumorais e o estroma é observada. H& elastosé&agtgritumoral (Fig. 1A).

A variante nodular é formada por blocos lobuladasedondados, conectados a
epiderme suprajacente por delicados corddes owdatrpbéculas. Os blocos mostram
variacdo de tamanho e forma de discreta a modecada,disposicdo celular periférica em
palicada caracteristica. As células tumorais saotameanho uniforme, forma poligonal,
geralmente com nudcleo oval e nucléolo inconspiExaepcionalmente nicleos fusiformes ou
displasicos s@o observados. O citoplasma é eseaasiofilico, atividade mitética é variavel
(0 a 2 p/c 400x). O estroma € fibromixdide e camagticamente exibe retracdo dos blocos
celulares com formacéo de fenda (Fig. 1B).

O grupo de CBC com padrdo morfeiforme é constityido blocos de células
neoplasicas comprimidas pelo estroma em cordfedgagdelos, que comumente se
ramificam. Frequentemente, cordbes unicelulares sBservados e, em funcdo desta
disposicdo dos blocos tumorais, o fenbmeno emaukaigquase nunca é visto e a retracao
estromal inconspicua. O estroma é hipocelular, aieeste colageinizado. Multiplos cortes
podem ser necessarios para demonstrar a ligacaolatms neoplasicos com a epiderme. Em
alguns casos, foi observado invasdo profunda deedey, por vezes, da hipoderme. A

epiderme suprajacente, em alguns casos, era at(bfig. 1C).
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O tecido palpebral livre de CBC apresenta altersgideorrentes do envelhecimento e

exposicao solar, ou seja, atrofia e elastose s#an,atipias epiteliais (Fig. 1D).

FIGURA 1:

A) CBC superficial, HE (100X). Proliferacdo de dékibasaldides, formando multiplos focos de cresatm
tumoral, a partir do basal.

B) CBC nodular, HE (100X). Blocos lobulados, armedados, conectados a epiderme suprajacente. Faymaca
de fenda por retragdo dos blocos tumorais.

C) CBC morfeiforme, HE (100X). Blocos de células riésjzas, comprimidas pelo estroma, em corddes

adelgacados. Auséncia de retragdo estromal.
D) Corte de pele palpebral superior, HE (100X).

5.2- Avaliacdo dos marcadores p-53, Bcl-2, Ki-67RCNA por imunoistoquimica

Foram testados, em todos os pacientes, os marsaderapoptose (p53, Bcl-2) e
proliferacdo celular (Ki-67 e PCNA). Foram consat&as positivas as reacdes estritamente
nucleares para os marcadores p53, PCNA e Ki-6a @dcl-2, foi considerada positiva a
marcacao citoplasmatica, por estar relacionadcetioufo endoplasmatico e mitocéndria, ou
seja, citoplasma.
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5.2.1-p-53

As células que exibiram marcacdo apresentaram ofogacdo acastanhada e restrita
ao nucleo celular. A expresséo da proteina p-5Bdsiante semelhante em todas as variantes
do Carcinoma Basocelular (Fig. 2), sendo maior & exxpressdo na variante nodular, onde
80% dos pacientes expressaram 4+ e 20% deles péessaram este marcador.

O tipo Morfeiforme expressou em 60% dos individaoso 4+ e, em 20%, como 2+
e nao sendo expresso em 20% dos pacientes conagatde, como ocorreu na Nodular. Nos
casos de CBC Superficial, 60% das amostras forasitiyas em 4+, porém 40% delas ndo
expressaram a p-53 (Fig. 3 A, B, C).

Nas amostras de pele palpebral, ndo ocorreu quadpeessao (Fig.3D). O controle
positivo, conforme indicado pelo laboratério, foréminas contendo cortes de carcinoma

mamario, para confirmar a efetividade das reagéigs4(
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FIGURA 3

A) Expressao em 4+ do p-53 em CBC morfeiforme (200X

B) Expressao em 4+ do p-53 em CBC nodular (200X).

C) Expressao em 2+ do p-53 em CBC superficial (300X

D) Expressao em 1+ do p-53 em corte de pélpebrerisug200X).

FIGURA 4: Corte de tecido mamario (controle positilo p-53) (400X)
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5.2.2 PCNA

A expressdo do PCNA em todos os tipos de CBC estisdicou circunscrita ao
nucleo celular e exibiu uma coloracdo acastanhgidenular e bastante delicada, sendo que,
em alguns casos, podia-se também ver uma marc#oitasmatica, ndo sendo levado em
conta como expressao do PCNA (Fig. 5).

Nas variantes nodular e morfeiforme, ocorreu umpressdo de 4+ em todas as
amostras, ou seja, todas as células tumoraisativexs seus nucleos marcados. Ja no CBC
superficial, apenas em 80% houve expresséo decandb 20% das amostras com expressao
de 2+ (Fig. 6 A, B, C).

Em 60% das amostras cutaneas controles, ocorreumameacdo de todas as células
da camada basal, sendo que, nos 40% restantessen&apressou (Fig. 6 D). Laminas
contendo cortes de tonsilas palatinas foram useols® controle positivo, confirmando as
reacoes (Fig. 7).
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FIGURA 6
A) Expressao em 4+ do PCNA em CBC nodular (200X).

B) Expressdo em 4+ do PCNA em CBC morfeiforme (200X).
C) Expresséo em 4+ do PCNA em CBC superficial (200X).

D) Expressao em 4+ do PCNA em pele palpebral sadieélulas da camada basal e parabasal (200X).

-

.. 'Ft»
robeipositivo pa

FIGURA 7: Corte de tonsila palatina usada como ra o PCNA (400X)
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5.2.3-Ki-67

O Ki-67 mostrou um padrdo de marcacdo, também Grade cor acastanhada ou
amarronzada, sendo mais escuro nas células caasatip mitoses.

Nos CBC dos tipos nodular e superficial, ocorre@ unarcacdo de 4+ em 60% e 40%
dos casos respectivamente e ndo houve expresd@ontgesador em 40% dos casos do tipo
nodular e 60% do superficial (Fig. 8, Fig. 9 A, B).

Ja na variante morfeiforme, a expressdo ocorreutagfos 0s casos, porém com
pequena intensidade, ou seja, 80% apresentararass#pr apenas de 3+ e 20% apenas 1+
(Fig. 9C). Nos controles palpebrais, ndo ocorrealgyer expressao deste marcador (Fig. 9D).
A confiabilidade das reacgfes foi testada usandm#Eom cortes de tonsilas palatinas (Fig.
10).
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FIGURA 9
A) Expresséo quase nula do Ki-67 em CBC nodula®X20

B) Auséncia de express&o do Ki-67 em CBC superf{t0X).
C) Pequena expresséao do Ki-67 em CBC morfeiforra@xL

D) Auséncia de marcagéo do Ki-67 em tecido palpedugerior (200X).

FIGURA 10: Controle positivo do Ki-67 em lamina tasila palatina (400X)
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5.2.4-Bcl-2

O Bcl-2 mostrou uma imunomarcacdo citoplasmatica, aspecto granular, de
coloragdo acastanhada, além de uma marcacgéao dingigel de membrana celular externa na
grande maioria das células do bloco tumoral, tamlé&astanhada, porém mais escura,
contrastando com a colorag&o do citoplasma celular.

A marcacdo do Bcl-2 foi bastante expressiva (Fit)), sendo 4+ em 80% dos
morfeiforme e 2+ em apenas 20% desta variante (gA). No tipo nodular, 60% das
amostras expressaram 4+ e 40%, 3+ (Fig. 12 B).

No CBC superficial, a expresséo foi pequena, sendente em 60% das amostras; e
20% com expresséo de 3+ e outros tantos 20% egpaes2+ (Fig. 12 C).

Nas pélpebras, houve uma marcagdo em 3+ em apewaarmostra, sendo as outras
duas negativas. No caso em que houve marcacdop@st@u apenas nas células da camada
basal da epiderme (Fig. 12 D).

Como controle positivo, também aqui, conforme pniamlo pelo laboratério, foram
utilizadas laminas contendo cortes de tonsiladipata(Fig. 13).
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FIGURA 12

A) Expressédo em 4+ do Bcl-2 em CBC morfeiforme {200

B) Expressao em 4+ do Bcl-2 em CBC nodular (200X).

C) Expressdo em 3+ do Bcl-2 em CBC superficial K)0O

D) Expressao em 3+ do Bcl-2 em células da camask Ha tecido palpebral (200X).

i 4 @ B TE A
FIGURA 13: Controle positivo do Bcl-2. Corte de $da palatina (400X)
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5.3- Resultado Estatistico
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Como ja foi mencionado no capitulo que aborda todadogia, para interpretacdo dos

dados, foi usado o teste ndo paramétrico de Maniingyh com amostras independentes,

verificando a significancia dos resultados (p <5Q,@bservamos uma forte tendéncia para

indicar a gravidade do tumor, usando os marcaddce2 (p = 0,04 ) e Ki-67 (p = 0,04 ),

conforme a Tabela 2.

Com relacédo ao p-53, verificou-se um p = 0,02 BCQlo tipo superficial, ou seja,

uma alta significancia em um tumor de baixa maligde.

Tabela 2: Valores de p (significancia) resultadogeabste de Mann-Whitney para comparacao

dos marcadores entre os tipos de tumores e o gieipontrole.

Tipo p53 PCNA Ki-67 Bcl-2
Morfeiforme 8,5% 100,0% 4,0% 4,0%
Nodular 7,2% 100,0% 11,2% 11,2%
Superficial 2,0% 43,9% 23, 7% 23, 7%
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6- DISCUSSAO

Em nosso estudo, comparamos a expressao dos wmasddcl-2, p-53, KI-67 e
PCNA em individuos portadores de CBC do tipo mfmfeie, nodular e superficial, com
controles negativos representados por pele palpiparior, livre de tumor.

A marcacao do Bcl-2 foi altamente expressiva nBE£ditos agressivos. A variante
morfeiforme foi a que mais expressou o Bcl-2, s#gypela nodular, o que vem confirmar
dados da bibliografia.

Rodrigues-Villanuevat al, em 1995, afirmavam que o CBC, sem excec¢ao, esques
moderados ou altos niveis da proteina Bcl-2, sepdoas variantes clinicas mais agressivas,
como a morfeiforme, mostraram uma imunorreatividpdea o Bcl-2 maior que a variante
nodular (CAZALet al, 2006).

Uma significante correlacdo negativa entre a egd@ do p-53 e ou Bcl-2 com o
desenvolvimento do CBC tem sido descrita. Mutacfdep-53, ou a superexpresséo do Bcl-2,
€ suficiente para aumentar a formagdo do CBC ppressdo da apoptose (CROWSON,
2006; TILLY et al, 2006).

Embora, na maioria dos estudos, a expressdao d2 Bsteja relacionada com a
gravidade do tumor, Lear; Dahlke; Murray (2007) @wm trabalho de revisao, afirmam que o
“gen da sobrevivéncia da apoptose”(Bcl-2) esta atsw® nos CBCs nodular e superficial,
gue foram os tumores avaliados.

O p-53 esta freqlientemente alterado nos tumorearas, incluindo o cancer de pele,
em que tais mutagbes foram mostradas como resultadexposicédo solar (GAITONDE e
RONAI, 2007). Alteragbes do p-53 sdo encontradasset dos casos de CBC, porém é
dificil discernir se este defeito do gen suprestumor mais conhecidp63 é a causa do
desenvolvimento do CBC ou se é meramente um marcdeladanos causados pela luz
ultravioleta (LEAR; DAHLKE; MURRAY, 2007). Porém, illy et al (2005) ja haviam
afirmado que a sintese ou a estabilizagdo do pes3encial para induzir a apoptose no CBC.

Dos tumores que estudamos, 66,7% (dez) expres$argamente o p-53 e, no grupo
controle, apenas um individuo expressou fracameste marcador, somente em células da
camada basal, confirmando as afirmacdes de Hekial (2006) e Ansarin; Daliri; Soltani-
Arabshahi (2006).

As mutacdes da proteina p53 sdo comuns em algonewsasias malignas, sendo a
sua deteccdo imunoistoquimica reflexo da altergéica, ja que a p53 normal, por ter meia-
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vida curta e baixos niveis, ndo é facilmente datEctPorém, nem todos os tumores positivos
para a p53 exibem mutacdes génicas e a auséncimadmacao imunoistoquimica nao
significa auséncia de envolvimento génico. A agdlin imunoistoquimica da proteina p53
necessita de interpretacdo criteriosa, pois remstéalsos positivos e falsos negativos podem
acontecer. Estes resultados inconsistentes podeatr§miidos, principalmente, a complexa
biologia da proteina (QUEIROZ, 1997).

Com os nossos resultados, apesar de estarem ko aoom alguns autores, podemos
apenas sugerir que, no CBC do tipo superficiakg@aexistir um alto percentual de mutacao
desta proteina. Porém, grande nimero de tumoresareer avaliado, para que sé assim se
estabeleca a correlacao clinica desta proteinaocGBC.

A expressdo do Ki-67 nos fornece somente a infodimale a célula estar ou ndo no
ciclo celular, mas nada sobre a duracdo do sea ca&lular. Como este marcador reflete
apenas 0 momento da vida da célula, é possivelefgeminada neoplasia apresente alta taxa
de proliferacdo e um baixo percentual de célulastipas. Alguns trabalhos mostram que o
Ki-67 ndo sofre tantas influéncias de fatores masre externos, como o PCNA, sendo, por
iISSO, superior como marcador de proliferacdo ae{ARISAWA et al, 1999).

Nossos resultados mostram uma maior expressao Y Ko CBC nodular e
superficial, sendo que, neste ultimo, a marcacaai€mcorreu em apenas 40% (dois) dos
casos. Nos controles, ndo aconteceu qualquer nda.cRortanto, com estes resultados, nao
podemos afirmar, como na literatura, que o Ki-@#fémarcador que auxilia no diagndstico e
na gravidade do CBC (ANSARIN; DALIRI; SOLTANI-ARAB$AHI, 2006; ARISAWA et
al, 1999), devido a grande variacdo da sua expressalar.

O alto indice de positividade do PCNA encontrads mumores aqui estudados
também foi descrito por outros autores (ARISAW& al 1999; RODRIGUES-
VILLANUEVA et al 1995) e foi considerado causa de baixa sensitddidpara pesquisar
indice de proliferacdo, quando comparado com ou@rsadores.

Sem conhecer o exato momento do ciclo celular, é@3wssivel determinar se o
elevado numero de células PCNA positivas em umalasia é fruto do altéurnoverou se
indica uma grande proporcédo de células dividindersgrolongado ciclo celular.

Existe uma variacdo na intensidade de coloracd@élalas PCNA positivas que pode
ser atribuida a sua longa meia-vida. Devido a isiptidade de se saber se a célula com
coloragcdo menos intensa esté ciclando ou ndo, é&ridagjue se considerem todas as células
marcadas, independente da intensidade da colorg@bIAR, 1996; ARISAWA et al,
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1999), exatamente como foi 0 nosso procedimenta psaliar as células marcadas pelo
PCNA.

A utilidade e a confiabilidade destes biomarcaslastdo diretamente ligadas a sua
melhor caracterizagdo, com um maior numero de estgde correlacione a deteccdo destes
marcadores aos dados clinicos e a outros métodoswvdiacdo da proliferacdo, ja
padronizados, como a analise através da morfometria

No momento, parece que ainda ndo temos um testesaja totalmente confiavel e
conclusivo. Porém, os diversos marcadores anaisadste trabalho podem nos auxiliar na

analise sobre a gravidade dos trés subtipos dedgBiCstudados.
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7- CONCLUSOES

De acordo com os resultados imunoistoquimicos geesgao do p53, PCNA, Ki-67 e
Bcl-2, nas variantes morfeiforme, nodular e supiatfido Carcinoma basocelular e na pele
palpebral de pacientes livres da patologia, pod®seluir que:

e O Bcl-2 e a proteina p-53 apresentam uma tend@ac@adiagnostico de gravidade do
Carcinoma basocelular, sendo que a p-53 se expreasafortemente nos casos

menos invasivos.

e O Ki-67 tem um comportamento variavel, nos tiposCBC estudados, ndo podendo

ser considerado como indicador de prognéstico.

e A avaliacdo da proliferacdo celular pelo PCNA naonpte diferenciar o prognostico
dos tipos morfeiforme, nodular e superficial do CB@em mesmo da pele palpebral
de pacientes livres da doenga.
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8- PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista os resultados aqui alcancados, daté continuidade ao estudo com
aumento do nimero de pacientes (n), estudo monfimmétetalhado das células reagentes aos
marcadores e estudo dos linfocitos no sangue pevifédde portadores de CBC, através da
Citometria de fluxo.



ANEXO |
Paciente | Nome| S| Idade| Localizagédo Tamanho Variantgp-53 PCNA Ki-67 Bcl-2
1 WJS M| 49 Palpebra inf. E| 0,8 X 0,7 X 0}2Nod 4+ 4+ 4+ 3+
2 PMM | F | 93 Orelha direita 0,8 X 0,6 X 0,8Nod 4+ 4+ 0 4+
3 SZC F| 51 Asa nasal D. 0,9X0,8 X0}/Nod 4+ 4+ 4+ 4+
4 JGF M| 88 Dorso nasal D, 0,5X 0,3 X 0;2\od 0 4+ 0 3+
5 EAE F | 51 Dorso Nasal 0,8 X0,6 X 0,2Nod 4+ 4+ 4+ 4+
6 IT F | 62 Torax superior| 1,5 X 0,8 X 0,bSuperf 4+ 4+ 4+
7 JMSM | M| 64 Orelha direita 0,6 X 0,4 X 0,2Superf 4+ 4+
8 CFAM | F | 84 Dorso Nasal 0,6 X 0,3 X 0,4Superf 2+ 2+
9 DDK | M |53 Ombro E 1X0,9X0,5 | Superf 4+ 4+ 4+ 1+
10 VCAL | F | 66 Face 0,7 X 0,2 X 0,3 Superf 2+ 4+ 4+ 0
11 JOO M| 90 Orelha E. 0,8 X 0,6 X 0,2Morfeif 4+ 4+ 3+ 4+
12 RMB | M| 70 Orelha E. 1X0,8X0,4 | Morfeif 2+ 4+ 3+ 4+
13 GCF M| 59 Asa nasal D. 1 X 0,8 X 0,6 Morfeif 4+ 4+ 3+ 4+
14 RJA M| 60 Frontal D 0,8 X 0,8 X 0,2 Morfeif 0 4+ 0 3+
15 JCF F| 65 Ponta nasal 0,9 X 0,8 X Q,Morfeif 4+ 4+ 3+ 4+
16 MHBS | F Palpebra 4X2 Pélpebra 4+ 0
17 ICBS | F| 57 Palpebra 4X8 Pélpebra 4+ 3+
18 FAAA | F | 43 Pélpebra 4X1 Pélpebra | 1+ 4+ 0 0
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