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RESUMO GERAL

INTRODUCAO: O Cancer de pele (ndo melanoma) é uma lesdo com elevada prevaléncia,
sendo o Carcinoma Basocelular (CBC) o tipo mais frequente dessa neoplasia maligna.
Pesquisas recentes tém buscado biomarcadores moleculares para cancer, com enfoque no
metabolismo energético das células, destacando-se o Fator Induzido por Hipoxia, HIF-1.
OBJETIVOS: Avaliar a expressdo imuno-histoquimica do HIF-1a em CBC; correlacionar a
imunoexpressao do HIF-1a com tecido normal, subtipos histolégicos e parametros clinicos de
CBC. METODOLOGIA: A amostra foi constituida por 27 casos de CBC na regido de cabega
e pescoco, classificados conforme subtipo histologico. Realizou-se a avaliacdo imuno-
histoquimica pela técnica da Estreptoavidina-Biotina, com anticorpo HIF-1a (clone EP1215Y,
ABCAM®, diluigdo 1:100, recuperagdo antigénica com citrato pH6, Panela Pascal, Sistema
Envision Flex, incubacdo overnight). Foram analisados cinco campos de cada caso no aumento
de 400x, utilizando o programa Image J. Os testes estatisticos foram realizados com base nos
niveis de significancia de 5%, utilizando-se os testes de Mann-Whitney/Kruskall-Wallis.
RESULTADOS: Obteve-se imunoexpressao do HIF-1oa em todos os casos de CBC, 100%
(n=27), prevalecendo o subtipo nodular em idosos do sexo masculino e em face. Observaram-
se imunomarcacdo citoplasmatica fraca maior nas células das lesdes em face (51,3+£20,3)
(p=0,018) e auséncia de imunomarcacao citoplasmatica nas células das lesdes em nao face
(68,7£22,6) (p=0,015). Houve maior imunomarcagdo nuclear forte em células de CBC
comparativamente ao que foi observado nas células de pele normal (6,9+7,4) (p=0,036); maior
imunoexpressdo citoplasmatica fraca do HIF-la nas células das lesdes com margens
comprometidas (61,1+£10,4) (p=0,004); maior percentual de células sem imunomarcagao
citoplasmatica em lesdes com margens livres (56,0+23,2) (p=0,004); além de maior
imunoexpressdo citoplasmatica fraca em células de CBC com margens comprometidas,
comparando-se as células de pele normal e margens livres (61,1£10,4) (p=0,042). Nao houve
diferenga estatistica entre a imunomarcagdo do HIF-1a entre as células dos diversos subtipos,
bem como entre células de lesdes ulceradas e ndo ulceradas. CONCLUSAO: Houve
imunoexpressdo do HIF-1a em todos os casos de CBC da amostra analisada, sem diferenca
estatistica quanto ao subtipo histologico, com menor imunomarcacdo em células de tecido
epitelial normal. A imunoexpressao do HIF-1a, tanto nuclear quanto citoplasmatica pode ser
indicativo da participag@o dessa proteina nessas neoplasias, sugerindo possivel papel do HIF-
la nas carcinogénese do CBC.

Palavras-chave: Carcinoma Basocelular. Fator Induzido por Hipoxia. HIF-1. Hipdxia
Celular.



ABSTRACT

BACKGROUND: Skin cancer (non-melanoma) is a lesion with high prevalence, with the Basal
Cell Carcinoma (BCC) is the most common type of this malignancy. Recent research has sought
molecular biomarkers for cancer, with a focus on energy metabolism of cells, highlighting the
factor induced by hypoxia, HIF-1. To evaluate the immunohistochemical expression of HIF-1a,
in CBC; correlate the immunoreactivity of HIF-1a with normal tissue, histologic subtypes and
clinical parameters of CBC. METHODS: The sample consisted of 27 cases of BCC in the head
and neck region, classified as histologic subtype. Was performed immunohistochemical
assessment by the technique of streptoavidin-Biotin with HIF-1a antibody (clone EP1215Y,
ABCAM®, 1: 100 dilution, antigen retrieval with citrate pH6, Pascal Pan, System Envision
Flex, overnight incubation). five fields each case in 400x magnification were assessed, using
the Image J program Statistical tests were performed based on significance level of 5% using
the Mann-Whitney test / Kruskal-Wallis test. RESULTS: Obtained immunoreactivity of HIF-
la in all cases of BCC, 100% (n = 27), whichever is the nodular subtype in males and elderly
face. Observed was weak cytoplasmic immunostaining in cells of higher side lesions (51.3 +
20.3) (p = 0.018) and no cytoplasmic immunostaining of cells in lesions in non-face (68.7 +
22.6) (p = 0.015). Strong immunostaining was higher in nuclear BCC cells compared to that
observed in normal skin cells (6.9 £ 7.4) (p = 0.036); greater immunoreactivity weak
cytoplasmic HIF-1a in the lesions of the cells with positive margins (61.1 + 10.4) (p = 0.004);
higher percentage of cells with no cytoplasmic immunostaining in lesions with clear margins
(56.0 = 23.2) (p = 0.004); and greater weak cytoplasmic immunostaining in AML cells with
positive margins compared to the normal skin cells and free margins (61.1 = 10.4) (p = 0.042).
There was no statistical difference between the immunostaining of HIF-1a between cells of
different subtypes and between cells ulcerated and non-ulcerated. CONCLUSION: There was
immunoreactivity of HIF-1a in all cases of CBC sample analyzed, with no statistical difference
in the histological subtype, less immunostaining in normal epithelial tissue cells. The
immunoreactivity of HIF-1a, both as nuclear cytoplasmic may be indicative of the involvement
of this protein in these tumors, suggesting a role of HIF-1a in the CBC carcinogenesis.

KEYWORDS: Basal Cell Carcinoma. Factor Induced by Hypoxia. HIF-1. Hypoxia Mobile.
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1 INTRODUCAO GERAL

Cancer de Pele Nao Melanoma (CPNM) € o tumor maligno mais comum entre os seres
humanos (REHMAN et al., 2016). Conforme a revisdo sistematica de Tejera-Vaquerizo et al.,
2016, a incidéncia, morbidade e mortalidade de cancer de pele estdo aumentando, apesar dos
grandes avangos atuais. O nimero de casos novos de CPNM estimado para o Brasil, em 2016,
soma 80.850 entre os homens e 94.910 quanto as mulheres (INCA, 2016).

O CPNM ¢ encontrado em areas do corpo expostas ao sol, especialmente nas regides da
cabeca e do pescoco (WERMKER et al., 2015). Em relagdo ao acometimento, este cancer tem
relagdo diretamente proporcional com a quantidade de radiacdo ultravioleta e inversamente
proporcional ao grau de pigmentagdo da pele na populacdo (MEDEIROS et al., 2015).

Canceres de pele sdo principalmente divididos em Melanoma (CPM) e CPNM, sendo
este subdividido em Carcinoma Basocelular (CBC) e Carcinoma de Células Escamosas (CEC).
O tipo CPM ¢ responsavel pela maior parte dos casos com mortalidade, ao passo que o CPNM
¢ geralmente descrito como sendo indolente, porém, com caracteristicas localmente agressivas
que podem gerar sérios danos fisicos e psicologicos aos pacientes afetados (SUAREZ et al.,
2007, DEMIRSEREN et al., 2014). CEC ¢ derivado de queratindcitos da epiderme, tornando-
o mais maligno que CBC, crescendo e espalhando-se mais rapidamente (YU e LI, 2015).

Quanto a classificacio do CBC, Slater ¢ Walsh — do Royal College of Pathologists
(RCPs) — descreveram, em 2014, um conjunto de dados minimos para a comunicagao
histopatologica de CBC compativel com as diretrizes da Associagdo Britanica de Dermatologia.
Os padrdes de crescimento descritos incluem os subtipos: Nodular; Superficial;
Infiltrativo/Morfeico e Micronodular, juntamente com a presenga de componente escamoso de
malignidade (Carcinoma Basoescamoso). Foram observados, também, o acometimento de
margens cirurgicas e grau de profundidade da lesao.

A etiologia do cancer de pele ¢ multifatorial. Apenas um agente ou fator causador
isolado ndo pode ser claramente definido ou aceito, mas tanto fatores extrinsecos quanto
intrinsecos podem estar associados. Narayanan ef al. (2010) estudaram o papel das radiagdes
ultravioletas como fator de risco na patogénese do cancer de pele e citaram outros fatores:
estado de imunossupressao (uso de medicagdes imunossupressoras, transplantados e portadores
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida); sindromes genéticas (Xeroderma Pigmentoso,
Albinismo Oculocutaneo, Epidermodisplasia Verruciforme, Sindrome do Nevo Basocelular);
pessoas expostas a tratamentos clinicos dermatologicos (fototerapia e PUVA — terapia com

psoraleno associado a radiagdo ultravioleta, UV, tipo A); portadores de alguns virus (Papiloma
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Virus Humano — HPV, Virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV); exposi¢do a poluentes
ambientais e carcindgenos quimicos (Hidrocarbonetos Aromaéticos Policiclicos); radiagao
ionizante, raios X, radiagdo artificial; individuos tabagistas, etilistas e idosos; pessoas
leucodermas (com a pele clara, principalmente com olhos azuis, ou olhos castanho-claros,
cabelos loiros e ruivos); presenca de lesdes precursoras (dermatoses, queratoses, cicatrizes
cronicas); além de habitos alimentares e trabalho sob exposi¢ao solar prolongada.

A radiagdo ultravioleta (UV) ¢ o principal agente etioldgico do cancer de pele, devido
aos danos ao DNA e mutagdes genéticas, que, posteriormente, levam ao cancer de pele. O
estudo de Apalla et al. (2016) descreveu que as alteracdes cutaneas relacionadas a radiagdo UV
podem levar ao CBC cinco vezes mais frequentemente que ao CEC. O papel da radiagdo
ultravioleta na alteragdo do material genético estd bem definido no processo de carcinogénese

(FELLER et al., 2016, APALLA et al., 2016).

1.1 FATOR INDUZIDO POR HIPOXIA

O Fator Induzido por Hipdxia-1 (HIF-1) é uma proteina heterodimera (fator de
transcri¢do nuclear), dividida em 2 subunidades, alfa (o) e beta (). Em condi¢des de normoxia,
apos hidroxilacdo, os residuos de HIF-1 ligam-se a proteina supressora de tumor Von Hippel
Lindau (pVHL) e s@o rapidamente destruidos por ubiquitinagdo, degradadas por hidroxilagao
através dos dominios da prolina-hidroxilase (PHD) e, por fim, sofrem ubiquitinagdo via
proteassomo (PEREIRA et al., 2013).

Com o rapido crescimento tumoral e sua expansdo, as regides intratumorais podem
apresentar-se em hipoxia, que ¢ um estado caracterizado pela diminui¢do da tensdo de oxigénio
abaixo dos limites normais, e esta ¢ normalmente observada em diversos tipos de cancer (RYU
et al., 2010). Todas as células do corpo necessitam de oxigé€nio para realizar suas fungdes
metabodlicas normais, incluindo a etapa de fosforilacdo oxidativa. A capacidade de células
cancerigenas para se adaptar a hipdxia, quer transitoria ou prolongada, ¢ essencial para a
sobrevivéncia do tumor (PEREZ-SAYANS ez al., 2011, OLIVEIRA; RIBEIRO-SILVA, 2011).

A oxigenacdo em neoplasias sdlidas depende do suprimento de oxigénio e do seu
consumo pelas células tumorais. A hipdxia ¢ um fendmeno comum em vdrios tipos de
neoplasias malignas, contribuindo para a progressdo do cancer e a selecdo do fendtipo mais
agressivo. Um importante mecanismo para a adaptacdo as concentragdes de oxigénio reduzidas
no microambiente tumoral é a regulacdo do HIF-1 (PEREIRA et al., 2013).

O papel do HIF-1a na carcinogénese ¢ de sinalizar a mensagem de hipoxia para o nucleo
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da célula, promovendo uma resposta ao estresse hipoxico. Esta resposta envolve o controle de
mais de 100 genes associados com adaptagdo tumoral, tais como os genes que atuam na via
glicolitica e nas alteracdes no microambiente tumoral, através da estabilizagdo do pH e dos
mecanismos de angiogénese. A hipdxia ¢ uma marca caracteristica da agressividade de tumores
malignos, e a sinalizagdo de HIF-1a ¢ regulada positivamente em muitos tumores (OLIVEIRA;
RIBEIRO-SILVA, 2011).

Tem sido demonstrado que a expressdo do HIF-la tem um efeito significativo na
progressdo tumoral (PEREIRA et al., 2013). O estudo de Burrows et al. (2010) avaliaram a
imunoexpressao do Fator Indutor de Hipoxia (HIF) em carcinoma de tireoide. Eles confirmaram
que o HIF-1a ¢ regulado pelas condigdes de hipdxia e que corresponde a um sinal oncogénico
em muitos tumores solidos. Avaliou-se, entdo, a regulacdo da expressao génica de HIF-1a em
carcinomas primarios de tireoide e suas linhagens celulares. O HIF-1a nao foi detectavel em
tecidos de individuos normais, mas foi expresso em carcinomas da tireoide. Tumores
anaplasicos indiferenciados exibiam elevada expressao nuclear de HIF-1a. Concluiu-se, neste
estudo, que o HIF-1 ¢ funcionalmente expresso em cancer de tireoide e esta fortemente
associado a um fenotipo de doenga agressiva e resisténcia a terapéutica, o que pode ser
considerado um alvo para tratamentos mais eficazes.

Anam et al. (2015) estudaram a correlagdo entre HIF-1a e diversos canceres. Através de
uma metanalise, chegaram a conclusao de que o cancer de pulmao associa-se ao HIF-1a, bem
como o risco de cancer precoce, tanto em populacio caucasiana como asiatica. Pode, assim, o
HIF-1a ser um marcador prognostico para o cancer, mas fatores bioldgicos envolvidos na
progressao tumoral, como marcadores tumorais, ndo sao completamente compreendidos.

O presente estudo surge frente a necessidade de demonstrar a importancia de marcadores
tumorais no processo da carcinogénese humana, particularmente em CBC. Andlises imuno-
histoquimicas sdo Uteis para determinar se ocorre ou ndo aumento da producao de HIF-1a nos
casos de CBC. Atualmente, raros estudos neste sentido foram realizados. Os resultados obtidos
podem colaborar para um melhor entendimento de como ocorre a formagao e o crescimento
dessas entidades patologicas, podendo futuramente contribuir para o desenvolvimento de novas

formas de tratamento.

1.2 OBJETIVO GERAL

O proposito deste estudo foi analisar a imunoexpressdo do fator induzido por hipoxia

(HIF) em casos de Carcinoma Basocelular
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1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a imunoexpressao do HIF-1 em Carcinomas Basocelular através da técnica de
imuno-histoquimica;

Comparar a expressdo imuno-histoquimica do HIF-1 em células de CBC com células
de tecido epitelial normal.

Correlacionar a imunoexpressao do HIF-1 com os subtipos histologicos dos casos de
Carcinoma Basocelular;

Correlacionar a imunoexpressao do HIF-1 com os pardmetros clinicos dos casos de

Carcinoma Basocelular;
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RESUMO

INTRODUCAO: O Cancer de pele (ndo melanoma) é uma lesdo com elevada prevaléncia,
sendo o Carcinoma Basocelular (CBC) o tipo mais frequente dessa neoplasia maligna.
Pesquisas recentes tém buscado biomarcadores moleculares para cancer, com enfoque no
metabolismo energético das células, destacando-se o Fator Induzido por Hipoxia, HIF-1.
OBJETIVOS: Avaliar a expressdo imuno-histoquimica do HIF-1a em CBC; correlacionar a
imunoexpressdo do HIF-1a com tecido normal, subtipos histologicos e pardmetros clinicos de
CBC. METODOLOGIA: A amostra foi constituida por 27 casos de CBC na regido de cabega
e pescoco, classificados conforme subtipo histologico. Realizou-se a avaliagdo imuno-
histoquimica pela técnica da Estreptoavidina-Biotina, com anticorpo HIF-1a (clone EP1215Y,
ABCAM®, dilui¢do 1:100, Citrato pH6, Pascal, Sistema Envision Flex, overnight). Foram
analisados cinco campos de cada caso no aumento de 400x, utilizando o programa Image J. Os
testes estatisticos foram realizados com base nos niveis de significancia de 5%, utilizando-se
os testes de Mann-Whitney/Kruskall-Wallis. RESULTADOS: Obteve-se imunoexpressdao do
HIF-1a em todos os casos de CBC, 100% (n=27), prevalecendo o subtipo nodular em idosos
do sexo masculino e em face. Observaram-se imunomarcacao citoplasmatica fraca maior nas
células das lesdes em face (51,3£20,3) (p=0,018) e auséncia de imunomarcagao citoplasmatica
nas células das lesdes em ndo face (68,7+22,6) (p=0,015). Houve maior imunomarcagao
nuclear forte em células de CBC comparativamente ao que foi observado nas células de pele
normal (6,9+7,4) (p=0,036); maior imunoexpressao citoplasmatica fraca do HIF-1a nas células
das lesdes com margens comprometidas (61,1£10,4) (p=0,004); maior percentual de células
sem imunomarcac¢ao citoplasmatica em lesdes com margens livres (56,0+23,2) (p=0,004); além
de maior imunoexpressdo citoplasmatica fraca em células de CBC com margens
comprometidas, comparando-se as células de pele normal e margens livres (61,1£10,4)
(p=0,042). Nao houve diferenca estatistica entre a imunomarcacdo do HIF-1a entre as células
dos diversos subtipos, bem como entre células de lesdes ulceradas e ndo ulceradas.
CONCLUSAO: Houve imunoexpressio do HIF-1a em todos os casos de CBC da amostra
analisada, sem diferenga estatistica quanto ao subtipo histoldgico, com menor imunomarcag¢ao
em células de tecido epitelial normal. A imunoexpressdo do HIF-1la, tanto nuclear quanto
citoplasmatica pode ser indicativo da participacdo dessa proteina nessas neoplasias, sugerindo
possivel papel do HIF-1a na carcinogénese do CBC.

Palavras-chave: Carcinoma Basocelular. Fator Induzido por Hipoxia-1. HIF-1. Hipdxia
Celular.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pele ndo melanoma (CPNM) ¢ a neoplasia maligna mais frequente em
populacdes de pele clara em muitas partes do mundo, sendo o Carcinoma Basocelular (CBC) o
tipo mais comum deste cancer (1, 2). A incidéncia, morbidade e mortalidade de cancer de pele
estdo aumentando, apesar dos grandes avancos atuais (3). Segundo o INCA (4) na previsdo para
2016, o numero de casos novos de CPNM estimado para o Brasil, em 2016, ¢ de 80.850 entre
homens e de 94.910 entre as mulheres.

O CPNM ¢ normalmente encontrado em areas do corpo expostas ao sol, especialmente
nas regides da cabega e do pescoco (5). Este cancer tem relagdo diretamente proporcional a
quantidade de exposi¢do a radiagdo ultravioleta (UV) e inversamente proporcional ao grau de
pigmentacdo da pele no individuo (6). O CBC geralmente possui crescimento indolente, com
caracteristicas clinicas, como tamanho do tumor e presenga de ulceragdo (7).

Tumores so6lidos possuem uma particularidade importante de crescimento mesmo em
ambiente de hipoxia, isto €, com reduzida disponibilidade de oxigénio. A capacidade de células
cancerigenas para se adaptarem a hipoxia prolongada ou transitoria ¢ essencial para a sobrevida
do tumor (8, 9). As baixas concentracdes de oxigénio estimulam cascatas de vias moleculares,
resultando em angiogénese, glicolise e mudancas no ciclo celular. Nessas condi¢des, uma via
de sinalizacdo que envolve um regulador de resposta a oxigénio, chamado de Fator Induzido
por Hipdxia (HIF), ¢ ativada. Um importante mecanismo para adaptagdo as baixas

concentragdes de oxigénio é a expressao e ativacao do HIF-1. (10, 11).

O Fator Induzido por Hipdxia-1 (HIF-1) ¢ um fator transcricional com importante fun¢ao
na resposta adaptativa das células ao ambiente de hipoxia (12). Quando ativado, o HIF-1 se
desloca para o nucleo celular, induzindo a transcri¢ao de varios genes como resposta para evitar
a morte celular pela hipdxia tumoral. (13). A expressdo de HIF-1a pode, portanto, fornecer
informagdes valiosas para avaliar o prognostico tumoral (10).

Diante da escassez de estudos que evidenciem o papel do HIF-1 na biologia tumoral em
neoplasias de pele, o presente estudo busca analisar a participacdo do HIF-1a em CBC, suas
variantes clinicas e subtipos histopatoldgicos, além de comparar com o tecido epitelial normal,

visando a contribuir para o melhor entendimento deste cancer de pele.



22

2 METODOLOGIA

A pesquisa foi do tipo descritiva, transversal e intencional por intermédio de estudos

morfoldgico e imuno-histoquimico (imunoexpressao do fator induzido por hipoxia- HIF-1a) de

casos de CBC.

2.1 POPULACAO E AMOSTRA

A populagao alvo foi integrada por todos os casos de lesdes primarias de CBC em face
e em nao face (orelha e pescogo) do banco de dados de diagndsticos histopatologicos do
Laboratorio de Patologia da Santa Casa de Misericordia de Sobral, durante o periodo
compreendido entre outubro de 2013 a outubro de 2014.

Realizou-se um célculo estatistico com base em estudo prévio que observou 36 casos de
carcinoma espinocelular (14). Observou-se a imunomarcagao positiva para HIF-1a: sendo 54%
destes casos positivos para angiogenina, um fator angiogénico, ¢ 18% negativos (p=0,031).
Estimou-se que, em nossa pesquisa com 71 blocos de CBC, seria necessario avaliar um total de
27 casos, a fim de obter uma amostra com 80% de poder e 95% de significancia para o
comportamento biologico do HIF-1o em uma amostra de CBC pelo método de Fleiss.

O nimero de casos da amostra foi classificado conforme subtipos histologicos, sendo
CBC escamoso n=5 (18,5%), infiltrativo n=3 (11,1%), nodular n=8 (29,6%), so6lido n=7
(25,9%), solido-cistico n=4 (14,8%) (Tabela 1).

2.2 CRITERIOS DE SELECAO DA AMOSTRA

Foram incluidos no estudo os casos de espécimes da bidpsia com quantidade suficiente
de material disponivel nos blocos de parafina para analise imuno-histoquimica e com descri¢ao
completa do subtipo clinico de CBC.

Os casos selecionados apresentaram laudo histopatolégico devidamente preenchido
para anotagdo de dados de interesse sobre nimero do prontudrio, data de entrada no setor, data
do resultado, sexo do paciente, idade, local da lesdo, tipo de material, dados macroscopicos
(aspecto, dimensdes, numero de blocos de parafina) e dados microscopicos (nivel anatomico,
acometimento de margens cirirgicas, invasdo perineural, presenga de ulceragdo e de
componente escamoso de malignidade).

Foram excluidos, da amostra, os casos com quantidade insuficiente de material
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emblocado em parafina, tanto para estudo morfoldgico como para analise imuno-histoquimica,

bem como os casos que apresentaram os seus respectivos laudos incompletos.

2.3 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Seccdes de tecidos cortados a 3um de espessura, fixados em formalina e embebidos em
parafina foram montados em laminas de vidro previamente preparadas com adesivo a base de
organosilano (3- aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co®, St Louis, MO, USA). Os
cortes foram submetidos a imuno-histoquimica pela técnica da Estreptoavidina-Biotina
(Labeled StreptAvidin Biotin — LSAB). Esta técnica consistiu resumidamente nos seguintes
passos: passagem por trés banhos em xilol, durante dez minutos cada. Imersdo em trés
passagens de alcool absoluto durante 5 minutos. Lavagem em agua corrente e, logo apds, uma
passagem em agua destilada. A recuperagdo antigénica foi realizada com citrato pH 6.0, por 30
minutos a 99°C, na panela Pascal. Bloqueio da peroxidase foi com perdxido de hidrogénio a
3% durante 10 minutos, & Temperatura Ambiente (TA). Em seguida, realizou-se a incubagao
com o anticorpo monoclonal anti HIF-1 alpha (clone EP1215Y, ABCAM®, Cambridge, MA,
USA), overnight, na diluicdo de 1:200, e, posteriormente, lavadas com solu¢do de tampao
fosfato-salino, PBS (phosphate buffered saline).

As amostras foram incubadas com o anticorpo secundério Sistema Envision Flex
(DAKO®, Carpinteria, CA, USA) por 10 minutos a TA. Em seguida, foi feita a incubacdo em
solugdo cromoégena preparada com DAB, durante 10 minutos em camara escura (DAKO®,
Carpinteria, CA, USA). Posteriormente, os espécimes foram lavados em agua corrente e, em
seguida, com dgua destilada. A contracoloracao foi realizada com hematoxilina e depois foram
desidratados em 4lcool e diafanizadas em xilol. Como controle positivo, utilizou-se
Adenocarcinoma de Mama, ao passo que o controle negativo foi obtido excluindo-se a

aplicacdo do anticorpo primario.

2.4 ANALISE DO PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO

Ap0s a realizagdo da fase laboratorial, as laminas de cada espécime foram analisadas
sob microscopia de luz. O examinador ndo teve acesso aos dados clinicos (subtipo histolégico)
da lesdo analisada. Sob o aumento de 400x foram selecionados cinco campos aleatoriamente e
cada um desses campos foi fotomicrografado com o auxilio de uma camera acoplada ao

microscopio (Leica Microsystems). As imagens obtidas foram transferidas para um computador
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e do programa Imaging Processing and Analysis in Java (Image]®, versdo 1.4.3.67, National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). Em cada um dos cinco campos
fotomicrografado, foi realizada a contagem de todas as células imunomarcadas. Considerou-se
como imunomarca¢do para o HIF-la as células que exibiram coloragdo nuclear ou
citoplasmatica acastanhada, independente da intensidade de imunomarcacao (adaptado de 15).
Para cada caso, foi estabelecida uma média de células imunopositivas para posterior
comparagao.

Na avaliagdo qualitativa da imunomarcacdo para o HIF-la, a intensidade da
imunomarca¢do foi descrita e dividida em: nucleos fortemente imunomarcados, nucleos
fracamente imunomarcados, auséncia de imunomarcacdo nuclear; citoplasmas com
imunomarcag¢ao para o HIF-1a forte, moderada, fraca e auséncia de imunoexpressao, (adaptado
de 15).

O procedimento de contagem foi realizado por um tUnico observador previamente
calibrado para reconhecimentos dos padrdes de imunomarcacao nuclear, forte, fraco e ausente;

e citoplasmatico forte, moderado, fraco ou ausente.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Apos a andlise quantitativa, os dados coletados foram submetidos a anélise estatistica, a
fim de testar as hipoteses levantadas e foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 17.0, no qual as analises foram
realizadas considerando uma confianca de 95%.

Os dados categoéricos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e
os dados quantitativos em forma de média e desvio-padrdo. A comparacdo entre grupos do
percentual de células exibindo os diferentes padrdes de imunomarcacao foi realizada utilizando
o teste de Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis (dados ndo paramétricos, teste de Kolmogorov-

Smirnov).

2.6 IMPLICACOES ETICAS

Apos a apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Vale do

Acarat (UVA), esta pesquisa foi aprovada, sob o CAAE: 48759915.4.0000.5053.
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3 RESULTADOS

Um total de 27 casos de CBC foi obtido neste estudo. O subtipo histologico nodular foi
notificado como a maioria dos casos, sendo 8 casos deste subtipo (29,%), seguido por 7 casos
de CBC solido (25,9%), 5 escamoso (18,5%), 4 sélido-cistico (14,8%) e 3 infiltrativo (11,1%)
(Tabela 1). Dentre todos os casos, 18 casos acometeram pacientes do sexo feminino (66,7%) e
9 casos acometeram individuos do sexo masculino (33,3%). A média de idade foi 69,5 (£16,5
anos), sendo 13 casos (48,1%) em pacientes com até¢ 70 anos e 14 casos em pacientes com mais
de 70 anos (51,9%). O local de acometimento mais comum foi em face, n=21 (77,8%), ¢ em
nao face, n=6 (22,2%) (Tabela 2).

Quanto a imunomarcacao do HIF-1a, todos os casos da amostra analisada, n=27 (100%)
exibiram imunexpressdo do HIF-la, independentemente da localizagdo nuclear ou
citoplasmatica. Analisando a imunoexpressao da proteina HIF-1a em face e em ndo face,
observa-se que a imunomarcagdo citoplasmatica fraca (Figura 1) foi maior nas células das
lesdes em face (51,3+£20,3) quando comparadas as das lesdes ndo face (28,7+22,1), com
diferenga estatistica significante (p=0.018). Ademais, houve maior percentual de células sem
imunomarcag¢ao citoplasmatica nas lesdes ndo face (68,7+22,6), em relagdo as lesdes em face
(46,4+20,2), com diferenca significativa (p=0.015) (Tabela 3).

Comparando-se a marcacdo imuno-histoquimica do HIF-la em CBC com margens
livres as células de pele normal, verificou-se que a imunomarcagao nuclear forte (veja a Figura
2) do HIF-1a em células tumorais (6,9+7,4) foi maior em relagdo as células de pele ndo lesional
(Figura 3) (2,7+1,2), com diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0.036)
(Tabela 4).

Avaliando-se o comprometimento de margens cirurgicas, 20 amostras (74,1%)
apresentavam margens livres, ao passo que 7 amostras (25,9%), margens comprometidas.
Verificou-se um maior niimero de células com imunoexpressao citoplasmatica fraca do HIF-1a
nas células das lesdes com margens comprometidas (61,1£10,4), quando comparadas as das
lesdes com margens livres (41,6+23.,4) (p=0.004), além de maior percentual de células que nao
expressavam HIF-1a no citoplasma para as lesdes com margens livres (56,0+23,2) (p=0.004)
(Tabela 5).

Adicionalmente, comparando-se imunomarca¢do do HIF-1a em células de pele normal,

de CBC com margens livres e de CBC com margens comprometidas, observou-se maior
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imunoexpressdo citoplasmatica fraca do HIF-la em células de CBC com margens
comprometidas (61,1+10,4) (p=0,042) (Tabela 6).

Quanto a presenga de ulceracdo nas lesdes de CBC, ndo se evidenciou diferenga
estatistica na imunoexpressao nuclear em células das lesdes ulceradas comparadas as das lesdes
sem ulceracdo, tanto imunoexpressao fraca (p=0,195), quanto imunomarcagao forte (p=0,716)
e auséncia de imunomarcagdo (p=0,195). Também nao houve diferenca estatistica na
imunomarcagdo citoplasmatica para o HIF-1a nas células das lesdes ulceradas comparadas as
das lesdes sem ulceracdo: imunomarcagdo forte (p=0,865), imunomarcacdo moderada
(p=0,368), fraca (p=0,422) e ausente (p=0,318) (Tabela 7).

Avaliando-se a imunoexpressao citoplasmatica do HIF-1a entre as células dos diversos
subtipos de CBC, ndo houve diferenca estatistica entre o percentual de células imunomarcadas:
imunomarcag¢do forte (0,1 a 0,5; p=0,698), imunomarcagdo moderada (0,8 a 3,4, p=0,298),
imunomarcag¢do fraca (30,9 a 55,1; p=0,171) ou auséncia de imunomarcagdo (42,5 a 65,5;
p=0,188). Da mesma forma, avaliando-se imunomarca¢do nuclear, também nao houve
diferenga estatistica entre o percentual de células imunomarcadas entre os subtipos:
imunomarcagdo forte (3,9 a 11,5; p=0,753), imunomarcacao fraca (48,7 a 81,3; p=0,254) ou
auséncia de imunomarcacao (14,8 a 39,8; p=0,476) (Tabela 8).

4 DISCUSSAO

O Cancer de Pele Nao Melanoma ¢ uma lesdo com elevada prevaléncia, sendo o CBC o
tipo mais frequente dessa neoplasia maligna, acometendo principalmente pessoas leucodermas
(16,17). A carcinogénese ¢ um processo complexo e varias proteinas relacionadas a este
processo tém sido estudadas no CBC. Porém, até entdo, ndo ha estudos descritos na literatura
do HIF nestas lesdes (18,10). O HIF ¢ uma proteina heterodimera composta por duas
subunidades, HIF-1a e HIF-1p (expressa constitutivamente), sendo aquela ativada em meio a
hipoxia celular. (19).

A presente pesquisa avaliou quantitativa e qualitativamente a imunoexpressao da
proteina HIF-1a em células de CBC, correlacionando com parametros clinicos dos pacientes
portadores da lesdo. Os dados clinicos deste estudo mostraram predominancia no sexo
feminino, n=18 (66,7%), em idosos (69,5+16,5 anos), acometendo principalmente a face, n=21
(77,8%) (Tabela 2). Quanto ao sexo, estudos sugerem que o CBC ¢ mais prevalente no sexo
masculino, diferente desta pesquisa. Quanto a idade e a localizagdo, observou-se maior

incidéncia em idosos ¢ em face, corroborando aos autores com resultados semelhantes (20, 21,
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22).

Com relagdo ao subtipo de crescimento do CBC, o mais frequente nesta pesquisa foi o
nodular, n= 8 (29,6 %), concordando com outros estudos (20, 21, 22) (Tabela 1). Este dado
pode ser justificado pelo aspecto visual do subtipo nodular, apresentando-se clinicamente com
aumento de volume, formato arredondado, bordos definidos, aspecto perolaceo, com
telangiectasias exofiticas, o que facilita a visualizagdo e a identificagdo, propiciando assim o
diagnéstico e aumento da incidéncia (23, 24).

A andlise imuno-histoquimica do presente estudo demonstrou que todos os casos
analisados de CBC apresentaram imunomarcacdo positiva para HIF-1la (n=27, 100% da
amostra). Vasconcelos et al (2015) analisaram 57 casos de CEC oral ¢ evidenciaram células
imunopositivas para HIF-1a, confirmando imunomarcacdo positiva de HIF-1a em 100% dos
casos (15). Outro estudo observou em 70% dos casos imunoexpressao do HIF-1a de carcinoma
de pulmdo ndo pequenas células (25). Esses resultados sugerem que o HIF-1a pode ser um
imunomarcador util para alguns canceres, inclusive CBC.

Analisando a imunoexpressao de HIF-la em neoplasias malignas, 216 pacientes
portadores de CRC apresentaram imunomarca¢do positiva por HIF-la, principalmente no
citoplasma (26). Em nosso estudo, analisando o padrdo de imunomarcacao citoplasmatica de
HIF-1a versus localizagdo da lesdo, observamos maior ntimero de células com imunomarcagao
citoplasmatica fraca em lesdoes em face (51,3420,3) quando comparadas & imunomarcag¢ao em
células de lesdes ndo face (28,7+£22,1), p=0.018 (Tabela 3). Além disso, nas lesdes em ndo face,
houve maior percentual das células sem imunomarcagdo citoplasmatica (68,7+£22.6), p=0.015
(Tabela 3). A elevada imunoexpressdo do HIF-1a nas lesdes em face pode sugerir maior
agressividade dessas lesdes. Tal fato pode ser associado a maior exposicdo deste local a
radiacdo ultravioleta, o principal fator de risco no desenvolvimento do CBC (24, 27). Outro
estudo, também com CBC, porém com o marcador tumoral COX-2 e CXCR-4, verificaram
maior agressividade tumoral induzida por radiagdes UV (28).

Em uma revisdo sistemadtica e metanalise entre estudos de expressdo de HIF-la em
Carcinoma de Células Renais, encontraram-se 4 estudos de expressao nuclear de HIF-1a (29).
Analisando a imunoexpressao nuclear de HIF-1a nesta pesquisa, observamos que as lesdes de
CBC exibiram maior percentual de células com forte imunomarcagdo nuclear para HIF-1a
(6,9+£7.4), comparado as células de pele normal com forte imunomarcacao nuclear (2,7+1.2),
sendo p=0.036 (Tabela 4). Este resultado condiz com o fato de que o HIF-1a ¢ ativado em meio
de hipoxia tumoral, desloca-se para o ntcleo celular, propiciando a sobrevida celular em meio

adverso, podendo assim estar envolvido na carcinogénese (10, 18).
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Quanto ao acometimento de margens cirirgicas, houve maior percentual de células com
imunomarcagdo citoplasmatica fraca do HIF-la em lesdes de CBC com margens
comprometidas (61,1+10,4), p=0.004 e maior percentual de células sem imunomarcagdo
citoplasmatica nas lesdes CBC com margens livres (56,0+23,2), p=0.004 (Tabela 5). Quanto as
variaveis imunoexpressao do HIF-1a em células de CBC com margens livres, células de CBC
com margens comprometidas e células de pele normal, observa-se que ¢ maior o percentual de
células tumorais imunomarcadas nas lesdes com margens comprometidas (61,1+10,4), com
diferenga estatistica (p=0,042) (Tabela 6). As regides tumorais de margens comprometidas
devem possuir células com capacidade de crescer em microambiente de hipoxia, assim, podem
ativar o HIF-10, favorecendo a imunoexpressao desta proteina em tais células.

A pesquisa com o marcador tumoral COX-2 em CBC concluiu uma relagdo direta entre
a profundidade de invasdo tumoral, acometimento de margens e a elevada expressdo de tal
marcador (28). Isto sugere que a presenga de margens histologicamente comprometidas pelas
células malignas favorece a imunoexpressdo de marcadores tumorais, propiciando pior
prognostico. Ademais, o maior percentual de células nas lesdes CBC com margens livres sem
imunomarcag¢ao citoplasmatica pode indicar que embora do ponto de vista cirargico as lesdes
sejam consideradas com margens livres, podem ainda apresentar indicios de células neoplésicas
nas suas margens, podendo recidivar e/ou interferir no prognostico da lesao.

Quanto a presenca de ulceragdo, ndo houve diferenga estatistica entre a imunoexpressao
nuclear do HIF-1a em células de lesdoes CBC ulceradas e ndo ulceradas, tanto forte quanto fraca;
logo, ndo se pode associar a imunoexpressao para o HIF-1a com a presenga de ulceragdo nas
lesoes de CBC analisadas (Tabela 7). Outro estudo (20) avaliando a imunoexpressao de Ki67
como marcador biolégico de CBC, também nao encontrou associagdo estatistica entre CBC e
presenca de ulceracao.

Avaliando-se os diversos subtipos histologicos de CBC, observamos que a presenca de
um determinado subtipo parece ndo influenciar na imunoexpressao para o HIF-1a. Nao se
evidenciou diferenca estatistica na presente pesquisa com relagdo a variavel subtipo histologico,
contudo, ¢ valido ressaltar que o subtipo infiltrativo destacou-se por grande percentual de
células com imunoexpressao nuclear fraca pelo HIF-1a (81,3+£10,4), p=0,254 (Tabela 8). Este
resultado difere da pesquisa (28) que avaliou a imunoexpressao do CXCR-4 em 38 casos de
CBC, no qual encontrou uma significativa expressao de tal marcador, especialmente no subtipo
infiltrativo do CBC. Esse fato pode decorrer provavelmente pela via de ativagdo diferente entre

esses marcadores.
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Houve também destaque para o padrao de crescimento com componente escamoso, com
elevado percentual de células com imunomarcagdo nuclear forte pelo HIF-1a (11,5+13,0),
contudo, sem significancia estatistica, p=0.753 (Tabela 8). A presenca do componente
escamoso na lesdo CBC (histologicamente semelhante ao CEC) poderia apresentar maior
agressividade, contudo nesta pesquisa, a imunoexpressdo do HIF-la parece ndo estar
relacionada a diferenciagao celular (5, 30, 31).

Apesar da escassez de trabalhos envolvendo HIF-la e o CBC, o presente estudo
observou a imunoexpressao desta proteina nos CBC, analisados além da diferenca importante
na imunomarcag¢ao do HIF-1a nas lesdes CBC comparadas ao tecido epitelial normal, sugerindo
que o Fator Induzido por Hipdxia pode estar envolvido na carcinogénese do CBC. Contudo,
mais estudos sdo necessarios para comprovar a real participacdo do marcador no Carcinoma

Basocelular.

5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que houve expressdo
imuno-histoquimica da proteina HIF-1a em células de todas as lesdes de CBC analisadas,
independentemente de parametros clinicos e/ou subtipos histologicos; além de maior
imunomarca¢do do HIF-1a nas células de CBC que nas células de tecido epitelial normal. Os
dados obtidos na presente pesquisa futuramente podem embasar uma possivel participacdo de
HIF-1a como marcador de lesdes CBC, auxiliando o diagndstico precoce, acompanhamento e
tratamento adequados. E coerente destacar que ainda sdo necessarios mais estudos para elucidar

a real participa¢do do HIF-1a em CBC.
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APENDICE A —- TABELAS

Tabela 1: Divisdo de casos de CBC da amostra analisada.
Percentual de células

n (amostra)

%

Casuistica 27 100.0
Subtipo

Escamoso 5 18.5
Infiltrativo 3 11.1
Nodular 8 29.6
Solido 7 25.9
So6lido-Cistico 4 14.8

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Tabela 2: Caracterizagao clinica da amostra de CBC analisada.

Casuistica n %
Feminino 18 66.7
Masculino 9 33.3
Idade (Média = 69.5£16.5)

Até 70 anos 13 48.1
Mais de 70 anos 14 51.9
Localizacgéo

Face 21 77.8
Naio face 6 22.2
Margens

Livres 20 74.1
Comprometidas 7 259
Ulceracio

Nao 16 59.2
Sim 11 40.8

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Tabela 3: Imunoexpressdo do HIF-1a em relagdo a localizagdo da lesdo.

Percentual de células

Nicleo Citoplasma
n % Forte Fraco Ausente Forte Moderado Fraco Ausente
Localizacgao
Face 21 77.8 5.7£3.4 69.1+13.3 25.1+12.3 0.2+04 2.2+2.1 51.3£20.3* 46.4+20.2
Nio face** 6 222 9.9+19 49.4428.7 40.7£33.1 0.1£0.2 2.6+1.7 28.7+22.1 68.7+£22.6*
p-Valor® 0.550 0.157 0.476 0.670 0.712 0.018 0.015

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Notas: “Teste de Mann-Whitney;
*p<0.05. Dados expressos em forma de média + desvio-padrao;
**Nao Face: Orelha e pescoco.
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Tabela 4: Imunoexpressdo do HIF-1a em lesdo CBC/Pele normal da amostra analisada.
Percentual de células

Nicleo Citoplasma
n % Forte Fraco Ausente Forte Moderado Fraco Ausente
Casuistica 27 100.0 8.0+8.9 63.5+20.3 28.6+21.3 0.2+0.6 2.5+2.2 49.8423.6 47.44+23.7
Lesdao CBC 20 778 6.9£7.4*% 62.5£21.4 30.5£22.1 0.2+£0.4 2.2+2.0 41.6+23.4 56.0+23.2
(margem livre) '
Pele Normal 6 222 2.7+£1.2 66.4+24.8 30.9+24.4 0.8+1.0 1.9+1.8 48.5+13.3 48.8+15.7
p-Valor® 0.036 0.620 0.884 0.268  0.600 0.466 0.662

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
Notas: *Teste Kruskall-Wallis;
*p<0.05. Dados expressos em forma de média + desvio-padrio

Tabela 5: Avaliagdo da marcagdo imuno-histoquimica do HIF-1a nas Margens cirtrgicas de CBC da amostra.

Percentual de células

Nucleo Citoplasma
n % Forte Fraco Ausente Forte Moderado Fraco Ausente
Margens
Livres 20 74.1 6.9£7.4 62.5+£21.4 30.5£22.1 0.2+0.4 2.2+2.0 41.6£23.4 56.0£23.2*
Comprometidas 7 259 6.8£3.5 69.0+14.1 24.3+11.1 0.0+0.1 2.4+£1.8 61.1+£10.4* 36.4+11.9
p-Valor® 0.935 0.808 1.000 0.533  0.400 0.004 0.004

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
Notas: *Teste de Mann-Whitney;
*p<0.05. Dados expressos em forma de média + desvio-padrio

Tabela 6: Imunoexpressdo do HIF-1a em margens de CBC x Pele Normal da amostra analisada.

Percentual de células

Nucleo Citoplasma
n % Forte Fraco Ausente Forte Moderado Fraco Ausente
Pele normal 6 182 3.4+3.5 60.8+28.9 35.8+28.0 0.8+1.1 2.5+1.9 43.7£16.8  53.0£19.2

Lesao CBC com
margens livres
Lesao CBC com

20 60.6 6.9+7.4 62.5+21.4 30.5+22.1 0.2+0.4 2.2+2.0 41.6+£23.4 56.0+23.2

margens 7 212 6.843.5 69.0+14.1 24.3+11.1 0.0+0.1 2.4+1.8 61.1+£10.4* 36.4+11.9
comprometidas
p-valor® 0.167  0.685 0.570 0.500 0.871 0.042 0.062

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
Notas: “Teste Kruskall-Wallis;
*p<0.05. Dados expressos em forma de média + desvio-padrio



Tabela 7: Marcagdo imuno-histoquimica do HIF-1a em CBC, avaliando-se a ulcerago.

Percentual de células

Nucleo Citoplasma
n % Forte Fraco Ausente Forte Moderado Fraco Ausente
Ulceracio
Nio 16 592 8.3+0.9 58.7£23.0 33.1£25.0 0.3£0.6 3.0+2.4 52.4422.0 44.4422.5
Sim 11 40.8 7.5£9.2 70.4£13.8 22.0£12.5 0.2£0.5 1.9+1.6 46.1£26.2 51.8+£25.9
p-Valor® 0.716  0.195 0.195 0.865 0.368 0.422 0.318
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
Notas: *Teste de Mann-Whitney
Tabela 8: Imunoexpressdo do HIF-1a entre subtipos de CBC.
Percentual de células
Nicleo Citoplasma

n % Forte Fraco Ausente Forte Moderado Fraco Ausente
Subtipo
Escamoso 5 185 11.5+£13.0 48.7428.4 39.8£33.6 0.1+0.2 3.4£3.0 30.9+23.2 65.5+24.6
Infiltrativo 3 11.1 3.9433 81.3£10.4 14.848.7 0.5+0.9 1.842.2 55.1+33.7 42.5432.0
Nodular 8 296 5.9£3.2 66.3+£19.2 27.8+18.5 0.1+0.1 2.4+£1.6 53.3+£20.8 44.2421.1
Sélido 7 259 6.3+£1.3 65.849.3  28.1£10.5 0.1+0.1 0.9+0.4 45.1¢4.2  52.6+4.2
Solido-Cistico 4 14.8 5.6£3.9 63.3£9.5 31.2+£11.6 0.1+0.1 0.8+0.7 39.1+£21.6 60.0+£21.2
p-Valor® 0.753 0.254 0.476 0.698  0.298 0.171 0.188

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
Notas: *Teste Kruskall-Wallis
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APENDICE B — FIGURAS

Figura 1

Fotomicrografia exibindo imunoexpressao citoplasmatica fraca do HIF-1a em CBC sélido-cistico (400X)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Fotomicrografia evidenciando imunomarcagdo nuclear forte do HIF-1a em CBC com componente escamoso

(400X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Figura 3

Fotomicrografia mostrando imunoexpressao do HIF-1a em tecido epitelial normal (400X).

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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CONCLUSAO GERAL

Apesar da escassez de trabalhos envolvendo HIF-1a e o CBC, o presente estudo revelou
a imunomarcagao desta proteina nos CBC analisados, tanto imunomarcagdo nuclear quanto
citoplasmatica, independentemente de sexo, idade e localizacdo anatdmica, acometimento de
margens, presenga de ulceracdo ou subtipo histoloégico. Observou-se, ainda, a diferenga
importante na imunomarca¢do do HIF-1a nas lesdes CBC comparadas ao tecido epitelial
normal, sugerindo que o Fator Induzido por Hipoxia pode estar envolvido na carcinogénese do
CBC.

Nosso estudo sugere que o HIF-1a pode ser elencado como um possivel marcador
tumoral para CBC. Portanto, sugere-se que a superexpressdo desta proteina pode estar
relacionada a malignidade. Contudo, mais estudos sdo necessarios para comprovar a real

participag@o deste possivel marcador no Carcinoma Basocelular.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMUNOEXPESSAO DO FATOR INDUTOR DE HIPOXIA (HIF-1) EM CARCINOMA
BASOCELULAR E SEUS SUBTIPOS CLINICOS

Pesquisador: Catarina Maria de Sena

Area Tematica:

Verséao: 2

CAAE: 48759915.4.0000.5053

Instituicao Proponente: Universidade Estadual Vale do Acaradi - UVA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.385.271

Apresentacao do Projeto:

A presente pesquisa consistird de uma andlise descritiva, transversal e intencional por intermédio de
estudos morfologico e imuno-histoquimico

(expressao do fator induzido por hipoxia- HIF-1) nos casos de Carcinoma Basocelular. A populacao alvo
serao todos os casos de carcinomas

basocelular em cabeca e pescoco dos pacientes do banco de dados de diagndsticos histopatoldgicos do
Laboratdrio de Patologia da Santa Casa de

Misericordia de Sobral, dentre o periodo compreendido entre o inicio de outubro de 2013 ao final de outubro
de 2014.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O propdsito deste estudo € analisar a imunoexpressao do fator indutor de hipoxia (HIF) nos casos carcinoma
basocelular, buscando marcadores de progndstico para o cancer de pele.

Objetivo Secundario:

« Avaliar a expressao da proteina HIF-1 em Carcinomas Basocelular através da técnica de imuno-
histoquimica;+ Correlacionar a expressao da

proteina HIF-1 com os subtipos histoldgicos dos casos de Carcinoma Basocelular;+ Correlacionar a
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Continuacao do Parecer: 1.385.271

expressao da proteina HIF-1 com os parametros
clinicos dos casos de Carcinoma Basocelular;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos informados: Descoberta de relacao nula entre a imunoexpressao do biomarcador HIF-1 em Cancer
Basocelular.

Beneficios: Descoberta de biomarcadores cancerigenos;Descoberta de novas estratégias terapéuticas.
Observa-se que os riscos informados nao estao relacionados aos participantes do estudo mas sim aos
resultados do estudo. De todo modo, observa-se que os riscos sao minimos e que os beneficios embora
indiretos, sobrepoe aos riscos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € relevante pois favorece a melhor compreensao acerca do crescimento do Carcnoma
Basocelular,guiando novas estratégias terapéuticas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Os termos obrigatdrios estao presentes e redigidos de modo a permitir apreciacéao ética.

Recomendacodes:

Apos conclusao da pesquisa enviar relatorio final atraves da aba notificacoes desta plataforma.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendencia

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Apos apresentacao e discussao do parecer pelo relator, decidiu-se por aprovar o protocolo de pesquisa de
modo ad referendum do colegiado do CEP/UVA, considerando que as pendéncias foram atendidas na
integra. O(a) pesquisador(a) deverd atentar para a necessidade de enviar relatorio final apos a conclusao do
estudo através da aba notificacao desta Plataforma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 23/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_575419.pdf 23:54:41
TCLE/ Termos de | SolicitacaodedispensaparaTCLEUVA.pd[ 23/11/2015 |Catarina Maria de Aceito
Assentimento / f 23:54:15 [Sena
Justificativa de

Endereco: Av Comandante Mauroce€lio Rocha Ponte, 150

Bairro: Derby CEP: 62.041-040
UF: CE Municipio: SOBRAL
Telefone: (88)3677-4255 Fax: (88)3677-4242 E-mail: uva_comitedeetica@hotmail.com

Pdgina 02 de 03



e o
Lo UNIVERSIDADE ESTADUAL £~ Plabaforma
m-_-,_,..i VALE DO ACARAU - UVA asil
Continuacao do Parecer: 1.385.271
Auséncia SolicitacaodedispensaparaTCLEUVA.pd| 23/11/2015 |Catarina Maria de Aceito
f 23:54:15 [Sena
Cronograma CronogramaparaUVA231115.pdf 23/11/2015 |Catarina Maria de Aceito
23:53:09 [Sena
Projeto Detalhado / | projetoparacomitedeeticauva.doc 23/11/2015 |Catarina Maria de Aceito
Brochura 23:52:45 |Sena
Investigador
Orcamento orcamentouva.pdf 26/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
11:34:51  |Sena
Declaracao de declaracaodepesquisadoresuva.pdf 26/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
Pesquisadores 11:32:22 | Sena
Folha de Rosto folhaderostouva.pdf 26/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
11:29:29 |Sena
Declaracao de cartadeautorizacaoleila.pdf 21/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
Instituicao e 13:22:41 Sena
Infraestrutura
Declaracao de termodefieldepositariodraleila.pdf 21/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
Manuseio Material 13:21:55 |Sena
Biolagico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de | Termo_de_assentimento_dr_derwal.pdf | 21/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
Assentimento / 13:17:55 |Sena
Justificativa de
Auséncia
Declaracao de Declaracao_de_instituicao_dr_vicente.p | 21/08/2015 |Catarina Maria de Aceito
Instituicao e df 13:17:34 |Sena
Infraestrutura

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

SOBRAL, 07 de Janeiro de 2016

Assinado por:

Maristela Ines Osawa Chagas

(Coordenador)

Endereco: Av Comandante Mauroce€lio Rocha Ponte, 150

Bairro: Derby

CEP: 62.041-040

UF: CE Municipio: SOBRAL
Telefone: (88)3677-4255 Fax: (88)3677-4242 E-mail:
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ANEXO B — CANCER EPIDEMIOLOGY BIOMARKERS AND PREVENTION

< Return to General AACR Journals' Instructions for Authors Cowicas

Cancer Epidemiology,

(CEBP): INSTRUCTIONS FOR AUTORS

Biomarkers & Prevention (CEBP):
Instructions for Authors

Scope

Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention (CEBP) publishes original peer-reviewed, population-based research on

cancer etiology, prevention, sunillance, and sunivorship. The following topics are of special interest: descriptive,
analytical, and molecular epidemiology; biomarkers including assay development, validation, and application;

chemoprevention and other types of prevention research in the context of descriptive and obsenational studies; the role of

behavioral factors in cancer etiology and prevention; sunivorship studies; risk factors; and the science of cancer health
disparities. Besides welcoming manuscripts that address individual subjects in any of the relevant disciplines, CEBP
editors encourage the submission of manuscripts with a transdisciplinary approach.

w

S

)

. Epidemiology

Submissions related to descriptive and analytic studies of human cancer and related disorders as well as
studies describing new methods in relevant areas. We also welcome statistical methods and
computational models as related to epidemiology, the use of biomarkers for measuring exposure or
characterizing disease or precursor conditions, or cancer prevention.

. Genetic & Molecular Epidemiol

Submissions that include studies of families or unrelated individuals that examine DNA-based or other
molecular exposures in relation to cancer.

. Nutrition & Ener?y Balance

Submissions on all aspects of nutrition and energy balance and human cancer, including population
stu'g;es and experimental human feeding and exercise trials, as well as studies describing new methods
in relevant areas.

. Methods & Models

Submissions related to statistical methods or computational models in cancer research. The methods or
models should be related to epidemiology; the use of biomarkers for measuring exposure or
characterizina disease or precursor conditions; or cancer prevention.

. Biomarkers, -Omics & Systems Biology

Submissions related to all aspects of the development of biomarkers and the use of -omics approaches
for risk, screening, early detection, diagnosis, and molecular classification of human cancer, as well as
stud|es describina new methods in relevant areas.

&Bi

Submnssmns that mcorpovate any aspects of methodologies for the collection, storage, management, and
distribution of Udo?:gg;samples in studies of cancer in humans, as well as studies describing optimal
conditions and relevant areas of biospecimen science.

. Screening & Early Detection

Submissions related to all aspects of the biology of screening and early detection of cancer in humans,
as well as studies describing new methods in relevant areas.

. Behavioral & Intervention Research

Submissions that examine determinants of both risky and protective behaviors as well as interventions to
pfu‘note risk-reducing behaviors, including smoking cessation and prevention; prevention-, screening and
r-detectlorrasswa\ed behavors; relevant intenventions; policy studies; decision-making studies;
uality-of-ife studies; late effects of cancer treatment and sunivorship; and studies describing
new methods.

. Survivorship & Supportive Care

Submissions related to all aspects of both obsenational and interventional cancer sunivorship in humans.
Population studies, as well as studies describing new methods in relevant areas, are of particular interest.

. Cancer Health Disparities

Submissions that explore the differences in cancer prevalence, mortality, sunivorship, and burden among
specific population aroups.

. Cancer Surveillance Research

Original reports using cancer case and population-based data to examine, test, and develop hypotheses
for cancer incidence, mortality, and prevalence.

Categories of Publication

Descriptions of the types of articles considered for publication are as follows. Note that word counts are exclusive of
references. Authors are advised that submissions not adhering to the guidelines provided below may be retumed.

Original Research Papers



R h Articles. Mar ipts that report original studies in epidemiology, biomarkers, prevention, or

behavioral sciences relating to cancer that are well-documented, nowel, and of high scientific merit.

Wgrmt (structured: Background,Methods, Results, Conclusion, Impact)
.

100 references. (meta-analyses and similar articles may require more references)
. 6 figures and/or tables

Short Communications. Original research articles of scientific merit of limited scope.

* 250-word abstract (unstructured)
* 2,000 words of text

o 25 or fewer references

« 3figures and/or tables

NuII Ihmlls in Brief. Original reports of null results of important a priori hypotheses tested with sufficient
power. y Material is generally not to be used to provide additional details about
study methods or resullts.

Please indicate in your cover letter that your submission is for the Null Resuts in Brief category. In order
to ensure timely publication, authors of submissions to this category will be permitted to make only minor
revisions to the submitted text. In addition, reviewers' comments may not be provided to authors of
rejected manuscripts. Relatively rigid criteria are applied during the evaluation. The submitted manuscript
should fulfill the following criteria:

1. The manuscript should add to the current knowledge of cancer in humans (not
animals or other experimental systems) and be useful to future |nwsn@wts
making daclslons reganir?g]dleaﬁm and/or inclusion in meta-analysis.

2. Although the ld provide sufficient description of the st

that readers can ewlt(:ate the results, detaled sludy rnethoddogym .

€.g., in prior ), given p
length. Oriymemodsma‘lbearontheactud results, andthat have not been
fously reported, should be given. More detailed methods should

3 Theauthovssluldcleaﬂyspeclfy. that a biological
rauonde for the data being presented. Pnonly will be given to articles that
e, e e e o
im| incl associations
m.ltup| p:':st and genotyping and haplotyping studies that involve
e genes.

For studles about biomarkers, the assays used should be well validated and
biologically meaningful.
The statistical power should be equal toorgaaterihan that in prior

empirical publications.
6. Studies single biomarkers (includil le SNPs, groups of SNPs

within a smgle gene, single diet nutrients | le metabolites measured in

uclzloge pecvlmkmers) will be gu\e& low priority for g‘tﬂlcahon m‘g:ymm
Wil given to ing multiple components of a singlt

everal pmys

markers for s

Authors are erm.lagedtocornbmex much null data as possible into a
single publication. Authors are also encouraged to incorporate null data into
papers reporting positive fmdngs for pathway markers.

 Include a brief structured abstract (no more than 1-2 sentences each for Background,
Methods, Results, Conclusions, and Impact)

« 800 words of text

8 or fewer references

« 2figures and/or tables

U

N
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Invited Articles

49

Letters to the Editor. Readers are welcome to submit comments on articles recently published in
the journal.
* 400 words of text
« 5references, theﬁrstdvhlchsm.lldbethsmgnal article
. Mﬂausorﬁgmsunl s approved by the
 Include a title: "Running title of the original atlcle — Letter

Reviews and Minireviews. Review Articles and Minireviews on timely subjects of interest and
importance to the readers of CEBP are welcome. Unsolicited Review Articles will be considered for
publication, and others will be invited by the Editor.

* 200-word abstract (unstructured)
* 6,000 words of text for Review Articles

* 3,500 words of text for Minireviews
« 5figures and/or tables

Hypoth /f ies. Short pl ions of original ideas and new insights relating to cancer
causes and prevention.

* 200-word abstract (u'\stlu:lured 3-5 sentences)

* 3,500 words of text

« 5figures and/or tables

Global Perspectives. Summaries of current national research programs that increase intemational
awareness within the scientific community are welcome.

* 200-word abstract (unstructured, 3-5 sentences)
* 2,000 words of text
« 2figures and/or tables

Editorials. Brief papers commenting on articles in the joumal.

Point-Counterpoint. Articles featuring 2 or more experts in a particular field who present counter-
balancing views on a topic of interest to the readership.

CEBP Editorial Office

for Cancer | F Division
615 Chestnut Street | 17th Floor | Philadelphia, PA 191064404
Phone: (215) 440-9300 | Fax: (215) 440-9337 | E-mail:cebp@aacr.org

Updated: 22 January 2015 2:30 e« EST




