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O Mosaico Inflamatério nos Subtipos de Carcinoma Basocelular
The Inflammatory Mosaic in the Histological Subtypes of Basal Cell Carcinoma
Mosaico Inflamatorio en los Subtipos de Carcinoma de Células Basales

Jacqueline Ramos Machado Braga'; Moysés Sadigursky?; Aryon de Almeida Barbosa Junior®

Resumo

Introdugao: O carcinoma basocelular (CBC) ¢ definido como um tumor localmente invasivo e de progressio lenta.
A medida que ele se espalha, inicia-se um processo inflamatério crénico com recrutamento de diversos tipos celulares.
Objetivo: Caracterizar o infiltrado inflamatério, nos diferentes subtipos de CBC, através da identificacio e quantificagio
de suas células. Método: Foi realizado estudo retrospectivo de 71 blocos de parafina de pacientes diagnosticados
com CBC nio recorrente. As andlises imuno-histoquimicas foram realizadas pela técnica de estreptoavidina-biotina-
peroxidase (CD3, CD20, CD68, CD8, CD4, Ki-67 e MAST cell), além da técnica do azul de toluidina para mastdcitos.
Resultados: Os subtipos mais frequentes foram o infiltrativo (26%) e o superficial (23%). Na composi¢ao do infiltrado
inflamatério, os linfécitos TCD4+ corresponderam a populagio mais numerosa (216,2+22,23), seguida por mastécitos
(111,0+7,88), linfécitos TCD8+ (57,38+ 5,94), linfécitos B (55,9+ 6,83) e macréfagos (21,18+2,58). Houve uma baixa
atividade proliferativa celular total (47,61+7,48), no entanto em formas mais agressivas esse dado foi inverso ¢ com
infiltrado rico em mastécitos. O subtipo adenoide apresentou o mais denso infiltrado, enquanto o cistico apresentou
o mais discreto. Observou-se relagio inversa entre o ntimero de mastécitos e de linfécitos T, sem correlagio com
agressividade. Conclusao: No CBC, o infiltrado inflamatério peritumoral sugere uma resposta imunolégica mediada
por células TCD4+ e composi¢io variando de acordo com o tipo de tumor. Sugere-se que as caracteristicas de cada
tumor possam promover diferencas no microambiente tecidual, induzindo alteragées na composicao do infiltrado que
poderiam tanto auxiliar quanto impedir o crescimento tumoral.
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INTRODUCAO

No Brasil, o tipo mais frequente de cincer ¢ o de
pele, correspondendo a 70% de todos os cinceres
diagnosticados. O carcinoma basocelular (CBC) ¢ o tipo
mais comum ¢, na Bahia, estima-se que haverd, em 2013,
cerca de 4.800 novos casos'. Apesar de ser um tumor
potencialmente maligno, ele tem um comportamento
pouco agressivo na maioria dos casos, apresentando altas
taxas de cura quando tratado em seus estdgios iniciais’.
O aumento progressivo do niimero de casos de CBC no
Brasil ocorre fundamentalmente pelo envelhecimento da
populagio e pela exposigao cronica aos raios UV.

Evidéncias sugerem que o CBC origina-se de células
pluripotentes na camada basal ou foliculos da pele’.
Alguns estudos*” tém demonstrado que mutagoes no
gene PATCHED (PTCH), localizado no cromossomo 9
e um regulador negativo da via Hedgehog, parecem ser
responsdveis pelo crescimento de tumor na Sindrome de
Nevus Baso-Celular (BCNS), uma condicio autossémica
caracterizada por multiplos BCC. A maioria dos CBC
compartilha as mesmas alteragdes genéticas, porém
variagbes na expressio de determinados genes e proteinas
sdo a base genética dos diferentes padroes clinicos e
histolégicos do CBC®.

Os padrées histolégicos de apresentagio do CBC
variam de acordo com a classificacio utilizada. Podem-se
evidenciar os seguintes padrées: o adenoide, no qual se
observam formacoes tubulares e estruturas tipo glandulas,
com as células dispostas radialmente ao longo de “ilhas”
de tecido conectivo; o morfea, em que hd uma grande
participagio de tecido conectivo e as células encontram-se
embebidas num denso estroma fibroso; o cistico, que
mostra espagos cisticos no centro das massas tumorais;
o s6lido ou nodular, que mostra massas tumorais bem
delimitadas, de tamanhos variados e embebidas na derme;
o superficial, que apresenta proliferagoes irregulares de
tecido tumoral ligadas 2 superficie da epiderme; e o
folicular, que evidencia cada foliculo piloso distorcido pela
proliferacio de “ilhas” de células basais que se estendem
por baixo da epiderme’.

A formagao de tumores e as reagoes inflamatérias
sao duas diferentes condicdes patoldgicas com distintas
etiologias de iniciacdo, mas apresentando mecanismos
de desenvolvimento que dividem algumas caracteristicas
basicas. Ambos os fendmenos sio acompanhados por
alteragoes na matriz extracelular, recrutamento de células
inflamatérias e neovascularizagio, mediadas pela expressio
de metaloproteinases, além do actimulo e ativagio de
mastdcitos'.

O CBC ¢ frequentemente associado a um infiltrado
mononuclear peritumoral, mas até hoje a funcio desse
infiltrado e seu possivel papel no crescimento do tumor
ainda nao foram bem estabelecidos. A significAncia
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funcional da presenca de células inflamatérias préximas
as dreas tumorais ainda permanece obscura e especulativa.
Enquanto alguns investigadores nio encontram correlagao
entre progndstico do tumor e essas células no infiltrado
inflamatério, outros mostram uma relagio positiva ou
negativa'’.

Estudos tém demonstrado'? que, nas dreas de tumor,
pode-se evidenciar a presenca predominante de linfécitos
TCD4+, macréfagos, granulécitos e mastécitos, esses
ativados e em degranulagio tanto no préprio tumor
quanto no estroma adjacente. Entretanto, ainda ¢
desconhecido o real papel dos mastdcitos como células
componentes da resposta imune antitumor, ou como
mediadores de imunossupressio.

O objetivo desse estudo foi caracterizar o infiltrado
inflamatério, nos diferentes subtipos de CBC, através da
identificacdo e quantificagio de suas células.

METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia (UFRB) sob o protocolo niimero 422.111.

O protocolo experimental incluiu a classificagao
(HE)' em sete subtipos histolégicos: nodular (10),
infiltrativo (20), superficial (18), adenoide (10), folicular
(3), cistico (4) e morfea (6), totalizando 71 blocos de
parafina de biépsias, que seriam descartadas, de pacientes
com CBC nao recidivante do Instituto de Patologia
Cutdnea de Salvador, Bahia. Secgbes (5pm), obtidas
ap6s microtomia mecanica, foram coradas em azul de
toluidina para evidenciar os mastdcitos que apresentavam
metacromasia. Os cortes obtidos foram desparafinizados e
submetidos a recuperagio antigénica pelo calor utilizando-
-se tampdo citrato (10mM pH 6.0) por 15 minutos.
Apenas com o anticorpo anti-MAST cell, a recuperagio
antigénica foi feita por digestdo enzimdtica com Pronase
(1%). O bloqueio da peroxidase enddégena foi realizado
com solu¢io de H,02 (3%), seguido da incubagio com os
anticorpos monoclonais pela técnica imuno-histoquimica
da estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC,
DAKO®), usando como marcadores moleculares CD3
(policlonal rabbit anti-human, pronto uso, DAKO?), CD4
(monoclonal mouse anti-human, 1:25, NOVOCASTA®),
CDS8 (monoclonal mouse anti-human, 1:50, DAKO?),
CD68 (monoclonal mouse anti-human, 1:50, DAKO®),
CD20 (monoclonal mouse anti-human, 1:100, DAKO®),
Ki-67 (MIB1) (monoclonal mouse anti-human,
1:10, DAKO®) ¢ MAST cell Tryptase (monoclonal
mouse anti-human, 1:50, DAKO®). As reacées foram
reveladas, usando o DAB (Sigma®) como cromégeno,
e contracoradas com hematoxilina de Harris (Merck®).
Para cada reagdo, utilizou-se, como controle positivo,
amidala hipertréfica e, como controle negativo, nio foi



adicionado o anticorpo primdrio. As lAminas montadas
foram submetidas 2 morfometria, onde as células marcadas
foram consideradas positivas quando apresentavam a
imunocolora¢ao homogeénea e intensa. Foi determinado o
numero de células por campo de 236,796 pm?, perfazendo
uma média de trés determinacoes, totalizando uma drea de
710,388 pm? para cada anticorpo testado em cada paciente.
Mediante andlise estatistica ndo paramétrica, foi utilizado o
programa GraphPad Prism 4 para a elaboracio dos testes de
andlise de variincia (One-Way ANOVA), teste de Mann-
-Whitney, Turkey’s e Newman-Keuls. Considerou-se nivel
de significAncia p menor ou igual a 0,05.

RESULTADOS

Entre os casos de CBC analisados, o maior percentual
foi de homens (70%), com faixa etdria média de 56,7
anos e lesdes em face (31%). A Figura 1 demonstra os
valores relativos ao total de casos analisados, apds sua
classificacdo, quanto ao subtipo histolégico de CBC
(n=71). Considerando apenas o padrio principal de cada
tumor, o infiltrativo (28,2%) e o superficial (25,3%)
foram os mais frequentes, seguidos do nodular e adenoide

(14,1%), morfea (8,5%), cistico (5,6%) e folicular (4,2%).
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Figura 1. Valores relativos dos casos analisados apés sua classificacdo
quanto ao subtipo histolégico de CBC
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Os achados imuno-histoquimicos estdo listados na
Tabela 1. Observa-se que, com relagio ao anti-CD3, o
maior ntimero de linfécitos T apresentou-se no subtipo
adenoide (686,20+46,13), enquanto o menor nimero foi
representado no subtipo cistico (40,25%3,2). Avaliando
as subpopulacées de linfécitos T, o anticorpo anti-
CD4 evidenciou maior nimero de linfécitos TCD4+
no subtipo adenoide (529,4+54,6) e menor no cistico
(18,75+2,7). Com o anticorpo anti-CD8, o subtipo que
apresentou maior nimero de linfécitos TCD8+ foi o
superficial (87,28+17,82), enquanto no cistico, o menor
numero dessas células compondo o infiltrado inflamatério
(3,75£1,03). O anticorpo anti-CD20 demonstrou haver
maior nimero de linfécitos B no subtipo infiltrativo
(117,8+16,47) e, como subtipo com menor nimero de
células marcadas, o adenoide (13,0+2,23).

Com relagdo ao anticorpo anti-CD68, o subtipo
com maior nimero de macréfagos foi o infiltrativo
(31,65+7,61), enquanto o cistico apresentou o menor
namero de células marcadas (3,0£0,41). O anticorpo anti-
MAST cell revelou que o subtipo morfea apresentava o
maior nimero de mastécitos no infiltrado (211,7+19,73)
e menor nimero no subtipo folicular (42,33+5,2). Tais
dados foram ratificados pela técnica histolégica de azul de
toluidina (AT) para marcagao de mastdcitos (83,27+5,69).
O anticorpo anti-Ki67, um marcador de células em
proliferagio, mostrou que o subtipo morfea apresentou-se
com maior ndmero de células em divisao (217,8+27,01)
e menor no subtipo cistico (2,2520,25).

Os achados imuno-histoquimicos da Figura 2 (A ¢
B) demonstram a presenca dos mastdcitos em torno das
“ilhas” tumorais e nao na regido central dos tumores.
Em alguns subtipos de CBC, como o supetficial (Figuras
3A e 3B), existe um denso infiltrado inflamatério de
linfécitos T préximo as regides tumorais. Além disso,
no subtipo adenoide (Figuras 4A e 4B), observa-se o
infiltrado inflamatério de linfécitos B e macréfagos ao
longo das formagoes tubulares e estruturas tipo glandulas
que caractetizam esse tipo de tumor.

Tabela 1. Média do nimero de células imunocompetentes ao redor das ilhas tumorais dos casos de CBC analisados

3 Subtipo de

Anticorpo C:C

Nodular Infilirativo | Superficial Adenoide Folicular Cistico Morfea
CD3 190,5 282,4 323,4 686,2*** 178,3 40,25 166,8
CD4 131,7 206,4 213 529, 4*** 115 18,75 60
CD8 22,4 50,4 87,28* 86 55,33 3,75 38,33
CD20 24 117,8*** 43,94 13 66,67 20,25 28,67
CDé68 16,8 31,65* 17,8 15,9 21 3 24,83
MAST 76,7 11,1 137,3 48,3 42,33 100,5 211,7***
Ki-67 55,5 18,5 57,17 4,4 26,33 2,25 217,8***

#*p<0,001  *p<0,05
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Figura 2. Imuno-histoquimica positiva para mastécitos. Em A, mastécitos (setas) em torno das “ilhas” tumorais no subtipo adenoide de CBC.
Em B, mastécitos em torno dos foliculos formados entre as “ilhas” tumorais no subtipo folicular de CBC (aumento 400X)
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Figura 4. A. Imuno-histoquimica positiva para linfécitos B (CD20+) (aumento 100X); B. para macréfagos (CD68+
ambos no subtipo adenoide de CBC
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DISCUSSAO

A frequéncia maior dos subtipos histolégicos
infilerativo (28,2%) e superficial (25,3%) corroboram os
achados de outros estudos'*!* que consideram tais subtipos
como os mais frequentes entre os casos de CBC. Outros
autores'>'° sugerem que o padrao nodular e o infiltrativo
sejam os mais frequentes, correspondendo a 70% e 15%
respectivamente. Essas discrepancias entre os estudos
provavelmente ocorrem devido ao tipo de classificagao
adotada por cada pesquisador. Outro fator que também
pode afetar as taxas de frequéncia relaciona-se as diferengas
inerentes a cada populagio em estudo.

O CBC se associa a um infiltrado inflamatério
mononuclear de magnitude varidvel, composto por uma
gama de tipos celulares que apresentam uma grande
quantidade de moléculas marcadoras em sua superficie,
algumas das quais aparecem momentaneamente em etapas
particulares da diferenciagio ou da ativagio celular. Nossos
achados corroboram este estudo e demonstram que o CBC
apresenta infiltrado inflamatério composto de diferentes
tipos celulares, variando seu nimero de acordo com o
subtipo de tumor".

Com relagio a composigio do infiltrado nos subtipos
de CBC, os subtipos nodular e cistico apresentaram
um pobre infiltrado inflamatério. O subtipo infiltrativo
apresentou infiltrado rico em linfécitos TCD4+,
linfécitos B e macréfagos. O subtipo superficial mostrou
infiltrado rico em linfécitos TCD4+, TCD8+ (Figura
3A) e mastdcitos, enquanto o folicular e o adenoide
apresentaram um infiltrado inflamatério formado, em sua
maioria, por linfécitos TCD4+ (Figura 4A). O subtipo
morfea mostrou infiltrado rico em mastdcitos e células
tumorais em proliferacio. Essa variagio da quantidade de
células do infiltrado, jd demonstrada em estudo anterior'®,
pode ocorrer devido ao microambiente tecidual gerado
por cada subtipo de tumor, o que poderia regular as
caracteristicas do infiltrado inflamatdrio peritumoral,
cooptar moléculas sinalizadoras e, consequentemente,
interferir na qualidade da resposta imunolégica antitumor
e no crescimento e metdstase tumoral.

Os linfécitos T corresponderam & maior populagao
celular do infiltrado inflamatério em zona peritumoral de
CBC, diferindo estatisticamente do niimero de linfécitos
B, como também indica estudo anterior"”. Com relacio
a subpopulacio de células T, houve um nimero médio
quatro vezes maior, de linfécitos tipo Th (CD4+), quando
comparado ao de linfécitos TCD8+ (p<0,001), sendo a
razio CD4/CD8 maior no subtipo adenoide (6,1). Estudo
anterior® indica serem essas células as responsédveis por
dirigir a resposta imunoldgica tanto no CBC quanto no
carcinoma espinocelular (CEC).

Com relagdo aos linfécitos B, o valor médio de
55,9+6,83 foi relativamente mais baixo quando comparado

Mosaico Inflamatério nos Subtipos de CBC

com os outros subtipos celulares do infiltrado inflamatério
(p<0,001). Esse resultado é corroborado também por
dados*' que demonstram que a quantidade encontrada
de linfécitos B, no infiltrado inflamatério de dreas
peritumorais de CEC, também ¢é reduzida. Nossos achados
sugerem que a resposta humoral mediada por célula B
seja reduzida nesses tipos de tumores, provavelmente
pelo ambiente tecidual onde o tumor se desenvolve,
evidenciando um papel menor desses tipos celulares na
defesa local contra a proliferagio do CBC.

O segundo tipo celular mais numeroso do infiltrado
inflamatério foi o dos mastdcitos (Figuras 2A e
2B), apresentando valor médio de 111+7,88 células
imunomarcadas e de 83,27+5,69 células marcadas com
a técnica histolégica do azul de toluidina. Esse aumento
do nimero de mastdcitos foi também observado em
estudo anterior” evidenciando uma associacio dessas
células em zonas peritumorais de CBC. Entre todos os
subtipos de CBC estudados, o morfea foi o que apresentou
a maior média (211,7+19,73) de mastécitos na zona
peritumoral, diferindo estatisticamente de todos os
outros subtipos (p<0,001). O Folicular foi o subtipo
com menor concentracio de mastécitos no infiltrado
inflamatdrio, apresentando média de apenas 42.33 células
marcadas. Esses resultados foram ratificados pelos dados
da coloracio histoldgica do azul de toluidina. Um estudo
recente” indica que, apesar de os mastdcitos e outras
células mieloides supressoras estarem associados a um
pobre progndstico, elevadas concentragoes de células T
efetoras (Teff) indicam um progndstico favordvel.

As células menos numerosas do infiltrado inflamatério
peritumoral do CBC foram os macréfagos (CD68), com
média de 21,78+2,58 de células marcadas. E importante
salientar, entretanto, que nio foi verificada uma correlagao
entre agressividade tumoral e composicio do infiltrado
inflamatério, pois, de acordo com os dados obtidos,
encontraram-se tanto tumores com comportamento
agressivo, e pobre infiltrado inflamatério (morfea), como
tumores menos agressivos; porém com o mesmo tipo de
infiltrado (cistico). O mesmo foi observado com relacao
aos mastdcitos que se mostraram abundantes tanto em
tumores agressivos quanto naqueles de comportamento
menos infiltrante, o que pode indicar que essas células
podem estar envolvidas tanto na supressio imune como
na defesa antitumor.

O ntimero médio de células em proliferacao (Ki-67+) foi
de 47,61+7,48, niimero em torno do esperado segundo
dados anteriores?®. Entretanto, a média de células em
proliferacao variou muito de um subtipo ao outro de CBC,
apresentando baixa atividade proliferativa celular, apesar da
variagdo. Outro estudo® indica que um tumor individual
nao possui um padrio homogéneo de proliferagao. O
subtipo morfea apresentou a mais alta média de células em
proliferacdo. Esse resultado corrobora achados anteriores
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e sugere que, quanto mais agressiva for a forma de CBC,
maior o nimero de células em proliferacio.

CONCLUSAO

Os achados demonstram ser provdvel que cada tipo
de tumor cria um microambiente tissular préprio,
com caracteristicas proprias, que induzem respostas
inflamatérias diferenciadas. Consequentemente, com
relagdo aos subtipos de CBC, sugere-se o mesmo, ou
seja, em cada subtipo as caracteristicas sio determinadas
pelo tipo de alteragao genética induzida para gerar
cada forma de CBC. Essas caracteristicas promoveriam
diferengas no microambiente tecidual tumoral, que
levaria a alteragbes na composicio do infiltrado
inflamatério peritumoral, bem como na liberacio dos
mediadores inflamatérios que poderiam tanto auxiliar
quanto impedir o crescimento do tumor. A interagio
entre tumores e seu microambiente imunolégico ¢é
complexa, mas sua compreensio ¢ de importincia
fundamental para o desenvolvimento de novos
marcadores progndsticos e estratégias terapéuticas.
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Abstract

Introduction: Basal Cell Carcinoma (BCC) is defined as a slow-growing locally invasive tumor. As it spreads, it
elicits a chronic inflammatory process with the recruitment of several cell types. Objective: To characterize the
inflammatory infiltrate describing the different subtypes of BCC through the identification and quantification of
its cells. Method: This was a retrospective study of 71 paraffin blocks from patients diagnosed with non-recurrent
BCC. The immunohistochemical analyses were performed using the Streptavidin-biotin-peroxidase technique (CD3,
CD20, CD68, CD8, CD4, and Ki-67 cell MAST), and the toluidine blue technique for mast cells. Results: The
most frequent subtypes found were infiltrating (26%) and superficial (23%) BCC. Regarding the composition of the
inflammatory infiltrate, the TCD4 + lymphocytes corresponded to the largest population (216.2 + 22.23), followed
by mast cells (111.0 + 7.88), TCD8 + lymphocytes (57.38 + 5.94), B lymphocytes (55.9 + 6.83) and macrophages
(21.18 + 2.58). The total cell proliferative activity was generally low (47.61 + 7.48), except for more aggressive forms
of the disease, in which infiltrates rich in mast cells could be found. The adenoid subtype showed a denser infiltrate,
while the Cystic subtype presented a scanty infiltrate. There was an inverse relationship between the number of
mast cells and the number of T lymphocytes, without correlation with aggressiveness. Conclusion: In the BCC, the
peritumoral inflammacory infiltrates suggests an immune response mediated by TCD4+ and a composition which
varies according to the type of tumor. It has been suggested that the characteristics of each tumor type might reveal
differences in the tumor tissue microenvironment, which cause alterations in the composition of the infiltrate, thereby
favoring or impeding tumor growth.

Key words: Humans; Skin Neoplasms; Carcinoma, Basal Cell-physiopathology; Carcinoma, Basal Cell-pathology;
Mast Cells

Resumen

Introduccién: El carcinoma de células basales (CCB) se define como un tumor localmente invasivo y de lenta
progresion. A medida que se propaga, se inicia un proceso inflamatorio crénico con la incorporacién de distintos
tipos de células. Objetivo: Caracterizar el infiltrado inflamatorio en los diferentes subtipos de CCB, a través de la
identificacién y cuantificacién de sus células. Método: Se traté de un estudio retrospectivo de 71 bloques de parafina
de pacientes diagnosticados con CCB no recurrentes. El andlisis inmune-histoquimicas se llevaron a cabo por la
técnica de Estreptavidina-biotina-peroxidasa (CD3, CD20, CD68, CD8, CD4, Ki-67 y mastocitos), ademds de la
técnica de azul de toluidina para mastocitos. Resultados: Los subtipos mds frecuentes fueron el infiltrado (26%) y el
superficial (23%). En la composicién del infiltrado inflamatorio, los linfocitos TCD4+ correspondian a la poblacién
mds numerosa (216,2 £22,23), seguida de mastocitos (111,0 £7,88), los linfocitos TCD8+ (57,38 + 5,94), los linfocitos
B (55,9 + 6,83) y macréfagos (21,18 +2,58). Hubo una baja actividad proliferativa celular total (47,61 +7,48), sin
embargo en formas mds agresivas este dato fue lo opuesto y con infiltrado rico en mastocitos. El subtipo adenoidea
present6 el mds denso infiltrado, mientras que el quistico present$ el mds discreto. Hemos observado una relacién
inversa entre el nimero de mastocitos y de linfocitos T, sin correlacién con la agresividad. Conclusién: En el CCB, el
infiltrado inflamatorio peritumoral sugiere una respuesta inmunoldgica mediada por células TCD4+ y composicion
puede variar segun el tipo de tumor. Se sugiere que las caracteristicas de cada tumor puedan promover las diferencias
en el microambiente del tejido, induciendo cambios en la composicién de la infiltracién que podria tanto ayudar,
como impedir el crecimiento del tumor.

Palabras clave: Humanos; Neoplasias Cutineas; Carcinoma Basocelular-fisiopatologia; Carcinoma Basocelular-
fisiopatologia; Mastocitos
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