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RESUMO

A UVBSuscetibilidade ¢é fator de risco de Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta. O
HPVBeta associa-se ao Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta de imunossuprimidos,
e, em ndo imunossuprimidos, ha relatos, necessitando-se confirmagdo da associacéo, e, quais
os fatores facilitadores da infeccédo e persisténcia do HPVBeta no Carcinoma Espinocelular
em pele fotoexposta de adultos e idosos. Os mecanismos de imunossupressao pela exposi¢do
a Radiacdo Ultravioleta B necessitam esclarecimentos, porém, sabe-se que, a exposicdo leva a
producdo de padrées moleculares associados ao dano, reconhecidos pelos Toll Like Receptors
9. Os Toll Like Receptors 9 sdo receptores transmembrana, importantes na imunidade inata a
oncogénese, ndo havendo estudos sobre os Toll Like Receptors 9 no Carcinoma Espinocelular
em pele fotoexposta. Na Tese, portanto, verificamos a UVBSuscetibilidade e o0 HPVBeta no
Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta de Adultos e idosos, cujo produto é o Artigo 1.
Desenho do estudo: Caso-controle. A UVBSuscetibilidade e a Expressdo Toll Like Receptors
9 no Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta de adultos e idosos, cujo produto é o
Artigo 2. Desenho do Estudo: Caso-Controle (Subamostra do Artigo 1). O estudo foi
realizado com a colaboracdo dos pacientes diagnosticados com Carcinoma Espinocelular no
ambulatorio de Dermatologia do Hospital de Cancer de Pernambuco, entre agosto de 2014 e
novembro de 2016. Realizou-se a Dermatoscopia e bidpsia por exérese e diagndstico
histopatolégico da lesdo; escarificacdo de lesdes de Carcinoma Espinocelular, de pele espelho
da les&o, e, em dorso de punho e mao esquerda, nos pacientes com Carcinoma Espinocelular e
nos Controles. A Reacdo em Cadeia da Polimerase e identificacdo do HPVBeta; Teste de
contato com a Difenciprona em area de pele previamente irradiada (24 horas) para
classificacdo dos pacientes em UVBSuscetiveis e UVBResistentes. Citometria de fluxo e
verificacdo da Média de Intensidade de Fluorescéncia da Expressdo Toll Like Receptors 9 em
Leucécitos e Linfécitos Totais, Linfécitos CD20, Granul6citos e Mondcitos, em sangue
periférico. Resultados: Foram associados ao Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta de
adultos e idosos: UVBSuscetibilidade (OR 3,69 IC 1,01 — 13,5); a0 menos, um subtipo de
HPVBeta (OR 9,38 IC 0,46 — 189,5); Fotoreatividades | e 1l da classificacdo de Fitzpatrick
(OR 40,2 I1C 9,34 — 172,9); Queimadura solar antes dos 20 anos (OR 7,95 IC 1,34 — 47,1); 60
anos ou mais (OR 1,11 IC 1,05 — 1,17); Sexo Masculino (OR 9,35 IC 2,26 — 38,8). A Média
de Intensidade de Fluorescéncia da Expressdao Toll Like Receptors 9 em linfocitos totais
estava diminuida nos pacientes com Carcinoma Espinocelular comparado aos controles
(p<0.04), e, em leucacitos totais, linfocitos totais e células B nos pacientes UVBSuscetiveis
comparados aos UVB-Resistentes (p<0.01, 0.004 e 0,01, respectivamente). Conclusdo: A
UVBSuscetibilidade e o HPVBeta associaram-se ao Carcinoma Espinocelular em pele
fotoexposta de adultos e idosos. A deficiéncia na Expressdo Toll Like Receptors 9 constituiu-
se em fator de imunossupressdo da imunidade inata em UVBSuscetiveis e no Carcinoma
Espinocelular em pele fotoexposta de adultos e idosos. Faz-se necessério a reproducdo deste
estudo com nimero maior de participantes.

Palavras-Chave: Raios Ultravioleta. Betapapillomavirus. Carcinoma de Células Escamosas.
Receptor 9 Toll-Like. Reacdo em Cadeia da Polimerase. Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

UVB susceptibility is a risk factor for squamous cell carcinoma of photo-exposed skin. HPV-
[ is associated with squamous cell carcinoma of photo-exposed skin in immunosuppressed
and in non-immunosuppressed patients there are reports needing confirmation on whether
there is association and the factors that facilitate the infection and persistence of HPV- in
squamous cell carcinoma on photo-exposed skin of adults and older people. The mechanisms
of immunosuppression through exposure to UVB require clarification, since it is known that
exposure leads to the production of damage-associated molecular patterns, recognized by toll-
like receptors 9. The TLR9 are transmembrane receptors, and important in the innate immune
system. There have been no studies regarding the role of TLR9 in squamous cell carcinoma
on photo-exposed skin. Thus, in this thesis we investigated UVB susceptibility and HPV-p in
squamous cell carcinoma on the photo-exposed skin of adults and older people, which is the
product of Article 1. Study design: Case-control. The TLR9 expression and UVB
susceptibility in squamous cell carcinoma in photo-exposed skin of adults and older people,
the product of which is Article 2. Study Design: Case-Control (Subsample of Article 1). The
study was performed with the collaboration of patients diagnosed with squamous cell
carcinoma at the Dermatology Outpatient Clinic at the Hospital de Cancer de Pernambuco,
between August 2014 and November 2016. We peformed the dermatoscopy, and the biopsy
was performed by excision and histopathological diagnosis of the lesion; a squamous cell
carcinoma lesion scraping, skin mirror lesion, and on the back of the wrist and hand in
patients with squamous cell carcinoma, and in the control patients. We conducted a
Polymerase Chain Reaction and HPV-f identification; a diphencyprone contact test on a
previously irradiated skin area (24 hours) and classified UVB susceptibility and UVB-
resistant patients. Flow cytometry was performed and the mean fluorescence intensity of the
TLR9 expression was investigated in total leukocytes and lymphocytes, CD20 lymphocytes,
granulocytes and monocytes in peripheral blood. Results: The following were associated with
squamous cell carcinoma on the photo-exposed skin in adults and older people: UVB
susceptibility (OR 3.69 CI 1.01 - 13.5); at least one subtype of HPV- (OR 9.38 CI 0.46 -
189.5), photo-reactivity | and Il of the Fitzpatrick classification (OR 40.2 Cl 9.34 - 172.9);
sunburn before 20 years (OR 7.95 Cl 1.34 - 47.1); 60 years or older (OR 1.11 CI 1.05 - 1.17)
and male (OR 9.35 CI 2.26 - 38.8). The mean fluorescence intensity of the TLR9 expression
in total lymphocytes was lower in patients with squamous cell carcinoma when compared to
the controls (p <0.04), and also in the total leukocytes, total lymphocytes and B cells in UVB
susceptibility patients compared to UVBTr (p <0.01, 0.004 and 0.01, respectively). Conclusion:
UVB susceptibility and HPV-B were associated with squamous cell carcinoma in the photo-
exposed skin of adults and older people. The deficiency in TLR9 expression was
immunosuppressive factor of the innate immune system in UVB susceptibility patients in
squamous cell carcinoma of the photo-exposed skin of adults and older people. It is necessary
to reproduce this study with a larger number of participants.

Keywords: Ultraviolet B radiation. Betapapillomavirus. Squamous cell carcinoma. Toll-Like
Receptor 9. Polymerase Chain Reaction. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

Os Canceres de Pele Ndo Melanoma (CPNM) sdo os tumores mais incidentes em
caucasianos, correspondendo a cerca de 25% de todos os canceres, ocorrendo igualmente em
ambos os sexos. Os numeros sdo bem elevados, e, esperam-se, para 0 ano de 2016, no Brasil,
cerca de 175.760 novos casos de CPNM (80.850 casos novos nos homens e 94.910 nas
mulheres). Em Pernambuco a estimativa para o ano de 2016 é de 2.340 novos casos em
homens e 2.790 novos casos em mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

O Hospital de Cancer de PE (HCP) é referéncia na assisténcia ao paciente com cancer
no Estado, absorvendo cerca de 50% da demanda do Estado e de outros Estados do NE. Em
2014 foram contabilizados 993 novos casos de CPNM registrados no HCP, e, desse total, 311
(31,3%) foram de Carcinoma Espinocelular (CEC), correspondendo a mais do que 20% do
total esperado de diagnosticos de CPNM (993), reforcando as estatisticas de crescimento do
CEC.

O CEC §é, portanto, o segundo cancer em prevaléncia no grupo dos CPNM,
correspondendo a cerca de 20%, e, mais de 90% dos portadores sdo UVBSuscetiveis (UVBS),
contra cerca de 40% da populagédo (YOSHIKAWA; KURIMOTO; STREILEIN, 1992). Em
individuos UVB-S ha déficit da resposta imunoldgica inata e adaptativa em situacdo de
exposicdo a doses minimas de radiacdo ultravioleta B, de duas vezes a Dose Eritematosa
Minima (DEM), devido a variabilidade genética. Ha, as exposi¢des agudas, supressao da
imunidade mediada por células (IMC) e da hipersensibilidade de contato (HC), levando ao
déficit no reconhecimento de novos antigenos e de memdria imunolégica e predisposicéo a
algumas infecgdes por patdgenos intracelulares, como o herpes simples recidivante
(TAYLOR et al., 1994; VERMEER; STREILEIN, 1990; YOSHIKAWA; STREILEN, 1990;
YOSHIKAWA; KURIMOTO; STREILEN, 1992) e a hanseniase virchowiana (RODRIGUES
et al., 2010). Em UVB-S a exposicdo cronica e continuada a RUVB tem efeito cumulativo
observando-se mutagdo do gene supressor do tumor, o p53, constituindo-se marcador de risco
para o carcinoma espinocelular (CEC) em pele fotoexposta (REBEL, 2012; YOSHIKAWA et
al., 1990). Foi observado, mais recentemente, diferencas significantes na expressao do gene
p53 associada ao grau de diferenciagdo do tumor, a expressdo pl6, em associagdo ao
estadiamento, e, a expressao Ki67 em associacdo ao estadiamento avancado (MARINESCU et

al., 2016). Foram observadas variantes funcionais em IL10, estando a presenca de dois
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haplétipos de 1L10 GC associada a odds ratio aumentado de Carcinoma Basocelular (CBC) e
CEC, em grande parte no sexo feminino (WELSH et al., 2011).

Ha outros fatores envolvidos e ja descritos na etiologia do CEC em pele exposta a
RUVB, e, em portadores da desordem autossdmica Epidermodisplasia Verruciforme (EV), e,
em imunossuprimidos transplantados renais observaram-se as primeiras evidéncias da
associacdo do HPVBeta ao CEC em pele fotoexposta (HARWOOD et al., 2000). Em
imunocompetentes necessita-se confirmacdo dessa associagdo (SHAMANIN et al., 1996), e,
se na iniciacdo, ou na iniciacdo e na evolucdo do CEC (ALDABAGH et al., 2013), e,
esclarecer sobre os fatores associados, como a RUVB (HARWOOD et al., 2004), e, se ha
associacao de subtipos especificos do HPVBeta (CORREA et al., 2017; FORSLUND et al.,
2007).

No intuito de contribuir no esclarecimento dos mecanismos imunoldgicos envolvidos
no microambiente tumoral em pele fotoexposta, a Tese teve continuidade no Il artigo,
propondo-se a identificar a Expressdo Toll Like Receptors 9 (TLR-9) em Leucdcitos e
Linfocitos Totais, Mondcitos (CD14), Linfécitos B (CD20) e Granuldcitos Neutrofilos em
UVBS e no CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos. TLR sdo receptores
transmembrana, expressos em células sentinela do sistema imune, como macréfagos, células
dendriticas e em células epiteliais, quais sejam 0s queratindcitos da pele e mucosas oral,
gastrointestinal e epitélio de revestimento genital feminino, e, modulam a resposta imune
inata. Esses receptores sdo importantes no reconhecimento de padrdes moleculares patdégenos
associados (PAMPS) e no reconhecimento de padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPS). Uma vez reconhecendo antigenos macromoleculares enddgenos e exdgenos
induzem a liberagdo de citocinas e quimiocinas que promoverdo a apoptose ou a
carcinogénese (PRADERE; DAPITO; SCHWABE, 2014). Ndo hé relatos da expressao TLR-
9 no CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos.

Aventamos a hipétese de que, em UVB-S, haja um déficit na resposta imune inata
favorecendo a infeccdo da pele fotoexposta pelo HPVBeta, e ambas as exposi¢oes, a UVBS e
0 HPVBeta, levem ao CEC de pele expostas a RUVB de adultos e idosos. Portanto, nos
propomos a avaliar, no | artigo, se a UVB-S e 0 HPV-Beta constituem fatores de risco para o
CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos.

A hipotese, no Il artigo, € de que, as células expostas a RUVB sofram o fotodano,
constituindo-se os DAMPs, reconhecidos pelos TLR-9 que promoverdo a imunomodulacdo e

apoptose ou a carcinogénese na UVBS, e, no CEC, em pele fotoexposta de adultos e idosos.
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Portanto, nos propomos a verificar, no Il artigo, a expressdo TLR 9, em UVB-S, no CECs em
pele fotoexpostas e de controles, em sangue periférico, por Citometria de fluxo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A UVB-Suscetibilidade

Os seres humanos podem ser separados fenotipicamente em dois grupos distintos
denominados UVB- resistentes e UVB-suscetiveis. Esta diferenga € evidenciada quando um
hapteno sensibilizante é aplicado no sitio de pele previamente irradiada. UVB-Suscetiveis
(UVBS) séo aqueles que, quando expostos a pequenas doses de RUVB de duas vezes a dose
eritematosa minima (DEM), antes do hapteno, ndo desenvolvem a dermatite de contato, e, que
ocorre em 40% das pessoas. Por outro lado, aqueles que desenvolvem a dermatite de contato,
sdo considerados UVB-resistentes (UVBR), ocorrendo em 60% das pessoas (RAE et al.,
1989). A UVB-S tem se mostrado um marcador de risco para algumas condi¢des clinicas
como o CBC, o CEC, o herpes simples recidivante (TAYLOR et al, 1994; VERMEER;
STREILEIN, 1990; YOSHIKAWA; KURIMOTO; STREILEN, 1992; YOSHIKAWA;
STREILEN, 1990), a hanseniase Virchowiana (RODRIGUES et al., 2010), e, o Melanoma
(NASSER et al., 2010). Em relacdo a cor de pele e risco de desenvolvimento de cancer
cutaneo, a UVB-S funciona como marcador de risco apenas em individuos caucasianos
provavelmente em decorréncia de auséncia do efeito protetor da melanina (VERMEER et al.,
1991).

O traco de UVBS foi determinado geneticamente e associado ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC), localizado no cromossomo 6 no ser humano e no cromossomo
17 do camundongo. Os mecanismos envolvidos na carcinogéneas pela RUVB, entretanto,
necessitam ser elucidados, apesar de passados cerca de 50 anos dos primeiros relatos da
penetracdo e danos da RUVB na pele humana, imunossupressao e carcinogénese pela RUVB
(FABO; NOONAN, 1983), e, da caracterizacdo das bases genéticas da UVBS (KURIMOTO;
1994; STREILEIN; BERGSTRESSER, 1988; YOSHIKAWA et al., 1990). J& é reconhecida a
Expressdo do gene supressor de tumores, o p53, em celulas que sofreram o fotodano ao DNA,
e da Expressao do p53 mutado por exposicdo a RUVB, na indugdo do CEC
(BAADSGAARD, 1991; BARZILAI et al., 2007; REBEL, 2012; ZIEGLER, 1994). Welsh
(2011) em um grande estudo populacional de CPNM investigaram o risco associado a
variantes funcionais em 10 genes (IL10, IL4, ILAR, TNF, TNFR2, HTR2A, HRH2, IL12B,
PTGS2 e HAL) tendo encontrado que a presenca de dois haplétipos de 1L10 GC associou-se a
odds ratios aumentados de CBC e CEC, em grande parte, no sexo feminino. Em outro estudo,

Meeran, Punathil e Katiyar (2008) observaram que, os niveis da IL-12 estavam reduzidos e a
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resposta inflamatdria induzida pela RUVB estava exacerbada na fotocarcinogénese induzida
por RUVB. Em geral, a IL12 promove a imunidade mediada por células e a resposta Thl
(ativacdo de células NK, resposta citotoxica e producdo de IFN-y), e suprime a resposta Th2 e
imunidade humoral, dessa forma promovendo a imunidade anti-tumoral (NGIOW; TENG;
SMYTH, 2013).

Foi observado a expressio C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding protein-a) em pele
humana normal exposta a RUVB e niveis deficitarios da Expressdo C/EBPa e indugdo de
CEC envolvendo alteracdo do ciclo celular em resposta a RUVB, em modelo animal
(THOMPSON et al., 2011). Kim et al. (2012) observaram que, a exposi¢do a RUVB levou a
mutacdes no gene da espécie (Hr) de camundongo do fenotipo sem pelo, SKH-1 e Hr2/2, e
provocou ativacdo descontrolada do NFKB e dos seus efetores, incluindo os reguladores do
ciclo celular ciclina D1 e ciclina E, a proteina anti-apoptose Bcl-2 e a proteina pro-
inflamatdria Cox-2, promovendo o CEC. E relatado que, o NFKB inibe a transcri¢cdo do Toll
Like Receptor 9 (TLR9), que tem fungdo de ativagdo da imunidade inata, no sentido da
imunidade Thl e imunidade celular efetiva, ou, pode atuar em sentido da imunidade Th2,
favorecendo a oncogénese (PRADERE et al., 2014). Rodrigues et al. (2017), observaram, por
citometria de fluxo, medida em sangue periférico, que a Expressdo Toll Like Receptor 9
(TLR9), em Linfocitos totais, estava deficiente no CEC em pele fotoexposta de adultos e
idosos em comparagdo aos Controles, e, em UVBS, comparado aos UVBR (Dados
submetidos a publicacdo). Os TLR9 sdo receptores de superficie celular e citoplasmaticos,
expressos em células do sistema imune e em queratindcitos, e, sdo componentes do sistema
imune inato, havendo relatos da implicacdo desses receptores na carcinogénese em pele néo
fotoexposta (PRADERE; DAPITO; SCHWABE, 2014). Estes achados somam-se aos ja
conhecidos mecanismos de imunossupressao por exposi¢do a RUVB, como a implicacdo do
Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-0) (VERMEER; STREILEIN, 1990) na imunotoleréncia
evidenciada nas células de Langerhans. As células de Langerhans (LC) reconhecem antigenos
e estdo envolvidas com a imunidade celular e resposta Thl, sendo importantes no
reconhecimento de novos antigenos e de memoria imunol6gica. Em individuos UVBS, a
radiacdo ultravioleta B inibe transitoriamente a migracdo de células de Langerhans da pele
fotoexposta, inibindo a indugdo de hipersensibilidade de contato, com prejuizo no
reconhecimento de novos antigenos e na formacdo de memoria imunoldgica (BACCI;
ALARD; STREILEIN, 2001). Foi relatado mais recentemente, entretanto, que a LC tenha

participacdo na oncogénese, estimulando a multiplicacdo de queratindcitos e a imunidade Th2
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e favorecendo o surgimento e crescimento do CEC sob estimulo da RUVB (LEWIS et al.,
2015).

2.2 A Radiacdo UVB e 0 HPVBeta

A radiacdo ultravioleta B (RUVB) persiste como um fator de risco ambiental chave no
CPNM, e o0 CEC é o segundo em prevaléncia no grupo.

As primeiras evidéncias da participacdo do HPV na etiologia do CEC ocorreram pela
observacgdo em pacientes portadores da desordem genética dermatoldgica, a epidermodisplasia
verruciforme (EV), e, em imunossuprimidos do aumento na incidéncia de verrugas virais
causadas por papilomavirus em pele fotoexposta e 0 CEC e estudo “in vitro” demonstrou
aumento da atividade viral para Papilomavirus humano (HPV) cutdneos apds exposicdo a
RUVB (PURDIE et al., 1999).

Para esclarecer o mecanismo pelo qual o HPVBeta leva ao CEC em néo
imunossuprimidos e ndo EV, Hafbauer (2015) estudou, em murinos, a tumorigénese da pele
conduzida pela proteina E6 do HPV8 e mostrou que, as células que expressam E6 ndo
conseguem detectar e montar uma resposta eficaz para reparar lesdes de DNA induzidas por
RUVB. Viarisio et al. (2011), desenvolveram modelo de camundongos transgénicos (Tg) que
expressavam as oncoproteinas virais E6 e E7 de HPV-Beta 38 na camada basal da epiderme.
Estabeleceram duas linhagens independentes de camundongos TG HPV38 E6/E7 e mostraram
que, ambos apresentaram uma susceptibilidade aumentada para desenvolver CEC, em
comparacao com o tipo selvagem destes animais, quando expostos a carcindégenos quimicos e
a RUVB. Verificaram ainda que, a exposi¢do a RUVB nos animais Tg, promoveu a formacao
de lesdes de pele que se assemelhavam as lesdes precursoras de CEC em humanos, a
queratose actinica, e posteriormente o0 CEC. Em contraste, observou-se que camundongos do
tipo selvagem ndo desenvolveram nem queratose actinica nem CEC quando expostos a
mesma dose de UV. Aubin et al. (2003), observaram atividades imunossupressoras das
proteinas E6 e E7 do HPV que permitiram infeccdo persistente e o comprometimento da
remocdo das células imunologicamente danificados por RUV. Para o0s autores, estes
resultados apoiam um papel da infec¢cdo por HPV na carcinogénese da pele, como um co-
factor em associacdo com a imunossupressao pela RUV (AUBIN et al., 2003). Outra
possibilidadade na tumorigénese do HPVBeta, relatada por Pacini (2015) é a desregulacdo do
ciclo celular via Toll Like Receptor 9 (TLR9) pelo HPVBeta 38, pela exposi¢do a RUVB.



22

Esses estudos ddo suporte, do ponto de vista da plausibilidade bioldgica, da associagao
do HPVBeta ao CEC como co-carcindgeno junto a exposi¢do a RUVB. Em UVBS os efeitos
da RUVB séo observados pela exposicéo a pequenas doses de RUVB, de duas vezes a DEM,
e, postulamos que, nestes individuos, que correspondem a 40% da populacdo, haja
predisposicdo a infeccdo e persisténcia do HPVBeta e associagdo ao CEC em pele
fotoexposta.

Em seguida, nos quadros, apresentamos 0s estudos epidemiologicos, em
imunossuprimidos e imunocompetentes, que reforcam essa associacdo do HPVBeta ao CEC e
do HPVcuténeo a pele fotoexposta. Agrupamos os estudos epidemioldgicos por escarificagdo
(Quadro 1) ou biopsia de pele (Quadro 2), em todos, a deteccdo do HPVBeta se deu por

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Quadro 1 -Estudos selecionados avaliando a presenga do HPV em pele normal, em imunocompetentes e
imunossuprimidos, com ou sem historia de cancer de pele, por PCR aplicada em material de escarificagdo de
pele.

Autores Amostra Condigéo Resultados
imunolégica
Antonsson 2003 248 amostras: 50 | Imunocompetentes Prevaléncia:  Bangladesh:  68%;
individuos de Bangladesh; Japdo: 54%; Etidpia: 52%, Zambia:
Suécia; Etiopia; Zambia; E 42% Suécia: 70%.
48 individuos de Japéao *Multiplos genétipos

» O mais prevalente foi HPV-5, com
prevaléncia global de 6,5%.

Antonsson, 2003 115 amostras de 38 | Imunocompetentes As infecgdes da pele por HPV séo
lactentes e 31 pais adquiridas na infancia por maltiplos

tipos de HPV
Hazard, 2006 126 amostras: Imunocompetente e | IC: A prevaléncia de HPV: 69%
42: individuos saudaveis; imunossuprimido (29/42) no inicio e de 71% (30/42),
21: transplantados renais no seguimento. Entre os positivos na

linha de base, 48% (14/29) tinham
uma infec¢do persistente.

IS: 71% (15/21) foram positivas
para HPV no inicio e 90% (19/21)
no seguimento. A infecclo
persistente foi detectada em 33%

(5/15).

Chen, 2008 100 individuos | Imunocompetentes A prevaléncia de HPV foi maior em
imunocompetentes: individuos fotoexpostos e com
50 com histéria de histéria de CPNM (p = 0,044 e p =
exposicdo solar freqlente, 0,04, respectivamente).
€,
50 sem  histéria de Individuos que usaram 6culos de sol
exposicao solar tiveram uma menor prevaléncia de

HPV (p = 0,018).

Fonte: Adaptado de Aldabagh et al. (2013).
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Quadro 2 -Estudos selecionados avaliando a presenga do HPV em pele normal, em imunocompetentes e
imunossuprimidos, com ou sem histéria de cancer de pele, por aplicagdo de PCR em bidpsia de pele.

Autores Casos Controles Resultados Conclusdo
Correa RM et al., | 74 CECs - 31,1% no CEC Amplo espectro de HPVs foram
Argentina 43,4% nas AKs encontrados em varios tipos de
2017 HPVBeta foi 0 mais encontrado, e, | leses (AK, CEC, CBC, BL)
em todas CECs e AKs N&o houve correlagdo tipo-
especifica
Asgari 85 CECs 95 HPVDNA em lesdes (57%) e | Néao houve diferenga entre casos
2008 (C-C) perilesional (50%). e controles, mas o HPVBeta 2
Controles: foi maior no CEC do que em
Pele normal exposta (59%) e pele e | pele adjacente e controles
ndo exposta (49%). (OR4,01C1,3-12)
Forslund 2007 82 com Positividade para HPV DNA em: | A exposicdo solar extensa é fator
CEC, 12% da amostra de pele saudavel, de risco para a infecgdo por HPV
49 com AK 22% da amostra de ceratose | cutineos.
actinica, 26% dos CECs. 42 tipos
diferentes de HPV e associacdo | Os HPVBeta espécies 2 estdo
entre a prevaléncia do HPV e a | implicados na etiologia do CEC
exposicdo solar para as lesdes e | cutaneo.
para a amostra de pele saudavel
Fotoexposta.
Harwood -2004 124 O HPVDNA foi detectado em: Ndo houve diferenca na
(Inglaterra) amostras prevaléncia ou espectro de tipos
de pele - 58/67 (87%) amostras dos | de HPV encontrados em pele
exposta e Transplantados, e, normal exposta e ndo exposta.
ndo Associacdo significante entre
exposta de - 20/57 (35%) amostras de pacientes | CPNM e a presenca de EV HPV
39IC e 38 imunocompetentes. DNA em pele normal
RTRs,
ambos com
e sem
CPNM
Forslund et al, HPV-EV40% nas bidpsias de | Foram  encontrados  amplo
2003 CPNM espectro de HPVBeta a maioria
(Australia) 61% na reg glutea (p0,04) subespécie 1 nos tumores. O
Perilesional (69%) subtipo 38 mais na AK
Glutea (59%).
HPV38 em 39% das lesbes 43% das
AKs e no CEC em 13% (p0,037)
HPV92 em 12% de todos os
pacientes.
Purdie, 2005 HPV-EV gene transcrito em 4 de 11 | Esses dados mais os epidem
(36%) de OTR provéem razéo para a
E 1 de 2 (50%) IC com CEC. contribuicdo
Do HPV-EV na patogénese do
no CEC cuténeo.
Patel, 2008 CEC =101 Testado para todos os HPVBeta Os dados sugerem para o

HPVBeta 1 (incluindo 5 e 8) no
CEC e comparado ao CBC
(p<0,001)

HPVBeta, no CEC espec
espécies 1.

Fonte: Adaptado de Aldabagh et al. ( 2013).

2.3 A Expressédo TLR 9 no CEC cutaneo

Os TLR sdo receptores de superficie e transmembrana expressos em células sentinelas

do sistema imune como Mondcitos (CD14+), Linfécitos B (CD20+), macrofagos, células

dendriticas e em queratindcitos da pele e mucosas oral, gastrointestinal, pulmonar e epitélio

de revestimento genital feminino, e, modulam a resposta imune inata e adaptativa (HUANG et
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al., 2005). Esses receptores sdo integrantes de familia de dez ja reconhecidos receptores (TLR
1 a10), importantes no reconhecimento de padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS)
ou Padrdes Moleculares Patdgenos Associados (PAMPS) (HERNANDEZ; HUEBENER,;
SCHWARBE, 2016).

Num dos mecanismos de ativagdo da imunidade inata via receptor Toll-like 9 (TLR9)
foi identificada a HMGB1 (High mobility group B1 protein) conduzindo a um aumento na
secrecdo de IL-6, IL-12 e TNFa. A HMGB1 se constitui em grupo de proteina de alta
mobilidade padrdo molecular associado a danos, e, € liberado durante a morte celular
necrética ou secretada a partir de macrofagos activados, células NK e células dendriticas
mieldides maduras (IVANOV et al., 2007)

Johnson et al. (2013) observaram que, a exposi¢cdo aguda a RUVB estimulou a
secrecdo de HMGBL de queratindcitos humanos em cultura, e, de queratindcitos epidérmicos
em pele murina. A secrecdo de HMGBL correlacionou-se com a producdo de citocinas pro-
inflamatorias “in vitro” e infiltracdo de células inflamatérias “in vivo”. E, em tumores
originados em pele murina irradiada cronicamente, a expressdo da proteina HMGB1 em
papilomas benignos de baixo grau foi semelhante a da pele adjacente, no entanto, observou
maior nimero de células positivas para HMGB1 em papilomas de alto grau e no CEC. Em
geral, os dados sugerem que 0 HMGB1 pode ser um importante regulador da inflamacao
cutanea induzida por RUV e formacgédo de tumores. Para os autores, estudos adicionais séo
necessarios para avaliar se a segmentacdo de HMGBL seria uma estratégia Util para prevenir a
formacdo de tumores em resposta a exposicdo cronica a RUVB. Popovic (2006) demonstrou
que, a HMGBL suprime a secrecdo e maturacao de citoquinas por PDC (Células Dendriticas
Plasmocitdides) em resposta a agonistas TLR9 inibindo a secrecdo de varias citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo IFN-alfa, IL-6, TNF-alfa, proteina-10 indutivel e IL-12. Em resumo,
0os TLRs regulam respostas inflamatérias e imunes durante a carcinogénese, induzindo
mediadores antitumorais, por outro lado, tém sido cada vez mais reconhecidos, também, como
reguladores da inflamacdo e promotores de carcinogénese (PRADERE; DAPITO;
SCHWABE, 2014).

Ha relatos da Expressdo TLR9 em células tumorais no CEC oral (KOTRASHETTI et
al., 2013; MIN et al., 2012), de cabeca e pescoco (FRENZEL et al., 2006) esbfago
(SHEYHIDIN I, et al., 2011), pulmdo (BELMONT L et al., 2014) e cervical (CHEN et al.,
2012; GHOSH et al., 2015; KUMAR et al., 2013; LEE et al., 2007).

Kotrashetti et al. (2013), examinou as expressées imunohistoquimicas de TLR4 e

TLR9 em varios graus de displasia epitelial oral (DEO), carcinoma oral de celulas escamosas
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(CEC oral) e mucosa oral normal (MON) para determinar a associacdo entre TLR4 e TLR9 na
progressdo de lesdes de displasia para carcinoma. Os resultados indicaram que o padréo de
expressao de TLR4 e TLR9 aumentou significantemente nas displasias leve a grave em
relacdo aos controles e refletiram a progressao de DEO para CEC oral, o que, para os autores,
sugeriu que os TLR podem desempenhar um papel na tumorigénese e que poderia ser
utilizado como um alvo para a prevencéo e terapia do CEC oral no futuro.

Até o presente momento ndo ha pesquisas acerca da Expressao TLR9 na UVBS e no

CEC em pele fotoexposta.

2.4 Exposicao ao tabaco no CEC

Em coorte de mulheres caucasianas idosas, Henderson et al. (2015) observaram
menores probabilidades de CPNM entre as fumantes atuais em comparacdo com as nao-
fumantes ao longo da vida. A associagdo persistiu apesar de controlar por idade, instrucéo,
uso do alcool, as variaveis da exposicdo ao sol, e outros confundidores potenciais. Uma
explicacdo para as probabilidades mais baixas de CPNM em fumantes atuais pode ser que 0s
individuos "predispostos ao cancer" possam sucumbir a outros canceres em uma idade mais
precoce do que o necessario para desenvolver o NMSC e este fato pode mascarar a taxa
verdadeira dos canceres de pele em fumantes (se todos tivessem sobrevivido), e, também,
devido ao viés de selecdo, relacionado a menor triagem de cancer de pele em fumantes.
Observou-se que, menos fumantes atuais tiveram mamografia (78% de fumantes versus 93%
de ndo fumantes, respectivamente), ou colonoscopia (46% dos fumantes atuais vs 56% dos
que nunca fumaram) (valor P <.0001), similar aos estudos anteriores sobre as taxas de rastreio
colorretal. Os fumantes atuais tiveram taxas mais baixas de rastreamento em comparagdo com
os fumantes nunca e passado, apesar de ter um provedor de cuidados atuais e ter seguro. Os
autores concluiram que fumar ndo aumenta o risco de cancer de pele. Os fumantes atuais
estdo associados a um menor risco de CPNM possivelmente como resultado do viés de

deteccéo relacionado a menor triagem para o cancer de pele.
2.5 O HPVBeta associado ao arsénico no CEC
Avaliou-se a relagdo entre exposicao cronica ao arsénico (As), HPV e CPNM por meio

de estudo de caso-controle (42 casos e 48 controles) na Regido Lagunera, México, onde a

exposicdo cronica ao As é endémica. A exposicdo foi determinada através do historico
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detalhado de residéncia na area contaminada e medig&o dos niveis de As na agua potavel e na
urina dos pacientes. A soropositividade para o HPV foi significante e a OR foi 9.04 (P = 0.01)
quando a exposicdo ao As apresentava niveis baixos. A OR aumentou significativamente para
16,5 (p = 0,001) quando ambas as exposi¢des, niveis elevados de As e soropositividade para o
HPV estavam presentes. Assim, a infeccdo por HPV mostrou-se um factor de risco adicional
para o desenvolvimento de CPNM em seres humanos cronicamente expostos ao As. Os
autores propuseram, contudo, mais estudos com populacGes adicionais para determinar a
associacdo entre a exposicao ao HPV e 0 As no CPNM (ROSALES-CASTILLO et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a associagéo entre o HPV beta e o CEC e entre a UVB-S e 0 CEC.
Comparar a Expressdo TLR 9: nos casos CEC e Controles sem CEC; nos UVBS e
UVBR.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar a UVB-S no CEC e em Controles sem CEC;

b) Identificar o HPV Beta no CEC e em Controles sem CEC;

c) Comparar a frequéncia de UVB-S em individuos com CEC e em Controles sem
CEC;

d) Verificar a Expressdo TLR 9 em casos CEC e controles sem CEC;

e) Verificar a Expressdo TLR 9 em UVBS e em UVBR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

a) Artigo 1: A UVBSuscetibilidade e o HPVBeta como fatores de Risco para o
Carcinoma Espinocelular na Pele Fotoexposta em Adultos e idosos.
Trata-se de um estudo do tipo Caso Controle com o objetivo de verificar a associacéo
da UVB-S e do HPV Beta ao CEC em pele fotoexposta de Adultos e ldosos. Seréo
considerados casos os portadores de lesdes de CEC e controles ndo portadores de
CEC;

b) Artigo 2: A UVBSuscetibilidade e a Expressdo TollLike Receptor 9 no Carcinoma
Espinocelular na pele Fotoexposta em Adultos e Idosos. Subamostra do Artigo 1-
Trata-se de estudo do tipo Caso Controle com o objetivo de identificar a associa¢ao da
Expressdo TLR9 em individuos com CEC e Controles sem CEC e da associacdo da
Expressdo TLR9 em individuos UVBS e UVBR.

4.2 Critérios de inclusao

a) Para casos e controles: idade > 18 anos;
b) Casos: ser portador de CEC em pele fotoexposta, atendido no HCP;
c) Controles: pacientes que frequentaram o mesmo ambulatério do HCP, que ndo

apresentavam lesbes de CEC e que ndo eram parentes consanguineos de Casos.

4.3 Critérios de exclusdo para casos e controles

Todos os critérios abaixo foram verificados através do historico e do exame clinico,
registros nos prontuarios ou pesquisados por exames laboratoriais
a) Presenca de outras lesdes papilomatosas, verrucosas ou escamo-queratoticas
identificadas atraves do exame clinico de pele e mucosas pela pesquisadora;
b) Portadores de doencas com comprovada relacdo com UVB-S como o herpes
simples recidivante, hanseniase ou pitiriase versicolor; foi verificada durante a

anamnese e busca de registro em prontuario medico;
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c) Portadores de doengas imunossupressoras, em corticoterapia ou uso de outros
imunossupressores verificada pela pesquisadora através da anamnese, exame
fisico, busca de registro em prontuario médico e realizacdo de exames
laboratoriais;

d) Gestantes: serd verificada pela pesquisadora através da anamnese e exame
laboratorial Beta-HCG,;

e) Pessoas com histéria de exposicdo prévia a substancia difenciprone, um
hipersensibilizante de contato que foi utilizado para a identificacdo dos individuos
UVB-S.

4.4 Populacdo da pesquisa

Pacientes atendidos na clinica dermatoldgica do Hospital de Cancer de Pernambuco
(HCP), divididos em dois grupos: Casos: foram os pacientes portadores de CPNM, do tipo
CEC na pele fotoexposta e os Controles foram os pacientes sem cancer de pele, definido pelos

critérios de inclusdo e exclusao.

4.5 Tipo de amostragem e definigdo do tamanho da amostra

Casos e controles foram selecionados no ambulatério de cancer de pele do HCP-
Recife-PE entre setembro de 2014 e dezembro de 2016. Para a verificacdo da associacao entre
0 HPVBeta e 0 CEC foram considerados: Erro alfa de 5% e erro beta de 20% (power de
80%). A frequéncia de HPVBeta considerada foi 26% nos pacientes Casos, e, para 0S
controles de 12% (Forslund, 2007): o tamanho da amostra foi incialmente de 176 casos e 176
controles.

O célculo do tamanho da amostra foi refeito apds a realizagdo das PCRs nas primeiras
amostras quando foi observado 36,2% de positividade para 0 HPVBeta nos casos e 1,8% nos
Controles, em pele fotoexposta e no CEC em pele fotoexposta, tendo resultado 28 Casos e 28

Controles.
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4.6 Definigdo das variaveis

A definicdo e categorizacdo das Variaveis independentes sociodemogréficas,
Variaveis referentes a exposicdo a Radiacdo Ultravioleta B e HPVBeta e da variavel

dependente Carcinoma Espinocelular (Quadro 3).

Quadro 3 - Variaveis potenciais fatores de confusao.

(continua)
VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS
Variaveis independentes Defini¢do Categorizacao
Idade Anos completos de vida no dia da < 60 anos
entrevista, de acordo com a data de
nascimento. > 60 anos
Sexo Referente ao género masculino ou Masculino.
feminino. Feminino
Escolaridade Referente & aprendizagem escolar Zero anos
em anos completos de estudo.
1 a 8 anos
9 a 11 anos
>12 anos
Renda familiar Referente a fonte de renda Menos de 1 salario minimo
responsavel pelo sustento da familia, 1 a 3 salarios minimos
definida em salario minimo dos anos > 4 salarios minimos
2012/2013.
VARIAVEIS REFERENTES A
FOTOEXPOSICAO
Variaveis independentes Definicdo Categorizacio

Fototipos da classificacdo de

Fitzpatrick
. . ueima com facilidade, nunca .
Muito sensivel Q . | — Branca-Ruiva
bronzeia
. Queima com facilidade, bronzeia
Sensivel . Il - Branca
muito pouco
ueima moderadamente, bronzeia
Normal Q 111 - Morena Clara
moderadamente
ueima pouco, bronzeia com
Normal Q pouco IV - Morena Moderada
facilidade
. ueima raramente, bronzeia
Pouco sensivel Q V - Morena Escura
bastante

Nunca queima, totalmente

Insensivel -
pigmentada

VI - Negra




Quadro 3 - Variaveis potenciais fatores de confusdo.
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(Concluséo)

VARIAVEIS REFERENTES A
FOTOEXPOSIGAO

Variaveis independentes

Definicao

Categorizacao

Nivel de exposi¢do ao sol por sitio
anatémico (profissional)

Exposicéo intensa

Cabeca, pescoco e dorso das méos.

Categoria |

Exposi¢do moderada

Tronco e extremidades

Categoria Il

Suscetibilidade a Radiacdo
Ultravioleta B

Resisténcia a Radiacdo Ultravioleta
B

Sdo aqueles individuos que quando
expostos a pequenas doses de
RUVB de duas vezes a dose
eritematosa minima (DEM), antes
da aplicacéo do hapteno
difenciprone, ndo desenvolvem a
dermatite de contato que seria
esperada ap6s a segunda exposicdo e
que ocorre  naqueles  UVB-
resistentes (UVB-R).

Sdo aqueles individuos que quando
expostos a pequenas doses de
RUVB de duas vezes a dose
eritematosa minima (DEM), antes
da aplicacéo do hapteno
difenciprone, desenvolvem a
dermatite de contato esperada ap6s a
segunda exposicdo e que ndo ocorre
naqueles UVB-suscetiveis (UVB-S).

UVB-S

UVB-R

Variavel dependente Defini¢do Categorizacao
HPV Beta
HPV BETA identificada a presenca Sim
do DNA referente ao HPVbeta
através da reacdo em cadeia da Néo
polimerase (PCR)
Variavel dependente
Presenca de Carcinoma Definida por critérios clinicos, Com CEC
espinocelular na pele fotoexposta dermatoscdpicos e bidpsia com
histol6gico
Auséncia de Carcinoma Auséncia de lesdes sugestivas de Sem CEC

Espinocelular

CEC  por  critérios  clinico,
dermatoscdpico e histolégico

Fonte: A autora.
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4.7 Métodos de coleta e processamento dos dados

4.7.1 Pacientes

Os pacientes foram selecionados por ocasido da consulta no ambulatério de
Dermatologia do Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), divididos em dois grupos:

Pacientes Casos: foram os pacientes portadores de CPNM, do tipo CEC.

Pacientes Controles: foram os pacientes sem cancer de pele, definido pelos critérios de
excluséo.

Apos a selecdo os pacientes eram comunicados sobre a pesquisa e convidados a
participar. Aqueles que aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O projeto foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP-CCS-UFPE) e aprovado
sob 0 CAAE 21971913.7.0000.5208

4.7.2 Determinacdo da DEM

Para a determinacdo da DEM foi realizada a exposi¢do a fonte manual de RUVB -
UVB Narrow Band- que emite uma radiacdo ultravioleta com espectro continuo e pico entre
313 e 317 nm (Aparelho do fabricante Pro Lumina), colocado a 2,5 cm de distancia. O tempo
de exposicdo foi expresso como energia por unidade de superficie (Kj/m?2). A area escolhida
da superficie corpérea foi a porcdo ndo bronzeada do terco inferior do dorso do tronco.

A érea de teste foi revestida por uma pelicula foto-opaca, com seis aberturas de 2cm2,
que foram irradiadas com 3 mJ/mz 4,5 mJ/m2, 6 mJ/m2; 9 mJ/m2;, 12 mJ/mz2; 18 mJ/mz
24mJ/m2; 36mJ/m2. Os quadrados eram fechados de forma progressiva nos tempos
correspondentes. Os pacientes foram orientados a evitar a exposi¢do solar durante o periodo
de observacao.

A DEM foi definida como o tempo necessario para que houvesse formacdo de um
eritema discreto, com bordas bem definidas e sem formacéo de bolhas, apds exposicao Unica a
RUVB, sendo expressa como energia por unidade de superficie (KJ/m2). Apos 16 a 24 horas
da exposicéo foi realizada a leitura do eritema e identificada a DEM.
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4.7.3 Teste de contato em area de dorso previamente irradiada

Em area correspondente a duas vezes a DEM era aplicado 0,1ml de difenciprone
(DPCB) a 0,05% diluido em acetona e fixado na pele irradiada por um adesivo
hipoalergénico, que era removido ap6s 24 horas quando observava-se o efeito irritante

primario do sensibilizante.

4.7.4 Teste de Suscetibilidade a Radiacéo Ultravioleta B (UVBS)

Apo6s 21 a 28 dias da sensibilizacdo com DPCB a 0,05%, foi realizado um teste de
contato para verificacdo da hipersensibilidade de contato ao DPCB diluido a 0,001%,
colocado em &rea nao irradiada do dorso em nivel da omoplata. A leitura foi realizada apds 48
horas da aplicacdo, sempre pela mesma observadora, que aguardou, pelo menos, 30 minutos
apos a retirada do adesivo, e a leitura obedeceu aos seguintes critérios:

Quadro 4 - Classificacdo em UVBS ou UVBR dos Pacientes Casos e Controles.

) Reacdo negativa;

(+) Reacdo fraca = eritema discreto, pouca infiltracdo, sem vesiculacéo;
(++) Reacdo forte = eritema moderado, papulas ocasionais, poucas vesiculas;
(+++) Reacdo muito forte = forte edema e muitas vesiculas;

(+++4) Reacdo extrema = formacéo de bolhas e ulceragao.

Fonte: A autora
Legenda: - Negativa = ndo reatores: considerados UVBsuscetiveis (UVB-S);
-Positiva = reatores: UVB-resistentes (UVB-R).

4.7.5 Dermatoscopia

Foram utilizados os critérios dermatoscopicos aplicados por Zalaudek et al. (2012).
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4.7.6 Biopsia cutanea e histopatolégico

Foi realizada com Punch descartavel 6mm, precedida por anti-sepsia da area e
anestesia local.

Os fragmentos para exame histoldgico foram fixados em formol a 10%, tamponados
para a histologia, e realizou-se a coloragdo por Hematoxilina-Eosina (HE).

Foram considerados CEC os seguintes achados histopatolégicos:

a) CEC “in situ”: presenca de queratindcitos atipicos ocupando parte ou toda a
epiderme, caracterizados por pleomorfismo nuclear. Presenca de
hiperqueratose e paraqueratose;

b) CEC invasivo: presenca de proliferacdo de lobulos e ilhas destacadas de
queratindcitos eosinofilos brilhantes contendo ndcleo com algum grau de
pleomorfismo e mitoses. Nucléolo proeminente e presenca de pérolas corneas e
células apoptoticas. Presenca de invasao representada por ilhas tumorais

desconectadas em varios niveis da derme.

4.7.7 Material para PCR e identificagdo do HPVBeta

Procediam-se a escarificacdo da lesdo suspeita de CEC, da regido do corpo espelho da
lesdo de CEC e de area fotoexposta de punho e dorso de mao, sendo este Gltimo, para Casos e

Controles. O material era armazenado a menos -8(.

4.8 Determinacdo da Presenca do HPVBeta

4.8.1 Extracdo automatizada de DNA

As amostras de raspado de pele coletadas foram mantidas em tampéo PBS, estocadas a
-200C até serem utilizadas para extragdo de DNA. O QIlAsymphony DNA Mini Kit foi
utilizado para extracdo automatizada de DNA através do QIASymphony SP automated system
(Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. Todas as amostras foram submetidas a uma
etapa de digestdo com Proteinase K antes de inseridas no sistema para a extragdo. A
concentragdo do DNA eluido foi avaliada em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) e

posteriormente armazenado a -200C.



35

4.8.2 Identificacdo do HPV

A PM-PCR foi realizado utilizando primers especificos para HPV do grupo beta-
papillomavirus, sendo capaz de identificar HPV5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 93, 96, 104, 110, 111 e 145 (KONING et al., 2006). A
andlise por PCR foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Koning et al. (2006),
com pequenas modificacbes. A PM-PCR foi preparada para o volume final de 12.5ul
contendo 6.25ul GoTaq Green Master Mix (Promega), 1ul do DNA eluido (até 100ng),
10pmoles PM-A (5’-ACTGACCAAAGCTGGAAATC-3") e¢l0 pmoles PM-D primer (5’
TCTTGCAGAGCATTGAAACG-3’). A reagdo de PCR foi realizada no MyCycler™ thermal
cycler (BioRad), sob a seguinte ciclagem: 95°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por
30s, 52°C por 45, e 72°C a 45s; seguido de extensdo final a 72°C por 5 min. O fragmento
gerado de 117 pb referente a amplificacdo de uma regido do gene E1 do HPV foi observada
em agarose 1% preparada em tampéo TB e visualizada pela presenca do brometo de etidio (10
pg/ml).

A FAP-PCR foi realizado utilizando primers especificos para HPV do grupo beta-
papillomavirus, sendo capaz de identificar HPV3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 45, 47, 48,
49, 50, 51, 52, 53, 54, 57, 59, 60, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 75, 76, 77 e 80
(FORSLUND et al., 1997). A analise por PCR foi realizada de acordo com Koning et al.
(2006), com pequenas modificacdes. A FAP-PCR foi preparada para o volume final de 12.5ul
contendo 6.25ul GoTagq Green Master Mix (Promega), 1ul do DNA eluido (até 100ng),
10pmoles FAP59 (5-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3) e 10pmoles FAP64 (5 -
CCWATATCWVHCATITCICCATC-3). A PCR foi realizada utilizando o Veriti™ Thermal
Cycler (Applied Biosystems™), com os seguintes parametros: 5 min a 95°C; 45 ciclos de 1
min a 95°C, 60s a 50°C e 60s a 72°C, seguido de extensdo final por 5 min a 720C. O
fragmento gerado de 478pb pb referente a amplificacdo de uma regido do gene E1 do HPV foi
observada em agarose 1% preparada em tampéo TB e visualizada pela presenca do brometo
de etidio (10 pg/ml).

4.9 Determinacéo da expressdo TLR9

A identificacdo da Expressao Toll-Like Receptor 9 (TLR9) foi realizada por citometria

de fluxo utilizando os reagentes BD™ Phosflow (BD Biosciences, USA). As células obtidas
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foram fixadas com 100 pL. de BD Cytofix/Cytoperm™ pré-aquecido e incubadas por 10
minutos a 37 °C. Em seguida, apos centrifugacdo a 250 xg por 8 minutos, o sobrenadante foi
descartado e realizada a marcacgédo de superficie celular com os anticorpos monoclonais anti-
CD3, CD20 e CD14. Apos incubacdo de 20 minutos a temperatura ambiente e protegido da
luz, as células foram permeabilizadas com 750 ul de Perm Buffer 111 a 4 °C e incubadas por
30 minutos no gelo, protegidas da luz. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de
PBS, centrifugadas a 250 xg por 8 minutos e o sobrenadante foi descartado. Duas etapas de
lavagem foram realizadas. Posteriormente foi realizada a marcacdo intracelular com os
anticorpos monoclonais anti- TLR9 e realizada incubagéo por 40 minutos protegido da luz.
Por fim, uma nova etapa de lavagem foi realizada, o sobrenadante descartado e as celulas
foram ressuspendidas em 300 pL de Stain Buffer e realizada aquisi¢cdo no citdbmetro de
fluxo.Ap0s a etapa de permeabilizacdo, foi adicionado mAB anti-TLR9, (BD, Pharmigen3,
San Diego, CA) e incubado a 4°C por 30 min e protegido da luz. Apds a incubacéo,
adicionando-se 2 mL de Perm/Wash 1x concentrado (BD, Cytofix/Cytoperm™ Becton
Dickinson, Sunnyvale, CA) e centrifugado a 300 x g por 5 min a 20 °C (FACSVERSES,
Becton Dickinson, Sunnyvale, CA).

Foram adquiridos 50.000 eventos celulares e as andlises dos resultados foram
realizadas com o programa FACSSUITE (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em

valores percentuais.



Figura 1 - Fluxograma da Selecdo dos Casos e Controles

Casos Excluidos: Controles Excluidos:
133 7
Diagndstico de CBC Incipiente: 37 D Contato DPCB além da pele irradiada: 3
Diagndstico de Basoescamoso: 11 Impossibilidade de comparecer as 4 Consultas para o
. Teste de UVBS: 4
QueratosesActinicas: 49

D Bowen: 8

Tu de colisdo: 2
Passado de Rx ou Qt ou outros Canceres: 5
Dermatite de Contato a DPCB além da pele irradiada: 6
Problemas com o material: 12

Impossibilidade de comparecer as 4 consultas para o teste de
UVBS: 3

Fonte: A autora

4.10 Analise dos dados

Os dados do questionario foram digitados em dupla entrada e comparados no
programa validatedo software epi-info versdo 6,0. A analise univariada foi realizada no epi-
info a multivariada no programa stata verséo 9,0.

Os resultados do estudo foram analisados em duas etapas:
1) ETAPA- foi verificada a associacdo entre 0 HPV Beta e o CEC.
a) Variavel independente:

-Presenca do HPV Beta DNA
-Auséncia do HPV Beta DNA
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b)Variavel dependente:
-CEC
-Nao CEC

Para verificar a associagéo entre 0 HPV-Beta e 0 CEC foram calculados o oddsratio
bruto e ajustado, intervalo de confianga de 95% e valor de p para a associagdo HPV-Beta e 0
CEC. Foi testado um modelo de analise de regressao logistica maltipla utilizando-se o HPV-
Beta e as demais variaveis de confusdo como possiveis preditoras do CEC.

Os potenciais fatores de confusdo foram distribuidos em blocos, procedendo-se a
andlise uni e multivariada por regressédo logistica, dentro de cada bloco.

Foram selecionadas para analise multivariada de cada bloco as varidveis que, na
analise univariada, apresentaram valor de p<0,20, permanecendo no modelo final aquelas
variaveis que, apos analise multivariada, apresentarem um valor de p<0,05.

Em seguida foi rodado um modelo multivariado final com as varidveis selecionadas
nos modelos multivariados de cada bloco. A estratégia utilizada foi step-up, sendo as
variaveis introduzidas sequencialmente no modelo, de acordo com o valor de p.

A associacdo HPV-Beta e o CEC foi ajustada pelo conjunto das variaveis selecionadas
em cada bloco e pelo multivariado final.

2) ETAPA- foi verificada a associacdo entre o fenétipo de UVB-S e CEC.

a) Variavel Independente:
- UVBS
- UVBR
b) Variavel dependente:
- CEC
- Ndo CEC
Para verificar a associacdo entre o fendtipo de UVB-S e o CEC foram calculados o
oddsratio bruto e ajustado, intervalo de confianca de 95% e valor de p para a associagéo
UVB-S e 0 CEC. Foi testado um modelo de analise de regresséo logistica maltipla utilizando-
se a UVB-S e as demais variaveis de confusdo como possiveis preditoras do CEC.
Os potenciais fatores de confusdo foram distribuidos em blocos, procedendo-se a

analise uni e multivariada por regressdo logistica, dentro de cada bloco.
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Foram selecionadas para andlise multivariada de cada bloco as varidveis que, na
andlise univariada, apresentarem valor de p<0,20, permanecendo no modelo final aquelas
variaveis que, apés analise multivariada, apresentarem um valor de p<0,05.

Em seguida foi rodado um modelo multivariado final com as varidveis selecionadas
nos modelos multivariados de cada bloco. A estratégia utilizada foi step-up, sendo as
variaveis introduzidas sequencialmente no modelo, de acordo com o valor de p.

A associacdo UVB-S e o CEC foi ajustada pelo conjunto das variaveis selecionadas

em cada bloco e pelo multivariado final.

3) ETAPA- em subamostra, foi verificada a Expressdo TLR9 em Casos e Controles, em
UVBS e UVBR

Foi calculado o valor de p para a associacdo das varidveis Sécio-Demograficas,
Antecedente de Ca de Pele, Exposi¢des quimicas, Fototipo de pele da Classificagdo de
Fitzpatrick, UVB-S, e o CEC em Pele Fotoexposta em Adultos e idosos. Foram aplicados os
testes quiquadrado e Fisher. Para as variaveis lIdade e IMC foi aplicado o teste t de Student.
Foram consideradas associadas as variaveis com valor de p<0,05.

Na analise da Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de TLR9 foi inicialmente
aplicado o teste de normalidade de shapiro-wilk. Foi observada a distribuicdo da Expressédo
TLR9 pela MFI entre os grupos celulares, tendo sido expressa em mediana e interquartil
(IQR: 25%-75%). Foi realizado o teste de Mann-Whitney para comparar valores de mediana
entre grupos celulares. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05. A analise
estatistica foi realizada através do graphpadprism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).

4.11 Limitacdes metodoldgicas do estudo

Podemos considerar nos estudos analiticos dois tipos principais de erros: 0 erro
randémico que depende do tamanho da amostra e o erro sistematico (viés ou bias), que esta
relacionado a forma pela qual as informagdes s&o obtidas, registradas ou interpretadas ou a
forma de selecdo dos individuos.

Realizamos o célculo da amostra tendo por base as principais exposicoes UVBS e o
HPVBeta.
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No que diz respeito ao erro sistematico algumas consideragcdes podem ser feitas: nos

estudos caso controle podem ocorrer, principalmente, viés de selecdo, informacdo e

confundimento.

4.11.1 Viés de selecdo

a)

b)

No caso de recusa em participar do estudo, foi solicitado 0 maximo de dados destes
individuos a fim de compara-los com os demais individuos integrantes do projeto;

Houve selecdo de casos e controles com proximidade maxima da semelhanca
principalmente quanto as varidveis cor de pele e idade. O viés de selecdo foi
minimizado pela selecdo dos casos no ambulatorio de cancer de pele do HCP e
controles dos ambulatérios de dermatologia geral do HOF. E possivel que haja
limitacdo na extrapolacdo dos resultados porque este estudo realizou-se em uma

populacdo de base hospitalar em servico de referéncia no estado de Pernambuco;

c) A possibilidade do viés de selecdo em decorréncia de patologias outras ja decorrentes

do estado de maior suscetibilidade as radiacdes ultravioleta. Procuramos minimizar
este viés pela ndo inclusdo de portadores de Herpes simples recidivante, de
hanseniase, tendo em vista a UVB-suscetibilidade ja funcionar como marcador de
risco para estas patologias cutaneas (VERMEER et al., 1991);

d) A possibilidade de viés de selecdo por perdas em decorréncia do grande incémodo

provocado pela aplicacdo do DPCB, com posterior rejeicdo de persistir no trabalho
pelo paciente; possibilidade de mudanga de enderego. Procuramos minimizar estes
pelo esclarecimento exaustivo aos participantes do incémodo, que, no entanto, é
completamente suportavel provocado pela aplicacdo do difenciprone, informando
acerca do pequeno grau de irritacdo primaria na primeira aplicacdo. Solicitaremos ao
voluntario informar, caso ocorra, mudanca de endereco esclarecendo sobre a
importancia do mesmao persistir até o fim do protocolo;

E possivel a ocorréncia de ndo entendimentos ou receio de se submeter aos testes para
verificacdo da UVB-S e pesquisa de HPV DNA, por parte do (a) doente selecionado,
com consequente desisténcia de participacdo ou abandono, podendo constituir-se em
vieses de selecdo. Procuraremos minimizar estes através do esclarecimento da
finalidade da pesquisa de forma clara, objetiva, em linguagem coloquial, a todos os
voluntéarios, esperando, dessa forma uma maior adesdo e persisténcia até o final da

pesquisa.
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4.11.2 Viés de informacéo

a) As informacbes sobre a exposi¢cdo podem ndo ser colhidas da mesma forma entre
casos e controles. Com o objetivo de reduzir o viés de informacéo, foram adotadas as
seguintes medidas:

- Utilizacdo de um instrumento para coleta e registro de dados operacionalizado por
um mesmo individuo;

- Padronizacdo da forma de investigacdo, das técnicas e medidas registradas: foram
utilizadas técnicas padronizadas para as determinacGes da dose eritematosa
minima, do fenétipo de suscetibilidade (UVB-S) ou resisténcia (UVB-R) a RUVB.
A presenca do HPV Beta foi verificada através da técnica da Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), com dois primers distintos, especificos para 0 HPVBETA, o
PM-PCR, e o FAP-PCR. Foram realizadas bidpsia, Dermatoscopia e
histopatoldgico para diagndstico do CEC em todos os casos. O vies de memdria em
relacdo as informagdes referentes a exposicao ao difenciprone foram minimizados,
pela averiguacdo dos dados pregressos registrados em prontuarios, aléem disso,
ambos os grupos de comparacdo foram estimulados da mesma forma quanto as
perguntas do instrumento de coleta de dados; os erros de classificacdo em relacéo
ao diagndstico da doenca foram minimizados pelo diagnostico clinico,
Dermatoscopia e bidpsia em todos os individuos com lesdo suspeita de CEC. Foi
realizado o teste de Reacdo em cadeia da Polimerase para a caracterizacdo dos

subtipos de HPV com a utilizacdo de 2 primers especificos para 0 HPVBeta.

4.11.3 Confundimento

Para controlar os possiveis fatores de confusdo foram utilizadas as seguintes
estratégias:
a) Anélise estratificada: foram utilizados recursos como estratificacdo para
identificar outros possiveis fatores de confuséo (idade, sexo);

b)  Modelos estatisticos analises uni e multivariadas por regresséo logistica.
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4.12 Riscos ao paciente

Os riscos potenciais foram inerentes aos procedimentos de rotina e que sdo realizados
independentemente da pesquisa. Sdo eles, a puncdo de veia periférica para a dosagem do
TLR-9 e a realizacdo da biopsia por exérese da lesdo para a confirmagdo do diagnostico. A
biopsia faz parte da rotina e a puncéo de veia periférica j esta preconizada na realizacdo dos
exames de sangue pré-operatorios e apenas acresciamos o0 exame para identificacdo da
Expressao TLRO.

Nestes procedimentos as complicagdes possiveis consistem de formacdo de hematoma
por sangramento e infeccdo e deiscéncia de ferida operatoria.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

O Projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Salde da UFPE e do Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), s6 tendo sido iniciado apés a
liberacéo pelos referidos CEPs.

Todos os pacientes assinaram o TCLE e sO6 apds assinatura demos inicio ao
preenchimento do questionario e exames para coleta dos dados.

Todos os pacientes foram examinados, diagnosticados e tratados igualmente e
independentemente de aceitarem ou ndo participar da pesquisa. Para aqueles que aceitaram
participar foram informados sobre todos os procedimentos a serem realizados e assinaram 0
termo de consentimento livre e esclarecido.

O projeto foi submetido ao Edital Universal do CNPq tendo sido selecionado para
receber financiamento. (Chamada: MCTI/CNPg/Universal 14/2014 — Faixa C — até
120.000,00. Namero do Processo: 445399/2014-7).
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Background: O Carcinoma Espinocelular apresenta-se com indices de prevaléncia crescentes
globalmente e a exposi¢do a Radiagéo Ultravioleta B persiste como principal fator de risco de
carcinoma espinocelular, observando-se o trago genético de UVBSuscetibilidade em 92% dos
casos.'? Ha associacio do HPVBeta ao carcinoma espinocelular em pele fotoexposta de
imunossuprimidos e de pacientes com Epidermodisplasia Verruciforme, mas, em
imunocompetentes sdo necessarios esclarecimentos sobre se ha associacdo e os fatores
associados a infeccdo e persisténcia do HPVBeta no CEC em pele fotoexposta.

Obijective: Nés verificamos a UVBSuscetibilidade e o HPVBeta no carcinoma espinocelular
em pele fotoexposta de pacientes adultos e idosos atendidos em ambulatério de referéncia em
cancer de pele em Recife - Brazil.

Methods: O estudo foi do tipo Caso-Controle. Foram calculados o Odds Ratio bruto e
ajustado, intervalo de confianca de 95% e valor de p para a associacdo das variaveis Socio-
Demogréficas, Antecedente de céncer de Pele, Exposi¢cBes quimicas e Fotoexposicéo,
UVBSuscetibilidade e o HPV Beta no carcinoma espinocelular em Pele Fotoexposta de
Adultos e idosos. Foram aplicados os testes quiquadrado e Fisher. Para as variaveis ldade e
indice de Massa Corporea foi aplicado o teste t de Student. Procedeu-se a analise univariada e
foram selecionadas para analise multivariada as variaveis que apresentaram valor de p<0,20,
permanecendo no modelo final aquelas variaveis que apresentaram um valor de p<0,05. As
associacfes UVB-Suscetibilidade e o0 HPVBeta ao carcinoma espinocelular foram ajustadas
pelo conjunto das variaveis selecionadas e pelo modelo multivariado final.

Results: Foram diagnosticados 63 casos de pacientes com carcinoma espinocelular em pele
fotoexposta de adultos e idosos (64,6% Estadios | e I1). Ap6s analise multivariada, persistiram
no modelo final: a UVBS (p<0,015), positividade para, a0 menos um subtipo de HPVBeta em
pele fotoexposta (p<0,01), as Fotorreatividades | e Il da classificacdo de Fitzpatrick
(p<0,001), as queimaduras por RUVB antes dos 20 anos (p<0,001) e o sexo masculino
(p<0,001).

Limitations: Tamanho da amostra estudada; N&o foi verificado o subtipo de HPVBeta;

N&o foi verificada atividade viral nas lesoes;

Conclusion: A UVBSuscetibilidade e a positividade para, ao menos, um subtipo do HPVBeta

na pele fotoexposta séo fatores de risco para o carcinoma espinocelular.

Key words: UVB Radiation; UVBSusceptibility; Sunburn; HPVBeta; SCC; AK; NMSC,;
Odds Ratio; Fitzpatrick skin phototypes.
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INTRODUCAO

A exposicdo a Radiacdo Ultravioleta B (RUVB) persiste como o principal fator de
risco dos Canceres de Pele Nio Melanoma em caucasianos (CPNM); 2 e o Carcinoma
Espinocelular (CEC) é o segundo em prevaléncia no grupo, correspondendo a cerca de 20%
dos CPNM no Brasil.* O CEC apresenta incidéncia crescente em todo o mundo,® a depender
da exposicdo a RUVB, %' da localizagdo geografica,® ou de algumas categorias profissionais, °
observando-se, entretanto, que a condicdo de ser UVBS, é um melhor indicador de risco de
CEC.0

Observa-se o traco fenotipico de UVBS em mais de 90% dos portadores de CEC,
contra apenas, 40% da populacgo.*''> Em UVBS ha deficiéncia na resposta imunoldgica inata
e adaptativa em situacdo de exposicdo a doses minimas de radiacdo Ultravioleta B (RUVB),
de duas vezes a Dose Eritematosa Minima (DEM), devido a variabilidade genética. H&, nas
exposicdes agudas, supressdo da imunidade mediada por células (IMC) e da
hipersensibilidade de contato (HC) com déficit no reconhecimento de novos antigenos e de
memoria imunolodgica e predisposicdo a algumas infeccdes por patdgenos intracelulares tais
como o herpes simples recidivante 12131415 e 3 hanseniase virchowiana.'®. Na carcinogénese,
em individuos UVBS, as células que sofreram dano em seu DNA pela Radiacdo Ultravioleta
B (RUVB), expressam mutacdo no gene supressor do tumor, o p53, com prejuizo da apoptose

e consequente inducdo do CEC. 61718

O maior fator de risco para o CEC cutaneo € a exposicdo a RUVB, havendo
associacdo do HPV Beta (HPVBeta) ao CEC em pele exposta a RUVB, em imunossuprimidos
e em portadores da EV. Em pacientes ndo imunossuprimidos, ndo EV, sdo necessarios
esclarecimentos sobre se ha associacdo do HPVBeta ao CEC e, também, se ha associacéo do
HPVBeta a pele fotoexposta. Ha relatos da associacdo do HPVBeta ao CEC em pele
fotoexposta e do HPVBeta a pele fotoexposta®® e ha estudos que ndo evidenciaram diferenca
na prevaléncia do HPV cutineo em pele fotoexposta, a exemplo de Harwood et al.?’ Mais
recentemente, um estudo determinou a prevaléncia do HPV cutaneo em varios tipos de lesbes
de pele benignas, queratose actinica (AK), CEC e CBC, e observou que, os HPVBeta foram
0s mais frequentes em todas as lesdes, e, foram observados em todos os casos de AK e de

CEC, que foram positivos para o HPV; ndo observou-se associagio tipo-especifica.?

Nos individuos ndo imunossuprimidos, ndo EV, possivelmente, séo necessarios fatores

adicionais para tornar o individuo predisposto a infeccdo e a persisténcia do HPVBeta na pele
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fotoexposta, que precisam ser esclarecidos. Neste estudos nos propomos a verificar o risco da
condigédo da UVBS e da presenga do HPVBeta associados ao CPNM, apenas, do tipo CEC em

pele fotoexposta de adultos e idosos, e que, ndo foram relatados na literatura até 0 momento.

METHODS
Pacientes

Os pacientes foram selecionados por ocasido da consulta no ambulatorio de

Dermatologia do Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), divididos em dois grupos:

a) Pacientes Casos: foram o0s pacientes portadores de CPNM, do tipo CEC;
b) Pacientes Controles: foram os pacientes sem cancer de pele, definido pelos critérios de

exclusio.

Critérios de inclusdo para casos e controles

Idade: > 18 anos.

Critérios de exclusdo para casos e controles

a) Presenca de outras lesdes papilomatosas ou verrucosas ou escamo-queratoticas,
identificadas através do exame clinico de pele e mucosas;

b) Portadores de doencas com comprovada relagdo com UVB-S como o herpes simples
recidivante, hanseniase ou pitiriase versicolor; foi verificada durante a anamnese e
busca de registro em prontuario médico;

c) Portadores de doengas imunossupressoras, infeccbes de pele ou outras de repeticao,
em corticoterapia ou em uso de outros imunossupressores, foi verificada através da
anamnese, exame fisico, busca de registro em prontuario médico e realizacdo de
exames laboratoriais;

d) Gestantes: foi verificada através da anamnese e exame laboratorial Beta-HCG;

e) Pessoas com histéria de exposicdo prévia a substancia difenciprone, um
hipersensibilizante de contato que foi utilizado para a identificacdo dos individuos
UVB-S.

Apols a selecdo os pacientes eram comunicados sobre a pesquisa e convidados a
participar. Aqueles que aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O projeto foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP-CCS-UFPE) e aprovado



48

sob o CAAE 21971913.7.0000.5208 e do Hospital de Céancer de Pernambuco (HCP) sob o

CAAE 61716916.6.0000.5205.

CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

Definicéo

Categorizacao

Idade Anos completos de vida no dia da < 60 anos
entrevista, de acordo com a data de
nascimento.
> 60 anos
Sexo Referente ao género masculino ou Masculino.
feminino.
Feminino

VARIAVEIS REFERENTES A
FOTOEXPOSICAO

Fototipos da classificagdo de
Fitzpatrick

Muito sensivel

Queima com facilidade, nunca

| — Branca-Ruiva

bronzeia

. Queima com facilidade, bronzeia

Sensivel . Il - Branca
muito pouco
ueima moderadamente, bronzeia
Normal Q 11 - Morena Clara
moderadamente
ueima pouco, bronzeia com

Normal Q P IV - Morena Moderada

facilidade

Pouco sensivel

Queima raramente, bronzeia

V - Morena Escura

bastante
Insensivel Nunca queima, totalmente VI - Negra
pigmentada
Nivel de exposi¢do ao sol por sitio
anatémico (profissional)
Exposicdo intensa Cabeca, pescoco e dorso das méaos. Categoria |
Exposi¢do moderada Tronco e extremidades Categoria Il
Suscetibilidade a Radiacao Sao aqueles individuos que quando UVB-S

Ultravioleta B

expostos a pequenas doses de
RUVB de duas vezes a dose
eritematosa minima (DEM), antes
da aplicacédo do hapteno
difenciprone, ndo desenvolvem a
dermatite de contato que seria
esperada ap6s a segunda exposicéo e
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que ocorre  naqueles  UVB-
resistentes (UVB-R).

Sdo aqueles individuos que quando
Resisténcia a Radiacdo Ultravioleta expostos a pequenas doses de UVB-R
B RUVB de duas vezes a dose
eritematosa minima (DEM), antes
da aplicacédo do hapteno
difenciprone, desenvolvem a
dermatite de contato esperada apos a
segunda exposicdo e que ndo ocorre
naqueles UVB-suscetiveis (UVB-S).

Classificacdo da exposicao Definicéo Categorizacao
HPV Beta
HPV BETA
identificada a presenca Sim

de, ao menos, um subtipo do DNA
HPVbeta através da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) N
o

Quadro 1- Caracterizacdo Sociodemografias e referentes & Fotoexposicao dos pacientes da amostra.

Irradiagdo com UVB

O protocolo para a exposicdo a RUVB e determinacdo da dose eritematosa minima
(DEM) seguiu o protocolo descrito por Rae et al.?> Com algumas modificacGes: a fonte
manual de RUVB -UVB Narrow Band- que emite uma radiacdo ultravioleta com espectro
continuo e pico entre 311 e 312 nm, colocado a 2,5 cm de distancia. O tempo de exposicdo foi
expresso como energia por unidade de superficie (mJ/m2). A &rea escolhida da superficie
corporea foi a por¢do ndo bronzeada do terco inferior do dorso do tronco.

A érea de teste foi revestida por uma pelicula foto-opaca, com seis aberturas de 2cm2,
que foram irradiadas com 3 mJ/mz 4,5 mJ/m2, 6 mJ/m2;, 9 mJ/m2; 12 mJ/mz2; 18 mJ/mz
24mJ/m2; 36mJ/m2. Os quadrados eram fechados de forma progressiva nos tempos
correspondentes. Os pacientes foram orientados a evitar a exposicao solar durante o periodo

de observacao.

A DEM foi definida como o tempo necessario para que houvesse formacdo de um
eritema discreto, com bordas bem definidas e sem formacéo de bolhas, apos exposi¢éo Unica a
RUVB, sendo expressa como energia por unidade de superficie (mJ/cm?2). Ap6s 16 a 24 horas

da exposicéo foi realizada a leitura do eritema e identificada a DEM.
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Teste de contato em area de dorso previamente irradiada

Em é&rea correspondente a duas vezes a DEM era aplicado 0,1ml de difenciprone
(DPCB) a 0,05% diluido em acetona e fixado na pele irradiada por um adesivo
hipoalergénico, que era removido ap0s 24 horas quando observava-se o efeito irritante

primario do sensibilizante.

Teste de Suscetibilidade a Radiacdo Ultravioleta B (UVBS)

Apos 21 a 28 dias da sensibilizacdo com DPCB a 0,05%, foi realizado um teste de
contato para verificacdo da hipersensibilidade de contato ao DPCB diluido a 0,001%,
colocado em &rea ndo irradiada do dorso em nivel da omoplata. A leitura foi realizada ap6s 48
horas da aplicacdo, sempre pela mesma observadora, que aguardou, pelo menos, 30 minutos

apos a retirada do adesivo, e a leitura obedeceu aos seguintes critérios:

Tabela 1 — Resposta ao teste de contato com DPCB na caracterizacdo dos individuos em
UVBS e UVBR

) Reacao negativa;

+) Reacdo fraca = eritema discreto, pouca infiltragdo, sem vesiculacao;
(++) Reacdo forte = eritema moderado, papulas ocasionais, poucas vesiculas;
(+++) Reacdo muito forte = forte edema e muitas vesiculas;

(+++4) Reacdo extrema = formacédo de bolhas e ulceragao.

Legenda: -Negativa = ndo reatores: considerados UVBsuscetiveis (UVB-S);
-Positiva = reatores: UVB-resistentes (UVB-R).

Dermatoscopia

Foram aplicados os critérios dermatoscopicos descritos por Zalaudek et al., 201223
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Bidpsia cutanea e histopatologico

Foi realizada com Punch descartavel 6mm, precedida por anti-sepsia da &rea e

anestesia local.

Os fragmentos para exame histoldgico foram fixados em formol a 10%, tamponados

para a histologia, e realizou-se a coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE).
Foram considerados CEC os seguintes achados histopatolégicos:

a) CEC “in situ”: queratindcitos atipicos ocupando parte ou toda a epiderme,
caracterizados por pleomorfismo nuclear. Presenca de hiperqueratose e paragqueratose;
b) CEC invasivo: proliferacdo de I6bulos e ilhas destacadas de queratindcitos eosinofilos
brilhantes contendo nicleo com algum grau de pleomorfismo e mitoses. Nucléolo
proeminente e presenca de pérolas cérneas e células apoptdticas. Presenca de invasao

representada por ilhas tumorais desconectadas em varios niveis da derme.

Material para PCR e identificagdo do HPVBeta

Procediam-se a escarificacdo da lesdo suspeita de CEC, da regido do corpo espelho da
lesdo de CEC e de area fotoexposta de punho e dorso de méo, sendo este ultimo, para Casos e

Controles. O material era armazenado a menos -8(.

Extracdo automatizada de DNA

As amostras de escarificacdo de pele coletadas foram mantidas em tampédo PBS,
estocadas a -200C até serem utilizadas para extracdo de DNA. O QlAsymphony DNA Mini
Kit foi utilizado para extracdo automatizada de DNA através do QIASymphony SP automated
system (Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante. Todas as amostras foram submetidas a
uma etapa de digestdo com Proteinase K antes de inseridas no sistema para a extragdo. A
concentragdo do DNA diluido foi avaliada em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) e

posteriormente armazenado a -200C.

Identificacéo do HPV

A PM-PCR foi realizado utilizando primers especificos para HPV do grupo beta-
papillomavirus, sendo capaz de identificar HPV5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 93, 96, 104, 110, 111 e 145.%* A andlise por PCR foi

realizada de acordo com o protocolo descrito por Koning et al.,?* com pequenas modificages.
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A PM-PCR foi preparada para o volume final de 12.5ul contendo 6.25ul GoTaq Green Master
Mix  (Promega), 1ul do DNA eluido (at¢ 100ng), 10pmoles PM-A (5’-
ACTGACCAAAGCTGGAAATC-3") el0 pmoles PM-D primer (5°-
TCTTGCAGAGCATTGAAACG-3"). A reagdo de PCR foi realizada no MyCycler™ thermal
cycler (BioRad), sob a seguinte ciclagem: 95°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por
30s, 52°C por 45, e 72°C a 45s; seguido de extensédo final a 72°C por 5 min. O fragmento
gerado de 117 pb referente a amplificacdo de uma regido do gene E1 do HPV foi observada

em agarose 1% preparada em tampédo TB e visualizada pela presenca do brometo de etidio (10

pg/ml).

A FAP-PCR foi realizado utilizando primers especificos para HPV do grupo beta-
papillomavirus, sendo capaz de identificar HPV3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 45, 47, 48,
49, 50, 51, 52, 53, 54, 57, 59, 60, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 75, 76, 77 € 80.2° A
analise por PCR foi realizada de acordo com Koning et al.,?® com pequenas modificacdes. A
FAP-PCR foi preparada para o volume final de 12.5ul contendo 6.25ul GoTaq Green Master
Mix (Promega), 1ul do DNA eluido (at¢ 100ng), 10pmoles FAP59 (5-
TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3) e 10pmoles FAPG64 (5-
CCWATATCWVHCATITCICCATC-3). A PCR foi realizada utilizando o Veriti™ Thermal
Cycler (Applied Biosystems™), com os seguintes parametros: 5 min a 95°C; 45 ciclos de 1
min a 95°C, 60s a 50°C e 60s a 72°C, seguido de extensdo final por 5 min a 720C. O
fragmento gerado de 478pb pb referente a amplificacdo de uma regido do gene E1 do HPV foi
observada em agarose 1% preparada em tampédo TB e visua lizada pela presenca do brometo
de etidio (10 pg/ml).

Analise dos dados

Foram calculados o Odds Ratio bruto e ajustado, intervalo de confianca de 95% e
valor de p para a associagdo das variaveis Socio-Demogréficas, Antecedente de Ca de Pele,
Exposicdes quimicas e Fotoexposicdo, Fototipo de pele da Classificacdo de Fitzpatrick, UVB-
S, HPVBeta e 0 CEC em éarea de Pele Fotoexposta em adultos e idosos. Foram aplicados os
testes quiquadrado e Fisher. Para as variaveis ldade e IMC foi aplicado o teste t de Student.
Foram consideradas associadas as variaveis com valor de p<0,05. Foi testado um modelo de
analise de regressao logistica mdltipla utilizando-se a UVB-S, o HPVBeta e as demais

variaveis de confusdo como possiveis preditoras do CEC. Foram selecionadas para analise
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multivariada as varidveis que, na analise univariada, apresentaram valor de p<0,20, e
permaneceram no modelo final aquelas variaveis que, ap6s anélise multivariada, apresentaram
um valor de p<0,05. A estratégia utilizada foi step-up, sendo as varidveis introduzidas
sequencialmente no modelo, de acordo com o valor de p. A associacdo UVB-S, o HPVBeta e

o CEC foi ajustada pelo conjunto das variaveis selecionadas e pelo multivariado final.

RESULTADOS

Por critérios Dermatoscopicos e histopatoldgicos,? a amostra de CEC foi classificada
no Estédio I, para o CEC “in situ” ou intraepitelial (Tis), 45,2%; no Estadio II microinvasivo
(TINO) 19,4% e CEC néo caracterizado 35,5%. Foi observado, portanto, 64,6% de casos de
CEC diagnosticados precocemente nos Estadios | e I1 (TNM-AJCC).

Caracterizando o Perfil dos Casos em 51,7% relataram antecedentes de CPNM; 93,4%
apresentavam lesdes de Queratose Actinica e em 43,9% havia dez ou mais lesdes de queratose
actinica (Tabela 1).

Entre os pacientes com CEC a frequéncia UVBS foi de 69,8%, enquanto nos controles
a frequéncia foi de 24% (OR 7,33 IC 95% 3,45 — 15,6).

A frequéncia de HPVBeta no grupo CEC foi de 23,4%, enquanto nos Controles foi de
1,8% (OR17,1 IC 2,12 — 138), quando comparamos lesdo do Caso e dorso de mao, porém,
considerarmos qualquer sitio de pele em Caso e comparamos com dorso de méo de Controles
a frequéncia foi 36,2% nos Casos e 1,8% nos Controles (OR 31,4 IC 4,02 — 250).

No grupo de exposi¢cbes a RUVB observou-se quanto ao Fototipo de Pele | e 1l da
Classificacdo de Fitzpatrick representado em 85,7% dos CEC, enquanto nos Controles em
25,3% (OR 17,7 1C 95% 7,36 — 42,5).

Quanto a Fotoexposicdo por ocupa¢do em ambiente aberto por 4 ou mais horas e 10 ou
mais anos foi observado no CEC em 71% e nos Controles 30,6% (OR 5,07 IC 95% 2,31 —
11,1). Compondo ainda o grupo de Exposicdo & RUVB por ocupacdo, ter CEC e ser
Agricultor foi observado em 41,3% e em 14,75% dos controles (OR 4,09 1C95% 1,81 — 9,22).

No grupo das exposi¢cdes quimicas as chances de ser tabagista atualmente ou ja ter
feito uso do tabaco ocorreu no CEC em 57,1% e nos Controles em 38,7% (OR 2,1 IC 95%
1,07 — 4,18). A carga tabagica acima de 35 anos-mago ocorreu em 58,1% dos casos e em
38,7% dos Controles (OR 2,11 IC 1,07 — 4,18).

A DEM > 18 KJ/cm? foi observada no CEC em 50% e nos Controles em 72% (OR
0,39 IC 95% 0,18 — 8,84).
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Ser do sexo masculino ocorreu no CEC em 58,1% e nos Controles em 26,4% (OR 3,68
e IC 95% 1,87 — 8).

A faixa etaria foi nos CEC de 67,3 £ 13,1 e nos Controles de 49,1 + 14,8 (OR 1,10 IC
95% 1,06 — 1,12). A faixa etaria dos 60 anos foi observada no CEC em 73,1% e nos Controles
em 24% (OR 6,33 1C95% 3,01 — 13,3).

A escolaridade < 8 anos estava representada em 68,3% no CEC e em 50,7% dos
Controles (OR 2,09 IC 95% 1,04 — 4,20).

Foram selecionadas as variaveis com p-valor <0,20 para Regressao Logistica Multipla
e permaneceram no modelo final as variaveis que apresentaram p-valor <0,05, caracterizando
um perfil de risco de CEC, a UVBS (OR 3,69 IC 1,01 — 13,5); a0 menos um subtipo de
HPVBeta 9,38 (0,46 — 189,5), a Fotoreatividade | e Il da classificacdo de Fitzpatrick (OR 40,2
IC 9,34 — 172,9); a Queimadura solar ap6s os 20 anos de idade (OR 7,95 IC 1,34 — 47,1);
Idade acima dos 60 anos (OR 1,11 IC 1,05 — 1,17) e o Sexo Masculino (OR 9,35 IC 2,26 —
38,8) (Tabelas 2 e 3).

DISCUSSAO

Os pacientes com CEC da amostra estudada caracterizaram-se por apresentar CEC “in
situ” em 45,2% e o microinvasivo em 19,4%. As lesoes localizavam-se em face, colo e dorso
de mdos em mais de metade dos casos (54,1%), consideradas areas de pele de maior
fotoexposicdo. Observamos a presenca de lesbes de Queratose actinica (AK) em 93,4% dos
casos, sendo que, em numero igual ou maior que 10 AKs em 43,9%. O passado de Cancer de
pele ndo melanoma foi observado em 51,7%.

Foram observadas as seguintes exposi¢des associadas ao CEC na amostra estudada: a
UVBS, positividade de, ao menos, um subtipo de HPVBeta, Fotorreatividade | e Il da
Classificacdo de Fitzpatrick, queimaduras por RUVB antes dos 20 anos, média de Idade de 60
anos e sexo masculino.

Em nossos resultados, em UVBS, observamos uma razdo de chance de CEC de 7,1,
em comparacdo aos Controles estudados. Nesses individuos, portanto, a exposicdo prévia a
RUVB, de duas vezes a DEM, impede a hipersensibilidade de contato a DPCB por
imunossupressdo, caracterizando-se a UVBS. H& décadas foram descritas as diferencas na
reatividade ao teste cutaneo em pele previamente exposta a pequenas doses de RUVB entre 0s
individuos, e, uma das caracteristicas ¢ a imunotolerancia cutanea e o ndo reconhecimento de
novos antigenos, classificando os individuos sem CEC, em UVBS, descrito em 30 - 40%, e,

em UVBR, em 60% dos individuos sem CEC.2 Em nossos resultados obtivemos a UVBS em
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69,8% dos individuos com CEC, diferindo da literatura, cuja UVBS é observada em mais de
90% dos casos de CEC em pele fotoexposta.l? Ha algumas possiveis explicagdes para a
proporcéo de 69,8% de UVBS em pacientes com CEC do nosso estudo, e esta diferenca pode
ser atribuida ao tamanho da amostra estudada. Outra possivel explicacdo seria a dose de
RUVBNB, e, com intuito de observar essa menor propor¢éo de UVBS, do que a esperada no
CEC, averiguamos a dose utilizada, e, observamos que a mediana da dose > a 18 mJ/cm? foi
encontrada em 72% dos Controles, e, em propor¢do menor, 50% dos pacientes com CEC. Os
pacientes Controles, portanto, receberam a dose maior em mais de 70%, e, mesmo assim,
foram UVBR em 76%. Concluimos, que, provavelmente, ndo houve implicacdo da dose da
RUVB utilizada. Aventamos a possibilidade ainda da ndo utilizacdo do espectro maximo de
RUVB ter repercutido na ndo imunossupressao. Sabendo-se que a curva dose-resposta
apresenta um maximo de acdo no espectro entre 260 e 270 nm, seguindo-se em 280-290 nm, e
declinando de forma constante, e, no declinio médximo a 320 nm, ainda no comprimento de
onda da RUVB,?® e, nds utilizamos para a irradiagdo o espectro entre 311 e 312 nm (UVB-
Narrow band). Procuramos, entretanto, minimizar esse efeito por determinar a dose maxima e
minima, que esteve entre 4,5 — 18 Kj/m2. Portanto, sendo pouco provavel a implicacdo do
espectro de RUVBNB utilizado, ter repercutido na menor propor¢do da UVBS nos pacientes
CEC da amostra estudada. Quanto a dose de RUVB requerida para a carcinogénese, foi
relatada por Noonan et al.,?® que, ha diferencas na dose requerida, e, que é 13 vezes maior do
que aquela requerida para induzir a HC, em 50% dos animais irradiados.

Nossos resultados demonstraram uma positividade para o HPVBeta nos pacientes com
CEC com razéo de chance de 9,38 em pacientes com HPVBeta positivos, em comparagdo aos
controles. Esses achados diferem dos achados de Asgari et al.° que ndo encontrou diferencas
em pacientes com CEC em comparacdo com controles saudaveis. No presente estudo
verificou-se também que, ao considerarmos a presenca do HPVBeta em todos os sitios em
pele fotoexposta a razdo de chance de CEC aumenta para 42,8 e, dessa forma, é possivel
assumir a associacdo do HPVBeta a pele fotoexposta e ao CEC em pele fotoexposta, ao
contrario do achado de Asgari et al.?® de Koning et al.*° e de Harwood et al.,®' que n&o
observaram diferengas na prevaléncia do HPV em pele exposta ou ndo a RUV. Os nossos
resultados estdo de acordo com os achados de Forslund et al.'® que encontraram associagio do
HPVBeta ao CEC em pele fotoexposta e também as areas de pele fotoexposta sem lesdes. No
presente estudo, selecionou-se apenas 0s pacientes com CPNM do tipo CEC e, no grupo dos
Controles, excluiu-se qualquer individuo que apresentasse lesdes ou dermatoses sugestivas da

associacdo com o HPV, tais como lesdes papilomatosas, verrucosas ou escamo-queratéticas, a
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exemplo da dermatose papulosa negra, ceratoses e verrugas seborreicas. Dessa forma,
reduziu-se a possibilidade do viés de selecdo, com a inclusdo de individuos com Dermatoses
possivelmente associadas ao HPVBeta no grupo dos Controles. Nos nosso grupo de
Controles, a frequéncia do HPVBeta observada foi de 1,8%.

Na nossa amostra aplicou-se a PCR para identificacdo do HPVBeta em CEC “in situ”
em 45,2% da amostra estudada, e encontrou-se uma positividade para o0 HPVBeta em 36,2%.
Sugere-se, portanto, a possibilidade da associacdo do HPVBeta ao CEC na inducgdo, nao
sendo possivel afirmar se na manutencdo do CEC, tendo em vista 0s nossos testes (PCRS)
terem sido aplicados em amostra de CEC em fase inicial, “in situ” ou microinvasivo. Na
literatura, ndo ha definicdo se 0 HPVBeta esta associado ao CEC em pele fotoexposta e se a
participacdo se faz na indu¢do ou na manutencdo ou em ambas as fases da evolugdo do CEC.
Para alguns autores, a participacdo do HPVBeta no CEC em pele se da na inducdo, mas ndo
na manutenc&o.233 Em estudo recente, com analise imunohistoquimica de 3.846 espécimes de
bidpsias com diagnostico de CEC “in situ”, observou-se que todos 0s tumores com a
caracteristica multicéntrica apresentaram positividade para o HPV.%*

Nossos resultados demonstraram a presenca de lesdes de Queratose actinica em cerca
de 93% dos pacientes com CEC, com um ndmero maior do que 10 em 43,9% dos Casos. Na
literatura, relata-se uma associa¢do entre 0 HPVBeta e a presenca de um niimero maior que 10
lesbes de queratose actinica.®® Em outro estudo, foi observada a infecgdo persistente por
HPVBeta associada & presenca de lesdes de queratose actinica em face.®® Relata-se também a
associacdo do HPVBeta as queratose actinica, apontando-se para uma participacdo do
HPVBeta na indugdo do CEC.3? 33

O presente estudo sugere que a positividade do HPV pode estar associada a pele
fotoexposta e ao CEC em pele fotoexposta. A incidéncia do CEC vem crescendo em todo o
mundo,® resultado principalmente de determinantes de exposicdo ambiental, em especial a
exposicao a RUVB, que persiste como o principail fator de risco de CEC em caucasianos. A
auséncia do HPVBeta em pele fotoexposta de Controles aponta para a possibilidade da
protecdo do fendtipo de UVBR, presente em 76% nos Controles e em apenas 30,2% dos
pacientes com CEC. Sugere-se, portanto, que a ndo predisposicdo & infeccdo da pele
fotoexposta pelo HPVBeta se explique pela UVBR nesse grupo de individuos. Para
confirmagdo dos nossos resultados, faz-se necessaria a realizacdo de outros estudos para
avaliar a pele exposta com a pele ndo exposta 8 RUVB e pesquisar a presenca de atividade
viral além do HPVDNA.
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Os fototipos | e Il associaram-se ao CEC em nossos resultados. Os fototipos | e Il
caracterizam-se por cor de pele e olhos claros, sdo mais propensos as queimaduras e nao
bronzeiam ou pouco bronzeiam e associam-se ao CEC, em conformidade com a literatura
estudada.®’

A profissdo de Agricultor, associou-se ao CEC em nosso estudo, na analise univariada.
Tendo perdido a associa¢do, no entanto, ap0s ajuste por outras exposicdes, na analise
multivariada, e, ndo persistiu no modelo final. Noutro estudo foi observado que, categorias
profissionais de alto padrdo socioeconémico, e, ndo expostas ao sol, e, algumas profissdes
potencialmente expostas a substancias quimicas, além de categorias profissionais exercidas
em ambientes abertos expostos a RUVB, apresentaram-se com maior risco de CEC
comparada & populacéo geral.> Em nosso estudo averiguamos exposi¢do a8 RUVB no exercicio
profissional, e, averiguamos algumas exposi¢cGes quimicas, como o Arsénico e outros
quimicos aplicados na pratica Agricola, e, ndo encontramos associacao.

Observou-se uma associagéo entre as queimaduras antes dos 20 anos e a ocorréncia de
CEC, corroborando o achado de S Wu et al.8. Ziegler et al.® relatam que a mutagio no gene
supressor do tumor p53 encontrada em mais de 90% dos casos de CEC é também observada
na queratose actinica, e que a queimadura solar pode selecionar as células de expansdo clonal
com p53 mutado dentro da queratose actinica, e podem agir duplamente, como iniciadoras e
como promotoras do tumor. Foi observado que as queimaduras em tronco estdo associadas ao
CEC em homens (OR 1,48 IC 1,08 — 2,03).%°

Quanto a idade observamos uma associacdo entre a faixa etaria acima dos 60 anos e o
CEC. Nossos resultados estdo em conformidade com a literatura estudada, que demonstra
uma maior incidéncia de CEC a partir dos 40 anos, com maiores indices, a partir dos 60
anos.31%40 No entanto, observa-se risco de CEC aumentado em idades mais precoces (15 a 30
anos) na dependéncia da area geogréafica de alta ou média incidéncia de RUVB.*

Foi observado em nosso estudo uma maior ocorréncia de CEC no sexo masculino. E,
como possiveis fatores explicativos, Chen et al.,*> observaram diferencas na forma de
exposicao solar entre 0s sexos, observando-se que a exposi¢do durante toda a vida esta mais
relacionada com o risco de CEC em mulheres, enquanto que, a exposi¢do de inicio precoce
parece ser mais relevante para o risco de CEC no sexo masculino. Em nosso estudo néo
averiguamos essa diferenca em comportamento entre 0s sexos, e, essa seria uma sugestdo de
exploragdo para novas pesquisas. Para Rudolph et al.> observa-se aumento da incidéncia do
cancer de pele em ambos os sexos, em todo o mundo, entretanto, a ascensdo predomina no

sexo feminino, e, essa tendéncia de crescimento, predominantemente no sexo feminino pode
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ser explicado, conforme relatado por Welsh et al.,*® por determinantes genéticos de risco de
CPNM diferentes por género, na supressdo imunoldgica induzida pela RUVB, tendo-se
observado variantes funcionais em IL10 associada a odds ratios aumentados de CPNM, em

grande parte, no sexo feminino.

CONCLUSAO

A presenca do HPVBeta em pele fotoexposta é fator de risco para o CEC na populagdo
de pacientes assistidos no ambulatériode cancer de pele do Hospital de Cancer de PE - Brazil.

A pesquisa apontou também como fatores de risco de CEC em nossa populacdo: a
UVBS, idosos, pele clara, olhos e cabelos claros, e 0 sexo masculino.

No Brasil, que € um Pais Tropical, com indices mediano e alto de RUVB, a incidéncia
de CEC vem crescendo e necessitam-se pesquisas que verifiquem fatores associados a
infeccdo e persisténcia do HPVBeta no CEC em pele fotoexposta tais como deficiéncia
imunolégica por suscetibilidade 8 RUVB em nossa populacéo, e, o HPVBeta, que foi objeto
do nosso estudo e sugermos investigacdo mais aprofundada

Recomendamos que, em servicos e ambulatorios de referéncia em cancer de pele 0s
pacientes com numero maior do que 10 queratoses actinicas sejam observados de forma a

procurar lesdes suspeitas de CEC a Dermatoscopia e a Histopatologia
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes com CEC em pele
fotoexposta de adultos e idosos

Caracteristicas Numero (%)
Passado de cancer de pele
Sim 31 (51,7%)
Né&o 29 (48,3%)
Queratose actinica
Né&o 4 (6,6%)
Sim 57 (93,4%)
<10 32 (56,1%)
>10 25 (43,9%)
CBC
Sim 16 (26,2%)
Né&o 45 (73,8%)
Local do CEC
Categoria 1 33 (54,1%)
Categoria 2 28 (45,9%)
Estadiamento
In situ 28 (45,2%)
Microinvasivo 12 (19,4%)

Sem informagdo no HP 22 (35,5%)
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Tabela 2 — Caracteristicas sociodemograficas, antecedentes de CPNM, UVBS, HPVBeta associados ao
CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos

(continua)
CEC
Variaveis Sim N&o OR (1C(95%)) p-valor
(n=63) (n=75)
UVvB
Resistente 19 (30,2%) 57 (76,0%) 1,0
Suscetivel 44 (69,8%) 18 (24,0%) 7,33 (3,45-15,6) <0,001
HPVBeta (qualquer sitio)
Auséncia 30 (63,8%) 56 (98,2%) 1,0
Sdgffpngzgiggg:tgos’ um 17 (36,2%) 1(1,8%) 31,7 (4,02 —250,2) 0,001
HPVBeta (apenas na lesao)
Auséncia 36 (76,6%) 56 (98,2%) 1,0
s&gffpngzgﬁss/geetgos’ um 11 (23,4%) 1(1,8%) 17,1(2,12-138,3) 0,008
Variaveis Socio-demograficas
Sexo
Feminino 26 (41,9%) 53 (73,6%) 1,0
Masculino 36 (58,1%) 19 (26,4%) 3,86 (1,87 —8,00) <0,001
Idade 67,3+13,1 49,1+ 148 1,10 (1,06 - 1,12) <0,001
Faixa etaria
Menores de 60 anos 21 (26,9%) 57 (76,0%) 1,0
60 anos ou mais 42 (73,1%) 18 (24,0%) 6,33 (3,01 -13,3) <0,001
Escolaridade (em anos)
> 8 anos 20 (31,7%) 37 (49,3%) 1,0
< 8anos 43 (68,3%) 38 (50,7%) 2,09 (1,04 —4,20) 0,038
Renda familiar
Mais de 3 SM 10 (16,4%) 9 (12,0%) 1,0
Mais de 1 até 3 SM 36 (59,0%) 42 (56,0%) 0,77 (0,28 — 2,10) 0,613
Até 1SM 15 (24,6%) 24 (32,0%) 0,56 (0,19-1,70) 0,309
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Tabela 2 — Caracteristicas sociodemograficas, antecedentes de CPNM, UVBS, HPVBeta associados ao

CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos

(continuacdo)

Variaveis CEC OR(IC(95%))  Pvalr
Antecedentes de cancer de pele

Historia de Cancer de pele na
familia

NZo 48 (76,2%) 62 (82,7%) 1,0

Sim 15 (23,8%) 13 (17,3%) 1,49 (0,65 — 3,43) 0,348

Exposicao quimica

Tabagismo

Nunca fumou 26 (41,9%) 46 (61,3%) 1,0

Fuma atualmente ou fumou 36 (58,1%) 29 (38,7%) 2,11 (1,07 -4,18) 0,031
Carga tabégica (anos/maco)

Nunca fumou 26 (44,8%) 46 (61,3%) 1,0

Menos de 35 26 (44,8%) 25(33,3%) 1,84 (0,87 -3,81) 0,102

35 e mais 6 (10,4%) 4 (54%) 2,65 (0,69 —10,3) 0,158
Exposicao ao arsénico

Néo 59 (93,7%) 74 (98,7%) 1,0

Sim 4 (6,3%) 1(1,3%) 5,02 (0,55 - 46,1) 0,154
Profissdo?

N&o Agricultor 37 (58,7%) 64 (85,3%) 1,0

Agricultor (a) 26 (41,3%) 11 (14,7%) 4,09 (1,81-9,22) 0,001
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Tabela 2 — Caracteristicas sociodemograficas, antecedentes de CPNM, UVBS, HPVBeta associados ao
CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos
(concluséo)

CEC
Variaveis Sim N&o OR(IC(@5%)  Pvalor
(n=63) (n=75)
Fotoexposicao
Fotodano
Auséncia ou Limitado 37 (58,7%) 33 (44,6%) 1,0
Moderado ou extenso 26 (41,3%) 41 (55,4%) 0,57 (0,29 - 1,11) 0,100
Fototipo de pele da classificacdo
de Fitzpatrick
lavi 9 (14,3%) 56 (74,7%) 1,0
lell 54 (85,7%) 19 (25,3%) 17,7 (7,36 —42,5) <0,001
Jéa teve queimadura solar
Néo 40 (63,5%) 57 (76,0%) 1,0
Sim 23 (36,5%) 18 (24,0%) 1,82 (0,87 - 3,81) 0,111
Jé& teve queimadura solar antes
dos 20 anos
N&o teve queimadura solar 41 (65,1%) 61 (81,3%) 1,0
Depois dos 20 anos 8 (12,7%) 4(53%) 1,77(0,72-4,33) 0,210
Antes dos 20 anos 14 (22,2%) 10 (13,3%) 2,85(0,83 -9,79) 0,097
Fotoexposic¢ao por ocupacio
Ambiente fechado 15 (24,2%) 38 (52,8%) 1,0
Ambiente aberto por menos de 3 (4,8%) 12 (167%) 0,63 (0,16 — 2.57) 0,522

10 anos ou menos de 4hs/dia

Ambiente aberto por 10 anos ou

0 9 —
mais e 4hs ou mais por dia 44 (71,0%) 22 (30,6%) 5,07 (2,31-11,1) <0,001

Dose eritematosa minima

Média + dp 18,1+8,9 20,1+83 0,97(0,93-1,02) 0,218
Categorizada?

<18 23 (50,0%) 21 (28,0%) 1,0

>18 23 (50,0%) 54 (72,0%) 0,39 (0,18 - 0,84) 0,016

Regido
Metropolitana 42 (66,7%) 52 (69,3%) 1,0
Zona da Mata 7 (11,1%) 9(12,0%) 0,96 (0,33 — 2,80) 0,945
Agreste 11 (17,5%) 11 (14,7%) 1,23 (0,49 — 3,14) 0,652
Sertéo 3 (4,8%) 3(4,0%) 1,23(0,23 - 6,45) 0,800
IMC

Normal 24 (38,1%) 30 (40,0%) 1,0
Excesso de peso 30 (47,6%) 29 (38,7%) 1,29 (0,62 —-2,71) 0,496

Obesidade 9 (14,3%) 16 (21,3%) 0,70 (0,26 — 1,87) 0,480




Tabela 3 - Modelo multivariado — Regressao logistica — Exposi¢des de risco de CEC em pele

fotoexposta de adultos e idosos

Variaveis OR (I1C(95%)) p-valor

UVBS

Resistente 1,0

Suscetivel 7,12 (1,46 — 34,6) 0,015
HPVBeta (qualquer sitio)

Auséncia 1,0

Ersf/egg?ade, ao menos, um subtipo de 42,8 (2,34 - 780,6) 0,011

Sem informacdo 2,47 (0,48 —12,8) 0,280
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 6,49 (1,27 - 33,2) 0,025
Idade 1,13 (1,06 — 1,20) <0,001
Fototipo de pele da classifica¢io de
Fitzpatrick

Il aVl 1,0

lell 99,9 (13,9-714,7) <0,001
Ja teve queimadura solar antes dos 20
anos

Nao teve queimadura 1,0 -

Antes dos 20 anos 69,1 (5,76 — 829,2) 0,001

Depois dos 20 anos 2,45 (0,29 - 21,0) 0,414




Tabela 4 - Modelo multivariado — Regressdo logistica — Exposicdes de risco de CEC em
pele fotoexposta- HPVBeta apenas na lesdo - de adultos e idosos

Variaveis OR (IC(95%)) p-valor

uvB

Resistente 10

Suscetivel 6,11 (1,33 -28,1) 0,020
HPVBeta (apenas na lesao)

Auséncia 10

Presenca de, a0 menos, um subtipo de 9,38 (0,46 — 189,5) 0,0144

HPVBeta

Sem informacéo 1,94 (0,40 — 9,46) 0,414
Sexo

Feminino 10

Masculino 9,29 (1,89 —45,5) 0,006
Idade 1,13 (1,06 — 1,20) <0,001
Fototipo de pele da classificacio de
Fitzpatrick

Hlawvi 10

lell 73,7 (12,3 — 441,1) <0,001
Jé& teve queimadura solar antes dos 20
anos

~ . 1,0 -
Néo teve queimadura
Antes dos 20 anos 56,5 (5,10 - 625) 0,001
2,21 (0,26 - 18,4) 0,464

Depois dos 20 anos

69
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Abstract

Os Cénceres de Pele Ndo Melanoma sdo os tumores mais incidentes em caucasianos, e 0
Carcinoma Espinocelular corresponde a 20% desses canceres. A exposicdo a Radiacdo
Ultravioleta B é o principal fator de risco de Carcinoma Espinocelular na pele fotoexposta, e,
90 % dos individuos com Carcinoma Espinocelular sdo UVB-Suscetiveis. Os Toll Like
receptors 9 sdo receptores de superficie celular e citoplasmaticos, expressos em células do
sistema imune e em queratindcitos e sdo componentes do sistema imune inato, e, nesse estudo
avaliamos os Toll Like receptors 9 no Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta de
adultos e idosos. Foram avaliados 19 pacientes Carcinoma Espinocelular em pele fotoexposta
de adultos e idosos e 16 Controles. Os Casos Carcinoma Espinocelular caracterizaram-se por
UVBS em 80% (p<0,05); dos Fototipos de pele I e II de Fitzpatrick em 94,7% dos Casos
(p<0,000); do sexo masculino em 73,4% (p<0,012), com média de idade de 70 (+13)
(p<0,000). Observou-se que a Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) da Expressdo
TLR9 em linfdcitos totais foi diminuida nos pacientes com Carcinoma Espinocelular quando
comparado aos controles (p<0.04). A MFI da Expressdo TLR9 em leucdcitos totais, linfocitos
totais e células B foi reduzida nos pacientes UVBS quando comparados aos UVBR (p<0.01,
0.004 e 0,01, respectivamente). Esses achados sugerem supressdao da imunidade inata e
adaptativa pela deficiente Expressdo TLR9 em individuos UVBS e nos pacientes Casos com
Carcinoma Espinocelular e que a UVBS pode se constituir em maior risco de CEC também
por deficiéncia na Expressdao TLR9. A média de idade de 70 anos observada nos pacientes
Carcinoma Espinocelular pode também estar associada a deficiente Expressdo TLR9 e
atribuimos as alteracGes ultra estruturais da pele senescente. A Expressdo TLR9 em sangue
periférico pela Citometria de Fluxo foi de facil execucdo e pouco risco. Sdo necessarias novas

pesquisas com numero maior de participantes.

Key words: UVBS; TLR9; CEC; Citometria de Fluxo; Linfocitos CD14+, CD20+, CD16+;
Fototipos de Fitzpatrick.
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1 INTRODUCAO

A exposicdo a Radiacdo Ultravioleta B (RUVB) persiste como o principal fator de
risco dos Canceres de Pele Ndo Melanoma (CPNM) e o Carcinoma Espinocelular (CEC) é o
segundo em prevaléncia no grupo, correspondendo a cerca de 20% dos CPNM no Brasil. [1,
2]

A UVB-Suscetibilidade (UVBS) constitui marcador de risco de CPNM, é de heranca
autossdmica e estd presente em cerca de 90% dos individuos com CEC contra 40% da
populacdo. [3-5] Em individuos UVBS, as células que sofreram dano no DNA pela RUVB
expressam mutacdo no gene supressor do tumor, o p53, com prejuizo da apoptose e
consequente inducdo do CEC. [6]

A exposicdo a RUVB leva ao dano celular e os fotoprodutos podem se constituir em
PadrGes moleculares associados ao dano (DAMPS). [7] Os DAMPS séo reconhecidos pelos
receptores Toll Like (TLRs) que sdo componentes da imunidade inata. [8] Os TLRs sdo
receptores citoplasmaticos e de superficie celular expressos em Mondcitos/Macrofagos,
Linfécitos B, células dendriticas e em células epiteliais, existindo 10 TLRs (TLR1 a TLR10)
ja descritos, destes, tem-se 0 TLR9 como um dos mais importantes no processo de
carcinogénese, sendo capaz de levar ao aumento das citocinas IL-6, IL-12 ¢ TNFa. As
citocinas IL1, IL6 e LTP sdo reconhecidamente promotoras da carcinogénese. [9, 10]

A Expressdo TLR9 pode, portanto, promover uma desregulacdo da resposta imune e
levar a carcinogénese por reacdo inflamatoria crénica, angiogénese e imunossupressao. [11-
13]

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, é o contato com 0 meio externo e é um dos
componentes sistema imune inato, pois é a principal barreira fisica do organismo. [14] Por sua
localizacdo externa é exposta ao estresse oxidativo, inflamagdo, imunossupressdo, dano ao
DNA celular e mutacdo genética, a fotocarcinogénese e ao fotoenvelhecimento promovidos
pela exposi¢cdo & RUVB. [15, 16]

A expressdo TLR9 tem sido estudada nos CECs em localizagfes ndo expostas a
RUVB no CEC oral, e de cabega e pescogo, de esofago, de pulméo e cervical, porém néo
existem estudos em CEC em pele exposta a RUVB de adultos e idosos. [17-25]

Apesar de passados cerca de cinquenta anos da descoberta das alteragcdes imunologicas
e da carcinogénese associadas a exposi¢cdo a RUVB e a UVBS ainda persistem lacunas sobre
quais as moléculas envolvidas e como levam as alteracbes no sistema imune inato e
adaptativo. [26]
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Investigamos nesse estudo a UVBS e a expressdo TLR 9 no CEC em pele fotoexposta
de Adultos e ldosos.

2 METODOS

2.1 Pacientes

Os pacientes foram selecionados por ocasido da consulta no ambulatorio de
Dermatologia do Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), divididos em dois grupos:
Pacientes Casos: foram os pacientes portadores de CPNM, do tipo CEC.

Pacientes Controles: foram os pacientes sem cancer de pele, definido pelos critérios de

exclusio.

2.2 Critérios de inclusdo para casos e controles

e |dade de 18 anos ou mais

2.3 Critérios de exclusdo para casos e controles

e Presenca de outras lesdes papilomatosas ou verrucosas identificadas através do exame
clinico de pele e mucosas;

e Portadores de doencas com comprovada relagdo com UVB-S como o herpes simples
recidivante, hanseniase ou pitiriase versicolor; foi verificada durante a anamnese e
busca de registro em prontuario médico;

e Portadores de doengas imunossupressoras, infeccoes de pele ou outras de repeticéo,
em corticoterapia ou em uso de outros imunossupressores, foi verificada através da
anamnese, exame fisico, busca de registro em prontuario médico e realizagdo de
exames laboratoriais.

e Gestantes: foi verificada através da anamnese e exame laboratorial Beta-HCG;

e Pessoas com histéria de exposicdo prévia a substancia difenciprone, um
hipersensibilizante de contato que foi utilizado para a identificacdo dos individuos
UVB-S.
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Apos a selecdo os pacientes eram comunicados sobre a pesquisa e convidados a
participar. Aqueles que aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O projeto foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP-CCS-UFPE) e aprovado
sob 0 CAAE 21971913.7.0000.5208

2.4 Determinacdo da UVBS

Determinacéo da dose eritematosa minima (DEM)

Para a determinacdo da DEM foi realizada a exposicdo a fonte manual de RUVB -
UVB Narrow Band- que emite uma radiacao ultravioleta com espectro continuo e pico entre
313 e 317 nm (Aparelho do fabricante Pro Lumina), colocado a 2,5 cm de distancia. O tempo
de exposicdo foi expresso como energia por unidade de superficie (Kj/m2). A area escolhida
da superficie corporea foi a por¢do ndo bronzeada do terco inferior do dorso do tronco.

A éarea de teste foi revestida por uma pelicula foto-opaca, com seis aberturas de 2cm2,
que foram irradiadas durante 120 segundos (3 Kj/m?2); 180 segundos (4,5 Kj/m?2); 240
segundos (6 Kj/m?2); 360 segundos (9 Kj/m?); 480 segundos (12 Kj/m?); 720 segundos (18
Kj/m). Os quadrados eram fechados de forma progressiva nos tempos correspondentes. Os
pacientes foram orientados a evitar a exposicdo solar durante o periodo de observacéo.

A DEM foi definida como o tempo necessario para que houvesse formacdo de um
eritema discreto, com bordas bem definidas e sem formacéao de bolhas, apds exposicao Unica a
RUVB, sendo expressa como energia por unidade de superficie (KJ/m2). Apos 16 a 24 horas

da exposicao foi realizada a leitura do eritema e identificada a DEM.

2.5 Teste de contato em area de dorso previamente irradiada

Em area correspondente a duas vezes a DEM era aplicado 0,1ml de difenciprone
(DPCB) a 0,05% diluido em acetona e fixado na pele irradiada por um adesivo
hipoalergénico, que era removido ap6s 24 horas quando observava-se o efeito irritante

primario do sensibilizante.
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2.6 Teste de Suscetibilidade a Radiacdo Ultravioleta B (UVBS)

Apos 21 a 28 dias da sensibilizacdo com DPCB a 0,05%, foi realizado um teste de
contato para verificacdo da hipersensibilidade de contato ao DPCB diluido a 0,001%,
colocado em &rea ndo irradiada do dorso em nivel da omoplata. A leitura foi realizada apds 48
horas da aplicacdo, sempre pela mesma observadora, que aguardou, pelo menos, 30 minutos

apos a retirada do adesivo, e a leitura obedeceu aos seguintes critérios:

Tabela 1: Interpretacdo da leitura do teste com DPCB a 0,001%

) Reacdo negativa;

(+) Reacdo fraca = eritema discreto, pouca infiltracdo, sem vesiculacao;
(++) Reacdo forte = eritema moderado, papulas ocasionais, poucas vesiculas;
(+++) Reacdo muito forte = forte edema e muitas vesiculas;

(++++) Reacédo extrema = formagdo de bolhas e ulceracéo.

-Negativa = néo reatores: considerados UVBsuscetiveis (UVB-S);
-Positiva = reatores: UVB-resistentes (UVB-R).

2.7 Biopsia cuténea e histopatoldgico

Foi realizada com Punch descartavel 6mm, precedida por anti-sepsia da area e
anestesia local.

Os fragmentos para exame histoldgico foram fixados em formol a 10%, tamponados
para a histologia, e realizou-se a coloragdo por Hematoxilina-Eosina (HE).

Foram considerados CEC os seguintes achados histopatologicos:

CEC “in situ”: presenca de queratindcitos atipicos ocupando parte ou toda a
epiderme, caracterizados por pleomorfismo nuclear. Presenca de hiperqueratose e
paraqueratose.

CEC invasivo: presenca de proliferagdo de I6bulos e ilhas destacadas de

queratinécitos eosindfilos brilhantes contendo ndcleo com algum grau de pleomorfismo e
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mitoses. Nucléolo proeminente e presenca de pérolas corneas e células apoptoticas. Presenca

de invasdo representada por ilhas tumorais desconectadas em varios niveis da derme.

2.8 Analise da expressdo TLR9 por citometria de fluxo

A andlise da Expressdo TLR9 foi realizada por citometria de fluxo utilizando os
reagentes BD™ Phosflow (BD Biosciences, USA). As células foram fixadas com 100 pL de
BD Cytofix/Cytoperm™ pré-aquecido e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, apos
centrifugacdo a 250 x g por 8 minutos, o sobrenadante foi descartado e realizada a marcacéo
de superficie celular com os anticorpos monoclonais anti- CD14, anti-CD3, anti-CD16, anti-
CD20. Ap6s incubacao de 20 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz, as células
foram permeabilizadas com 750 pl de Perm Buffer 11l a 4 °C e incubadas por 30 minutos no
gelo, protegidas da luz. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de PBS,
centrifugadas a 250 xg por 8 minutos e o sobrenadante foi descartado. Duas etapas de
lavagem foram realizadas. Posteriormente, foi realizada a marcacdo intracelular com o
anticorpo monoclonaL anti- TLR9 e realizada incubacéo por 40 minutos protegido da luz. Foi
realizada uma nova etapa de lavagem, o sobrenadante descartado e as células foram
ressuspendidas em 300 pL de Stain Buffer e realizada a aquisicdo no citometro de fluxo.
Apos a etapa de permeabilizacdo, foi adicionado mAB anti-TLR9 (BD, Pharmigen(], San
Diego, CA) e incubado a 4°C por 30 min e protegido da luz. Apds a incubacdo, adicionou 2
mL de Perm/Wash 1x concentrado (BD, Cytofix/CytopermTM Becton Dickinson, Sunnyvale,
CA) e centrifugou a 300 x g por 5 min a 20 °C (FACSVERSE, Becton Dickinson, Sunnyvale,
CA). Foram adquiridos 50.000 eventos celulares e as analises dos resultados foram realizadas
com o programa FACSSUITE (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em Média de

Intensidade de Fluorescéncia (MFI).

3 ANALISES ESTATISTICAS

Foi calculado o valor de p para a associagcdo das varidveis Sécio-Demograficas,
Antecedente de Ca de Pele, Exposi¢bes quimicas, Fototipo de pele da Classificacdo de
Fitzpatrick, UVB-S, e 0 CEC em érea de Pele Fotoexposta em Adultos e idosos. Foram
aplicados os testes quiquadrado e Fisher. Para as variaveis Idade e IMC foi aplicado o teste t

de Student. Foram consideradas associadas as variaveis com valor de p<0,05.
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Na analise da Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de TLR9 foi inicialmente
aplicado o teste de normalidade de shapiro-wilk. Observou-se distribuicdo ndo normal da
Expressdo TLR9 pela MFI entre os grupos celulares, tendo sido expressa em mediana e
interquartil (IQR: 25%-75%). Foi realizado o teste de Mann-Whitney para comparar valores
de mediana entre grupos celulares. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05.
A anélise estatistica foi realizada atraves do graphpadprism v6.0 (Graphpad software, San
Diego, CA).

4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes CEC e Controles

Observou-se a UVBS em 80% dos pacientes CEC e 12,5% dos Controles (p<0.0001).
Foram do sexo masculino, 73,4% dos pacientes CEC e 31,2% dos Controles (p<0,012). A
média de idade foi 70 (£13) anos nos pacientes CEC e 47,2 (+ 12,5) nos Controles
(p<0,0001). Os Fototipos de pele I ¢ 1I da classificagdo de Fitzpatrick foi observado em 94,7%
dos pacientes CEC e em 37,5% dos Controles (p<0,0001). Tabela 1.

4.2 Analises da expressdo de TLR9 nos pacientes CEC e controles

Na anélise de expressao de TLR9 nos leucocitos circulantes, observou-se que a MFI
de TLR9 em linfécitos totais foi diminuida nos pacientes com CEC quando comparado aos
controles (p<0.04). N&o houve diferenca estatistica na MFI de TLR9 em leucdcitos totais,
monacitos, granuldcitos e células B entre os pacientes CEC e controles, como mostra a figura
1.

4.3 Analises da expressao de TLR9 nos pacientes UVBS e UVBR

Foi observado que a MFI de TLR9 em leucdcitos totais, linfécitos totais e células B foi
reduzida nos pacientes UVBS quando comparados aos UVBR (p<0.01, 0.004 e 0,01,
respectivamente). N&o houve diferenga estatistica na expressdo de TLR9 em monocitos e

granulocitos entre os grupos UVBS e UVBR, como mostra a figura 2.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo, observamos que a maioria dos pacientes com CEC apresentava UVBS,
Fototipo | e Il de Fitzpatrick, eram idosos e do sexo masculino. Nesses pacientes, a MFI da
Expressdo TLR9 em linfécitos totais do sangue periférico foi diminuida quando comparada
aos controles. Os pacientes UVBS também apresentaram diminuicdo da MFI da Expressao
TLR9 em leucacitos e linfdcitos totais, e, em celulas B quando comparada aos UVBR.

A expressdao TLR9 pode ser avaliada em células do sistema imune como mondcitos,
neutrdfilos e linfocitos em sangue periférico e em queratindcitos da pele, mucosa, ou células
epiteliais de revestimento do sistema Digestorio, do pulmdo, cervicais ou ainda células
carcinomatosas. No nosso estudo medimos a MFI em sangue periférico de Casos CEC em
pele fotoexposta de adultos e idosos e em Controles. Nas células periféricas do sistema imune,
pudemos observar a Expressdo TLR9 refletindo o microambiente tumoral de CEC em pele
exposta a RUVB de Casos e de pele também exposta a RUVB de Controles sem CEC. [9]

Chamou-nos a atencédo a reduzida Expressdao TLR9 nos Linfocitos totais nos pacientes
CEC em pele fotoexposta ao compararmos com Controles. A Expressdo TLR9 estava mais
intensamente reduzida em UVBS ao compararmos com os UVBR, em Linfdcitos totais,
Leucdcitos totais e Células B, e, aventamos a hipo6tese de que a diminuicdo na expressdo
TLR9 pode estar mais fortemente prejudicada pele exposicdo a RUVB e pela UVBS. Os
pacientes Controles e os UVBR caracterizaram-se pela maior Expressdo TLR9 e apresentaram
reatividade ao teste de contato avaliado entre 21 e 28 dias ap6s a aplicacdo do antigeno DPCB
em pele previamente irradiada, representativos da resisténcia & RUVB (UVBR), pela
integridade do sistema imune inato e adaptativo.

Estdo associados ao CEC a exposicdo cronica a RUVB e o efeito cumulativo, [27-29]
e a UVBS, promovendo a infiltracdo de células e producdo de citocinas pré-inflamatorias e
metabdlitos envolvidos na iniciacdo, promocdo e progressdo da oncogénese. [30- 31]
Sabendo-se que a RUVB induz estresse oxidativo e CEC mediante ativacdo do “Nuclear
Factor-Kb” (NF-kB), e, sendo NF-kB um fator de transcrigdo que regula a Expressédo TLR9, a
qual (Expressédo TLR9), observamos estar reduzida em UVBS e no CEC em pele fotoexposta,
sugerimos que, possiveis alteracdes com reducéo na transcricdo do TLR9 via NFKB, possam
ocorrer pela exposicdo a RUVB em UVBS. [32, 12], Entretanto, alguns autores relataram
auséncia de TLR9 em epitélio ndo exposto a RUVB no CEC Cervical, portanto, indicando a
possibilidade de outros fatores associados, além da exposi¢cdo & RUVB e da UVBS. S&o

necessarias pesquisas que investiguem outros fatores envolvidos com a resposta imune inata e
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a Expressdo TLR9 na carcinogénese do CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos, que
possam demonstrar o perfil de resposta em UVBS e UVBR, ou auséncia de Expressédo TLR9
ou anergia. [23]

Apesar da nossa populacdo ser miscigenada observamos que as caracteristicas de cor
de pele, olhos e cabelos claros e predisposicdo as queimaduras e incapacidade de
bronzeamento, previstas na Classificacdo de Fitzpatrick nos Fototipos | e Il, predominaram
em nossos resultados, sendo mais uma evidéncia da participacdo da RUVB associada ao risco
de CEC, em caucasianos.

Foi observada que a faixa etaria média de 70 anos caracterizou o grupo de pacientes
CEC e aventamos a possibilidade de que a idade pode também ser um fator importante na
reducdo da Expressdo TLR9 no CEC em pele fotoexposta. A pele senescente apresenta
alteracdes ultraestruturais em decorréncia da idade e a nossa populacdo de pacientes CEC
tinham média de idade de 70 anos. [33] O CEC em pele fotoexposta ocorre mais
frequentemenete a partir do 60 anos, e, nessa faixa etaria observam-se instabilidade anatémica
da pele, além das alteragdes ultraestruturais e imunossenescéncia cutanea na populacao idosa.
[34] Observam-se alteracBes na expressao e funcdo dos TLRs em alguns tipos celulares
sinalizando alteracdo na regulagdo do sistema imune no envelhecimento, e, em células
dendriticas plasmocitérias (pDCs) humanas foi observado declinio da expressdo TLR9 no
envelhecimento. [35, 34]

A chance de ter CEC foi maior no sexo masculino, e, para Chen [24] ha diferencas
nas formas de exposicao entre 0s sexos, sendo a exposicdo ao sol durante toda a vida mais
relacionada com o risco de CEC em mulheres, enquanto que, a exposi¢do solar de inicio
precoce foi mais relevante para o risco de CEC no sexo masculino. Sdo também relatados
determinantes genéticos de risco de CPNM diferentes por género na supressdo imunoldgica
induzida pela RUVB. [36] Para Rudolph [37], a incidéncia do CEC esta em ascensao em
ambos os sexos em todo o mundo, entretanto, a ascensdo €, predominantemente, no Sexo
feminino.

Diante dos resultados, concluimos nesse estudo que, ha uma reducdo da Expressao
TLR9, evidenciada em células do sistema imune, em sangue periférico, a MFI, no CEC em
pele fotoexposta de adultos e idosos, e, mais intensamente em UVBS, indicando a
possibilidade da implicagdo dos TLR9 nos mecanismos envolvidos na resposta imune inata
deficiente & Exposicdo & RUVB e nos mecanismos da UVBS, e, também na tumorigénese do
CEC em pele fotoexposta de adultos e idosos. A média de idade de 70 anos observada nos

pacientes CEC pode também estar associada a deficiente Expressdo TLRO.
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S&o necessarias outras pesquisas com numero maior de participantes que verifiquem a
resposta imune inata via Expressdo TLR9 no sangue periférico em UVBS e no CEC na pele

fotoexposta de Adultos e 1dosos.
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FIGURAS

Figura 1: Valores da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de TLR9 em leucdcitos
totais, linfocitos totais, mondcitos, granulocitos e células B nos pacientes com CEC e
controles. Foi realizado teste de normalidade de Shapiro Wilk. Os graficos estdo
representados em mediana e interquartil 25-75%. Foi considerado significativo P < 0.05. ns:
ndo significativo.
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Figura 2: Valores da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de TLR9 em leucdcitos
totais, linfocitos totais, mondcitos, granulocitos e células B nos pacientes UVBS e UVBR. Foi
realizado teste de normalidade de Shapiro Wilk. Os gréaficos estdo representados em mediana
e interquartil 25-75%. Foi considerado significativo P < 0.05. ns: ndo significativo
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Tabela 1. Caracteristicas socio-demograficas, Historico de cancer de pele na familia,
exposicdo quimica, queimadura por RUVB, Fototipo de pele de Fitzpatrick, UVBS e 0

CEC em Casos e Controles analisados

Lo CEC
Variaveis - — p-valor
Sim (n =19) Ndo (n =16)
uvB
Resistente 3 (20,0%) 14 (87,5%) 0,000
Suscetivel 12 (80,0%) 2 (12,5%)
Sexo: Masculino 14 (73,4%) 5 (31,2%) 0,012
Idade 70,0 £ 13,3 47,2+125 0,000
Histdria de Cancer de pele na familia
Né&o 0() 3 (18,7%) 0,101
Sim 19 (100%) 13 (81,3%)
Carga tabégica (anos/maco)
Nunca fumou 9 (60,0%) 14 (87,5%) 0,060
Menos de 35 6 (40,0%) 1 (6,3%)
35 e mais 0() 1 (6,3%)
Exposicao ao arsénico
Né&o 1 (5,3%) 0 (%) 0,352
Sim 18 (94,7%) 16 (100%)
Profisséo?
Outras profiss6es 12 (63,2%) 14 (87,5%) 0,101
Agricultura 7 (36,8%) 2 (12,5%)
Fototipo de pele da classificacdo de
Fitzpatrick
Il aVl 1 (5,3%) 10 (62,5%) 0,000
lell 18 (94,7%) 6 (37,5%)
Jéa teve queimadura
Nio 14 (73,7%) 13 (81,2%) 0,595

Sim

5 (26,3%)

3 (18,8%)
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7 CONCLUSAO

Ha associacdo entre a positividade do HPVBeta em pele fotoexposta e no CEC e pele
fotoexposta.
A Expressdo TLR9 esta reduzida no CEC em pele fotoexposta e em UVBS.

S&0 necessarias novas pesquisas com numero maior de participantes.
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Abstract

Background: Ultraviolet B susceptibility (UVBS) is a risk factor for squamous cell carcinoma
(SCC), and there are reports of beta-HPV (B-HPV) associated with SCC on photo-exposed
skin of immunocompetent patients, which need to be clarified.

Objective: To verify UVBs and B-HPV associated with SCC on the photo-exposed skin of
adults and older people at a referral service in Recife-Brazil.

Methods: This was a case-control study. We calculated the crude and adjusted odds ratio, a Cl
of 95% and the p-value for the association of socio-demographic variables, UVBs and p-HPV
with SCC on the photo-exposed skin of adults and older people.

Results: Sixty-three patients were diagnosed with SCC on photo-exposed skin (64.6% Stages
I and II). After the multivariate analysis, the following items remained in the final model:
UVBs (p<0,015), positivity for at least one subtype of B-HPV on photo-exposed skin
(p<0,01), Fitzpatrick skin types I and Il (p<0,001), burns before the age of 20 (p<0,001) and
being male (p<0,001).

Limitations: The sample size; identifying neither the B-HPV subtypes, nor the viral activity.
Conclusion: UVBs and positivity for at least one subtype of B-HPV on photo-exposed skin
are risk factors for SCC.

Key words: UVB Radiation; UVBs; Sunburn; beta-HPV; SCC; AK; NMSC; Odds Ratio;
Fitzpatrick skin types.
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INTRODUCTION

Exposure to ultraviolet radiation B (UVRB) remains the main risk factor for non-
melanoma skin cancers (NMSC) in Caucasians;* and squamous cell carcinoma (SCC) is the
second most prevalent within the group, corresponding to around 20% of NMSCs in Brazil.*
SCC is increasing worldwide,® depending on exposure to UVRB,%’ the geographical
location,® or some occupational categories.® However, it has been observed that being

ultraviolet B sensitive (UVBS) is a better indicator for the risk of SCC.°

The phenotypic trait of UVBs is observed in more than 90% of patients with SCC,
against only 40% of the population.''? In UVBs there is a deficiency in the innate and
adaptive immune response when exposed to minimum doses of ultraviolet B radiation
(UVBR), twice the minimum erythematosus dose (MED), due to genetic variability. Acute
exposures suppress cell-mediated immunity (CMI) and contact hypersensitivity (CH) with
deficits in the recognition of new antigens and immunological memory, and a predisposition
to certain infections by intracellular pathogens, such as relapsing herpes simplex*2131415 and
Virchowian leprosy.t® In the carcinogenesis of UVBs individuals, cells that have suffered
damage to their DNA through UVBR express a mutation in the tumor suppressor gene p53,

with a loss of apoptosis and the consequent induction of SCC. 61718

The major risk factor for cutaneous SCC is exposure to UVBR, with an association of
beta-human papillomavirus (B-HPV) with SCC on skin exposed to UVBR, in
immunosuppressed patients and in patients with epidermodysplasia verruciformis (EV). In
non-immunosuppressed and non-EV patients, clarification is required on whether there is an
association of B-HPV with SCC and also whether B-HPV is associated with photo-exposed
skin. There have been reports of an association between B-HPV and SCC on photo-exposed
skin and B-HPV with photo-exposed skin® and some studies have not demonstrated a
difference in the prevalence of cutaneous HPV in photo-exposed skin, such as Harwood et
al.?® More recently, one study determined the prevalence of cutaneous HPV on several types
of benign skin lesions, actinic keratosis (AK), SCC and BCC, and observed that B-HPV was
the most frequent on all lesions, and was observed in all cases of AK and SCC, which were

positive for HPV; no type-specific association was observed.?

Non-immunosuppressed and non-EV individuals may require additional factors in
order to become predisposed to infection and to the persistence of 3-HPV on photo-exposed

skin, and therefore need to be clarified. In this study our proposal was to investigate the risk
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of UVBs and the presence of B-HPV associated with NMSC, of the SCC type, on photo-
exposed skin of adults and older people, which have not been reported in the literature.
METHODS

Patients

Patients were selected at the dermatology outpatient clinic of the Hospital de Cancer
de Pernambuco (HCP), and were divided into two groups:

a) Patient Cases: patients with NMSC, type SCC.
b) Patient Controls: patients without skin cancer, as defined by the exclusion criteria.
(Figure 1)

Inclusion criteria for cases and controls
Aged 18 years or over

Exclusion criteria for cases and controls

f) Patients presenting with other papillomatosis or verrucous cancers identified through
clinical skin and mucosal examination;

g) Patients presenting with immunosuppressive diseases, repeated skin or other
infections, on corticosteroid therapy or using other immunosuppressants verified
during anamnesis, physical examination, search in medical records and conducting
laboratory tests;

h) Pregnant women: verified with anamnesis and Beta-HCG test.

After being selected, patients were informed about the research and invited to
participate. Those who agreed to participate signed the informed consent form (ICF).
Dermatoscopy

The dermatoscopic criteria applied by Zalaudek et al., 2012%2,

Cutaneous and histopathological biopsy:

¢) SCCinsitu
d) Invasive SCC.
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Irradiation with those who are UVBs

The protocol for exposure to UVBR and determining the minimal erythematous dose

(MED) followed the protocol described by Yoshikawa et al.*2 Figure 2.

Material/Swab for PCR and identification of the p-HPV
A swab was taken from the top of the suspected SCC lesion and the photo-exposed
area of the wrist and back of the hand, the latter being for both cases and controls. The

material was stored at -80.

Automated extraction of DNA

The collected skin swab samples were maintained in PBS buffer, stored at -20°C until
they were used for DNA extraction. The QIAsymphony DNA Mini Kit was used for
automated DNA extraction through the QIASymphony SP automated system (Qiagen),
following the manufacturer's instructions. All samples were submitted to a Proteinase K
digestion step before being inserted into the extraction system. The diluted DNA
concentration was evaluated on NanoDrop 2000 (Thermo Scientific ™) and afterwards stored

at -20°C.

Identification of HPV

The PM-PCR was performed using HPV specific primers from the beta-
papillomavirus group, and was able to identify HPV5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 93, 96, 104, 110, 111 and 145.% The PCR analysis was

23 with some small

performed according to the protocol described by Koning et al.
modifications. The PM-PCR was prepared for the final volume of 12.5ul containing 6.25ul
GoTaqg Green Master Mix (Promega), 1ul of eluted DNA (up to 100ng), 10 pmoles PM-A (5'-
ACTGACCAAAGCTGGAAATC-3) and 10 pmoles PM-D primer (5'-
TCTTGCAGAGCATTGAAACG-3"). The PCR reaction was performed on a MyCycler™
thermal cycler (BioRad), under the following cycling: 95°C for 1 min, followed by 35 cycles
of 95°C for 30s, 52°C for 45s, and 72°C for 45s; followed by a final extension at 72°C for 5
minutes. The generated fragment of 117bp relative to the amplification of an E1 gene region
of HPV was observed in 1% agarose prepared in TB buffer and visualized by the presence of

ethidium bromide (10ug/ml).

The FAP-PCR was performed using HPV specific primers from the Dbeta-
papillomavirus group, and was able to identify HPV3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
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16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 45, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 57, 59, 60, 61, 62, 64, 65, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 75, 76, 77 and
80.2° The PCR analysis was performed according to the protocol described by Koning et al. 24,
with some small modifications. The FAP-PCR was prepared for the final volume of 12.5ul
containing 6.25ul GoTaqg Green Master Mix (Promega), 1ul of the eluted DNA (up to 100ng),
10 pmoles FAP59 (5-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3) and 10 pmoles FAP64 (5 -
CCWATATCWVHCATITCICCATC-3). The PCR was performed using Veriti™ Thermal
Cycler (Applied Biosystems™), with the following parameters: 5 min at 95°C; 45 cycles of
60s at 95°C, 60s at 50 °C and 60s at 72 °C, followed by a final extension for 5 min at 72 °C.
The generated fragment of 478bpb relative to the amplification of a region of the HPV E1
gene was observed in 1% agarose prepared in TB buffer and visualized by the presence of

ethidium bromide (10 pg/ml).

Data analysis

The crude and adjusted odds ratio, a 95% confidence interval and the p-value were
calculated for the association of socio-demographic variables, a history of skin cancer,
chemical and photo exposures, Fitzpatrick skin type classifications, UVBs, p-HPV, and SCC
on exposed skin areas in adults and older people. The chi-square and Fisher tests were
applied. The Student's t-test was applied for the age and BMI variables. Variables were
considered associated with a p-value <0.05. A multiple logistic regression analysis model was
tested using UVBs, B-HPV and other confounding variables as possible predictors of SCC.
Variables that presented a p-value of <0.20 in the univariate analysis were selected for the
multivariate analysis, after which the variables that presented a value of p <0.05 remained in
the final model. The step-up strategy was used, where the variables were introduced
sequentially into the model, according to the value of p. The UVBs, B-HPV and SCC

associations were adjusted by the set of variables selected and by the final multivariate.

RESULTS

With the use of dermatoscopic and histopathologic criteria?? for SCC in situ or
intraepithelial (Tis), 45.2% of the SCC sample was classified as Stage I, and 19.4% as
microinvasive stage Il (T1NO), and SCC was not characterized in 35.5%. It was accordingly
observed that 64.6% of SCC cases were diagnosed in early Stages | and 11 (TNM-AJCC).

Characterizing the profile of the cases, 51.7% reported a history of NMSC; 93.4%

presented with actinic keratosis (AK) lesions and 43.9% presented with ten or more AKSs.
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Among the patients with SCC, the frequency of UVBs was 69.8%, whereas in the
controls the frequency was 24% (OR 7.33 95% CI 3.45-15.6).

The frequency of B-HPV in the SCC group was 23.4%, whereas in the controls it was
1.8% (OR17.1 CI 2.12 - 138), when we compared the cases lesions and the back of the hand.
However, we considered any site of the skin in the cases and compared them with back of the
hands of the controls and the frequency was 36.2% in the cases and 1.8% in the controls (OR
31.4 Cl1 4.02 - 250).

In the group of exposures to UVBR, Fitzpatrick skin type classifications I and 11 were
observed, represented in 85.7% of those with SCC, while in the controls it was 25.3% (OR
17.7 C195% 7.36 - 42.5).

Photo-exposure in an open environment for 4 or more hours, during 10 or more years
was observed in 71% of those with SCC and in 30.6% of the controls (OR 5.07 95% CI 2.31-
11.1). Additionally, within the UVBR exposure group in an open environment, 41.3%
presented with SCC and worked in agriculture, while in the controls this percentage was
14.75% (OR 4.09 95% CI 1.81 - 9.22).

In the group of exposure to chemicals, the chances of being a current or former smoker
occurred in 57.1% of the SCC cases and in 38.7% of the controls (OR 2.1 95% CI 1.07 -
4.18). The smoking load of over 35 pack/years occurred in 58.1% of the cases and 38.7% of
the controls (OR 2.11 CI 1.07 - 4.18).

A MED > 18 KJ/cm? was observed in 50% of the SCC cases and in 72% of the
controls (OR 0.39 Cl 95% 0.18 — 8.84).

A total of 58.1% of those with SCC were male and 26.4% in the controls (OR 3.68 and
Cl195% 1.87 - 8).

The age range of those with SCC was 67.3 £ 13.1 and 49.1 + 14.8 in the controls (OR
1.10 95% CI 1.06 - 1.12). The 60-year-old age group was observed in 73.1% of SCC cases
and in 24% of the controls (OR 6.33 95% CI 3.01 - 13.3).

A total of 68.3% of the SCC cases had attended school < 8 years and 50.7% of the
controls (OR 2.09 Cl 95% 1.04 - 4.20).

The variables with a p-value <0.20 were selected for multiple logistic regression and
the variables that presented a p-value <0.05 remained in the final model, thus characterizing a
risk profile of SCC, UVBs (OR 3.69 CI 1, 01-13.5); at least one B-HPV subtype 9.38 (0.46 -
189.5), a Fitzpatrick skin type classification of I and Il (OR 40.2 IC 9.34 - 172.9); sunburn
after 20 years of age (OR 7.95 Cl 1.34 - 47.1); aged 60 years or over (OR 1.11 Cl1 1.05 - 1.17)
and male (OR 9.35 CI 2.26 - 38.8).
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DISCUSSION

The following factors were associated with SCC in the studied sample: UVBs,
positivity of at least one subtype of B-HPV, Fitzpatrick skin type classifications | and 11, burns
from UVBR before 20 years of age, a mean age of 60 years and male.

In our results, in UVBs, we observed an odds ratio of 7.1 for SCC, in comparison to
the controls. In these individuals, therefore, previous exposure to UVBR, to twice the MED,
prevented contact hypersensitivity to DPCP by immunosuppression, thus characterizing
UVBs. For decades, the differences have been described regarding the cutaneous test
reactivity of individuals who had previously been exposed to small doses of UVB. One of the
characteristics is cutaneous immunological tolerance to and the non-recognition of new
antigens, classifying 30-40% of individuals without SCC in UVBs and 60% of individuals
without SCC in UVBR.? Our results demonstrate that 68.9% of individuals with SCC were
UVBs, differing from the literature, where UVBs is observed in more than 90% of SCC cases
from photo-exposure.’? There are some possible explanations for the 69.8% proportion of
UVBs in patients with SCC in our study, and this difference may be attributed to the size of
the sample studied. Another possible explanation could be the dose of the narrowband
ultraviolet B radiation (NB-UVB). Therefore, in order to observe this lower proportion of
UVBs than that expected in SCC, we investigated the dose used and observed that the median
dose > 18 mJ/cm? was encountered in 72% of the controls, and, to a lesser extent, 50% of the
patients with SCC. Therefore, the control patients received the highest dose by more than
70%, and even then, the UVRB was 76%. We thus conclude that there was probably no
implication of the UVRB dose used. We hypothesized that the non-use of the maximum
spectrum of UVRB may have had repercussions on non-immunosuppression. Given that the
dose-response curve presents a maximum action in the spectrum of between 260 and 270 nm,
followed by 280-290 nm, and then declines steadily to a maximum level of 320 nm, still at the
length of a UVRB wave?, for irradiation we used the spectrum between 311 and 312 nm
(Narrowband-UVB). We attempted, however, to minimize this effect by determining the
maximum and minimum dose, which was between 4.5 - 18 Kj/m2. Therefore, since an
implication of the NB-UVB spectrum is unlikely, there was a repercussion in the lowest
proportion of UVBs in the SCC patients of the sample studied. With regard to the dose of
UVBR required for oncogenesis, it has been reported by Noonan et al., ?° that there are
differences in the required dose, which is 13 times greater than that required to induce CH in

50% of irradiated animals.
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Our results demonstrated positivity for B-HPV in SCC patients with an odds ratio of
9.38 in patients with positive B-HPV, when compared to controls. These findings differ from
the findings of Asgari et al. 2 who encountered no difference in SCC patients compared to
healthy controls. In the present study, it was also observed that, when we consider the
presence of B-HPV in all sites of photo-exposed skin, the odds ratio for SCC increases to
42.8. Therefore, it is possible to accept that there is an association between -HPV and photo-
exposed skin and SCC on photo-exposed skin, contrary to the findings of Asgari et al.?®,
Koning et al.?” and Harwood et al.?®, who observed no differences in the prevalence of HPV
on UVR-exposed or -unexposed skin. Our results, however, are in agreement with the
findings of Forslund et al. * who reported an association of B-HPV with SCC on photo-
exposed skin and also with the areas of photo-exposed skin with no lesions. In the present
study, we only selected patients with the SCC-type of NMSC and for the control group, any
individual with lesions or dermatoses suggestive of association with HPV, such as
papillomatous, verrucous or squamo-keratotic lesions, such as black papular dermatosis,
keratoses and seborrheic warts. Thus, the possibility of selection bias was reduced by
including individuals with dermatoses possibly associated with -HPV in the control group.
In our control group, the observed B-HPV frequency was 1.8%.

In our sample, PCR was used to identify B-HPV in SCC in situ in 45.2% of the studied
sample, and positivity for p-HPV was found in 36.2%. It is therefore suggested that p-HPV
may be associated with SCC at induction, although it is not possible to state whether it is in
the maintenance of SCC, since our tests (PCRs) were applied to SCC samples during the
initial stages, in situ or microinvasive. In the literature, it has not been defined as to whether
B-HPV is associated with SCC on photo-exposed skin and whether participation takes place
during induction or maintenance or in both phases of SCC development. For some authors,
the participation of B-HPV in SCC on the skin occurs during induction, but not
maintenance.?>% In a recent study, with the immune-histochemical analysis of 3,846
specimens from biopsies diagnosed with SCC in situ, it was observed that all tumors with a
multicentric characteristic presented HPV positivity.3!

Our results demonstrated the presence of actinic keratosis (AK) lesions in
approximately 93% of patients with SCC, with more than 10 AKs in 43.9% of cases. In the
literature, an association between B-HPV and the presence of more than 10 AK lesions has
been reported.®? In another study, persistent B-HPV infection associated with the presence of
AK lesions on the face was observed. * There are also reports of an association between p-
HPV and AKs, pointing to the participation of B-HPV in the induction of SCC. 33
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The present study suggests that HPV positivity may be associated with photo-exposed
skin and SCC on photo-exposed skin. The incidence of SCC has been increasing worldwide,
mainly resulting from determinants of environmental exposure, especially exposure to UVRB,
which remains the main risk factor for SCC in Caucasians. The absence of -HPV on exposed
skin of control patients indicates the possibility of protection from the UVBR phenotype,
present in 76% in the controls and only 30.2% of the patients with SCC. It is therefore
suggested that the non-predisposition to the infection of photo-exposed skin by B-HPV may
be explained by UVRB in this group of individuals. To confirm our results, it is necessary to
carry out further studies to assess both exposed and unexposed skin to UVRB and to
investigate the presence of viral activity apart from HPV DNA.

Our results have demonstrated that skin types | and Il were associated with SCC. Skin
types | and Il are characterized by skin color and light-colored eyes, are more prone to
burning and either tan slightly or not at all and in accordance with the literature studied, are
associated with SCC.3

In our study, working in agriculture was associated with SCC in the univariate
analysis. However, this association was lost after adjustment for other factors, in the
multivariate analysis, and did not remain in the final model. In another study, it was observed
that occupational categories with a high socioeconomic status not involving exposure to the
sun, and certain other occupations with potent exposure to chemical substances, as well as
occupational categories in open environments exposed to UVRB, presented a higher risk of
SCC compared to the general population. ® In our study, we investigated exposure to UVRB
in certain occupations, and examined some chemical exposures, such as arsenic and other
chemicals applied in agricultural practice, and we encountered no association.

We observed an association between burns before the age of 20 and the occurrence of
SCC, thus corroborating the findings of S Wu et al.2 Ziegler et al. *® reported that mutation in
the p53 tumor suppressor gene encountered in more than 90% of SCC cases is also observed
in AK, and that sunburn can select clonal expansion cells with mutated p53 within AK, and
may act doubly as primers and as promoters of the tumor. It was observed that burns on the
torso are associated with SCC in men (OR 1.48 C1 1.08 - 2.03) .6

With respect to age, we observed an association between the group aged 60 years and
over and SCC. Our results are in accordance with the studied literature, which demonstrates a
higher incidence of SCC from the age of 40, with higher indices from 60 years.81%%
However, there is a risk of increased SCC in earlier ages (15 to 30 years) depending on the

geographical area of high or medium incidences of UVRB.%®
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In the present study, we observed a higher occurrence of SCC in males. As possible
explanatory factors, Chen et al.,® observed differences in the form of sun exposure between
the sexes, observing that exposure during the whole life is more related to the risk of SCC in
women, whereas, initiating early exposure seems to be more relevant for the risk of SCC in
males. In our study we encountered no difference in behavior between the sexes, and we
would suggest further exploration in this area. For Rudolph et al.,® there has been an increase
in the incidence of skin cancer in both sexes worldwide, however, this is predominately in
females. Welsh et al,° reported that this growth trend predominantly in females may be
explained by genetic risk determinants of different NMSCs by gender, in UBRV-induced
immune suppression, with 1L10 functional variants associated with increased odds ratios of

NMSC, which occur largely in females.

CONCLUSION

The presence of B-HPV on exposed skin is a risk factor for SCC in the population of
patients treated at the skin cancer outpatient clinic at the Hospital de Cancer de PE - Brazil.

The risk factors indicated by the research for SCC in our population were: UVBS,
presence of B-HPV, older people, light-colored skin, hair and eyes, and being male.

In Brazil, which is a tropical country with medium to high UVRB rates, there ha been
an increased incidence of SCC and further research is needed in order to verify factors
associated with the infection and persistence of B-HPV in SCC on photo-exposed skin, such
as immune deficiency due to susceptibility to UVRB in our population, and B-HPV, which
was the object of our study

We recommend that patients with more than 10 AKs should be observed in referral
services and skin cancer outpatient clinics in order to search for suspected SCC lesions with
dermatoscopy and histopathology.
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SOCIODEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS

Definition Category
Age Age on day of interview according < 60 years
to date of birth.
60 years and over
Sex Relating to male/female. Male.
Female

VARIABLES RELATED TO
PHOTO-EXPOSURE

Fitzpatrick skin type
classification

Very sensitive

Always burns, never tans

| — White-Red hair

Sensitive Burns easily, tans minimally Il - White
Normal Sometimes burns, slowly tans 111 — Slightly darker skin
Normal Burns minimally, tans easily IV — Moderate brown

Minimally sensitive

Rarely burns, tans well

V — Dark brown

Insensitive Never burns, deep pigmented VI - Black
Level of sun exposure according
to anatomical site (professional)
Intense exposure Head, neck and backs of hands. Category |
Moderate exposure Torso and limbs Category Il
Susceptibility to ultraviolet B These are individuals who, when UVBs
radiation exposed to small doses of UVBR
twice the minimum erythematous
dose (MED), before the application
of the hapten diphenhydramine, do
not develop contact dermatitis,
which would be expected after the
second exposure, and which occurs
in those who are UVB-resistant
(UVBR).
These are individuals who, when
Resistance to ultraviolet B exposed to small doses of UVBR UVBR

radiation

twice the minimal erythematous
dose (MED), before the application
of hapten diphenhydramine, develop
contact dermatitis which would be
expected after the second exposure,
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and that does not occur in those who
are UVB susceptible (UVBSs).

Exposure classification Definition Category
B-HPV
pB-HPV
The presence is identified of at least Yes

one subtype of B-HPV DNA
through polymerase chain reaction

(PCR) No

Figure 1- Socio-demographic characterizations referring to the photo-exposure of the patients in the sample.

Figure 2 — Response to the contact test with DPCP for characterizing individuals in UVBs
and UVBR

) Negative reaction;

+) Weak reaction = discrete erythema, little infiltration, no blistering;
(++) Strong reaction = moderate erythema, occasional papules, few vesicles;
(+++) Very strong reaction = strong edema and many vesicles;

(+++4) Extreme reaction = formation of blisters and ulceration..

Legends: -Negative = non-reactors: considered UVB-susceptible (UVBs);
-Positive = reactors: UVB-resistant (UVBR).
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Table 1 - Characteristics of patients with SCC on photo-
exposed skin in adults and older people

Characteristics Number (%)
History of skin cancer
Yes 31 (51.7%)
No 29 (48.3%)
Actinic keratosis
No 4 (6.6%)
Yes 57 (93.4%)
<10 32 (56.1%)
>10 25 (43.9%)
BCC
Yes 16 (26.2%)
No 45 (73.8%)
SCC site
Category 1 33 (54.1%)
Category 2 28 (45.9%)
Staging
In situ 28 (45.2%)
Microinvasive 12 (19.4%)

No information on HP 22 (35.5%)
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Table 2 — Socio-demographic characteristics, background to NMSC, UVBs, B-HPV associated with SCC
on photo-exposed skin in adults and older people

(to continue)

SCC
Variables Yes No OR (CI (95%)) p-value
(n=63) (n=75)
UVvB
Resistant 19 (30.2%) 57 (76.0%) 1.0
Susceptible 44 (69.8%) 18 (24.0%)  7.33(3.45-15.6) <0.001
HPVs (any site)
Absence 30 (63.8%) 56 (98.2%) 1.0
Presence 17 (36.2%) 1(1.8%) 31.7(4.02-250.2) 0.001
B-HPV (only on the lesion)
Absence 36 (76.6%) 56 (98.2%) 1.0
Presence 11 (23.4%) 1(1.8%) 17.1(2.12-138.3) 0.008
Socio-demographic variables
Sex
Female 26 (41.9%) 53 (73.6%) 1.0
Male 36 (58.1%) 19 (26.4%)  3.86 (1.87 —8.00) <0.001
Age 67.3+£13.1 49.1+148 1.10(1.06 -1.12) <0.001
Age Group
Under 60 years 21 (26.9%) 57 (76.0%) 1.0
60 years or over 42 (73.1%) 18 (24.0%)  6.33(3.01-13.3) <0.001
Schooling (in years)
> 8 years 20 (31.7%) 37 (49.3%) 1.0
< 8 years 43 (68.3%) 38 (50.7%)  2.09 (1.04 —4.20) 0.038
Family income
More than 3 MS* 10 (16.4%) 9 (12.0%) 1.0
Between land 3 MS* 36 (59.0%) 42 (56.0%)  0.77 (0.28 — 2.10) 0.613
Up to 1 MS* 15 (24.6%) 24 (32.0%)  0.56 (0.19 - 1.70) 0.309

*Minimum Salary
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Table 2 — Socio-demographic characteristics, background to NMSC, UVBs, B-HPV associated with SCC

on photo-exposed skin in adults and older people

(continuation)

Variable scc OR(CI (95%))  Pvalue
Background to skin cancer
Family history of skin cancer
No 48 (76.2%) 62 (82.7%) 1.0
Yes 15 (23.8%) 13 (17.3%) 1.49 (0.65 -3.43) 0.348
Chemical exposure
Smoker
Never smoked 26 (41.9%) 46 (61.3%) 1.0
Current or former smoker 36 (58.1%) 29 (38.7%)  2.11(1.07-4.18) 0.031
Smoking load (years/pack)
Never smoked 26 (44.8%) 46 (61.3%) 1.0
Less than 35 26 (44.8%) 25(33.3%)  1.84(0.87 —3.81) 0.102
35 and overs 6 (10.4%) 4 (5.4%)  2.65(0.69-10.3) 0.158
Exposure to arsenic
No 59 (93.7%) 74 (98.7%) 1.0
Yes 4 (6.3%) 1(1.3%) 5.02(0.55-46.1) 0.154
Occupation?
Other occupations 37 (58.7%) 64 (85.3%) 1.0
Agriculture 26 (41.3%) 11 (14.7%)  4.09 (1.81-9.22) 0.001
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Table 2 — Socio-demographic characteristics, background to NMSC, UVBs, B-HPV associated with SCC

on photo-exposed skin in adults and older people

(conclusion)

SCC
Variables Yes No OR (CI(95%))  Pvalue
(n=63) (n=75)
Photo exposure
Photo-damage
None or Mild 37 (58.7%) 33 (44.6%) 1.0
Moderate or Severe 26 (41.3%) 41 (55.4%) 0.57(0.29-1.11) 0.100
Fitzpatrick skin type
classification
111 to VI 9 (14.3%) 56 (74.7%) 1.0
land Il 54 (85.7%) 19 (25.3%)  17.7 (7.36 — 42.5) <0.001
Previous burns
No 40 (63.5%) 57 (76.0%) 1.0
Yes 23 (36.5%) 18 (24.0%)  1.82 (0.87 —3.81) 0.111
Burns before the age of 20 years
No burns 41 (65.1%) 61 (81.3%) 1.0
After the age of 20 years 8 (12.7%) 4(5.3%) 1.77(0.72-4.33) 0.210
Before the age of 20 years 14 (22.2%) 10 (13.3%) 2.85(0.83-9.79) 0.097
Pho_to-exposure in the
environment
Closed environment 15 (24.2%) 38 (52.8%) 1.0
%’;gaer's“;gfgmgggtf%:/ejzytha” 3(48%)  12(16.7%) 0.63(0.16 - 2.57) 0.522
Oorp;gfer‘;:g';m: frgg rleopﬁfa;y 44(71.0%)  22(306%) 507(231-11.1)  <0.001
Minimal erythematous dose
Mean + sd 18.1+8.9 20.1+83 0.97(0.93-1.02) 0.218
Categorized?
<18 23 (50.0%) 21 (28.0%) 1.0
>18 23 (50.0%) 54 (72.0%)  0.39 (0.18 — 0.84) 0.016
Region
Metropolitan 42 (66.7%) 52 (69.3%) 1.0
Zona da Mata (Coastal Forest) 7 (11.1%) 9 (12.0%) 0.96 (0.33 —2.80) 0.945
Agreste (Hot/sub-humid) 11 (17.5%) 11 (14.7%) 1.23(0.49-3.14) 0.652
Backlands 3 (4.8%) 3(4.0%) 1.23(0.23-6.45) 0.800
BMI
Normal 24 (38.1%) 30 (40.0%) 1.0
Overweight 30 (47.6%) 29 (38.7%)  1.29 (0.62 —2.71) 0.496
Obese 9 (14.3%) 16 (21.3%) 0.70(0.26 —1.87) 0.480




Table 3 — Multivariate model — Logistic regression — Risk factors for SCC on photo-exposed

skin of adults and older people

Variables OR (CI(95%)) p-value

UVBs

Resistant 1.0

Susceptible 7.12 (1.46 - 34.6) 0.015
B-HPV (any site)

Absence 1.0

Presence 42.8 (2.34—-780.6) 0.011

No information 2.47 (0.48 -12.8) 0.280
Sex

Female 1.0

Male 6.49 (1.27 -33.2) 0.025
Age 1.13 (1.06 - 1.20) <0.001
Fitzpatrick skin type classification

111 to VI 1.0

land Il 99.9 (13.9-714.7) <0.001
Burns before the age of 20

No burns 1.0 -

Before the age of 20 69.1 (5.76 — 829.2) 0.001

After the age of 20 2.45(0.29-21.0) 0.414
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Table 4 — Multivariate model — Logistic regression — Risk factors for SCC on photo-
exposed skin- B-HPV only on the lesion — of adults and older people

Variables OR (CI(95%)) p-value

UVvB

Resistant 1.0

Susceptible 6.11(1.33 -28.1) 0.020
B-HPV (only on the lesion)

Absence 1.0

Presence 9.38 (0.46 — 189.5) 0.0144

No information 1.94(0.40-9.46) 0.414
Sex

Female 1.0

Male 9.29 (1.89 - 45.5) 0.006
Age 1.13 (1.06 - 1.20) <0.001
Fitzpatrick skin type classification

Il to VI 1.0

land I 73.7 (12.3-441.1) <0.001
Burns before the age of 20

No burns 1.0 -

Before the age of 20 56.5(5.10 - 625) 0.001

2.21(0.26-18.4) 0.464

After the age of 20
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ABSTRACT

Non-melanoma skin cancers (NMSC) occur most commonly in Caucasians and squamous cell
carcinoma (SCC) accounts for 20% of NMSCs. Exposure to ultraviolet B radiation (UVBR) is
the major risk factor for SCC in photo-exposed skin, and 90% of individuals with SCC are
UVB-susceptible (UVBs). Toll-like receptors 9 (TLR9) are cytoplasmic cell surface receptors
and are expressed in cells of the immune system and keratinocytes. They are components of
the innate immune system, and have been studied in SCC in the head and neck and cervix and
lungs. In the present study we assessed the TLR9 in SCC in the photo-exposed skin of adults
and older people. This study evaluated 19 patients with SCC on photo-exposed skin of adults
and older people, and 16 controls. Of the SCC cases, 80% presented with UVBs (p<0.05);
94.7% of the cases were Fitzpatrick skin types I and II (p<<0.000); 73.4% were male (p<0,012)
with a mean age of 70 years = 13 (p<0.000). We observed that the mean fluorescence
intensity (MFI) of the TLR9 expression in the total lymphocytes was lower in patients with
SCC when compared to the control group (p<0.04). The MFI TLR9 expression in the total
leukocytes, total lymphocytes and B cells was lower in UVBs patients when compared to the
UVBR patients (p<0.01, 0.004 and 0.01, respectively). These findings suggest suppression of
the innate and adaptive immune systems through deficient TLR9 expression in UVBs
individuals and in SCC cases, and that UVBs may also constitute a greater risk of SCC via
TLR9. A mean age of 70 years recorded in the SCC patients may also be associated with a
deficient TLR9 expression and may also be attributed to ultra-structural changes in
senescence skin. The TLR9 expression in peripheral blood by flow cytometry was easy to

perform and with low risk. Further research with a larger number of participants is required.

Key words: UVBs; TLR9; SCC; flow cytometry; CD14+, CD20+, and CD16+ lymphocytes;
Fitzpatrick skin types.
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1. INTRODUCTION

Exposure to ultraviolet B radiation (UVBR) remains the major risk factor for non-
melanoma skin cancers (NMSC), and squamous cell carcinoma (SCC) is the second most

prevalent within the group, and corresponds to around 20% of all NMSCs in Brazil. [1-2]

Ultraviolet B-susceptibility (UVBs) is a risk marker for NMSC, is from autosomal
inheritance and is present in about 90% of the individuals with SCC, as opposed to 40% of the
population. [3-5] In UVBs individuals, cells that have suffered DNA damage through UVBR
express mutation in the p53 gene, with apoptosis damage and the consequent induction of
SCC. [6]

Exposure to UVBR leads to cellular damage and photoproducts may constitute
damage-associated molecular patterns (DAMPS). [7] DAMPS are recognized by the toll-like
receptors (TLRs), which are components of the innate immune system. [8] Toll-like receptors
are cytoplasmic cell surface receptors expressed in the monocytes/macrophages, B
lymphocytes, dendritic cells and in epithelial cells. [9] Ten TLRs (TLR1 to TLR10) have
already been described, of which the TLR9 is one of the most important in the process of
carcinogenesis, and may lead to an increase of cytokines IL-6, IL-12 and TNFa. Cytokines

IL-6, IL-12 and TNFa are known to promote carcinogenesis. [10, 11]

The TLR9 expression may therefore promote a deregulation of the immune response
and lead to oncogenesis through chronic inflammatory reaction, angiogenesis and

immunosuppression. [11-13]

The skin is the largest organ of the human body, it is in contact with the external
environment and is one of the components of the innate immune system, since it is the main
physical barrier of the body. [14] Due to its external location, the skin is exposed to oxidative
stress, inflammation, immunosuppression, DNA cellular damage and genetic mutation,

photocarcinogenesis and photoaging caused by exposure to UVBR. [15-16]

The TLR9 expression has been studied in SCCs on sites unexposed to UVBR in oral,
head and neck, stomach, lung and cervical SCCs. However, there have been no studies with
SCC on skin exposed to UVBR in adults and older people. [17-25]
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Although almost 50 years have now elapsed since the immunological changes and
carcinogenesis associated with UVBR exposure were discovered, there are still gaps
regarding which molecules are involved and how they lead to changes in the innate and

adaptive immune systems. [26]

The present study investigated UVBs and the TLR9 expression in SCC on the photo-
exposed skin of adults and older people.

2 METHODS

2.1 Patients

Patients were selected while attending the dermatology outpatient clinic of the

Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), and were divided into two groups:
Patient Cases: patients with NMSC, type SCC.

Patient Controls: patients without skin cancer, defined by the inclusion and exclusion

criteria.
2.2 Inclusion criteria for cases and controls:

e aged 18 years or over

2.3 Exclusion criteria for cases and controls:

e Patients presenting with other papillomatosis or verrucous cancers identified through
clinical skin and mucosal examination;

e Patients presenting with diseases with a proven relationship with UVBs such as
recurrent herpes simplex, Hanson’s disease or pityriasis versicolor, verified during
anamnesis and the search in medical records;

e Patients presenting with immunosuppressive diseases, repeated skin or other
infections, on corticosteroid therapy or using other immunosuppressants verified
during anamnesis, physical examination, search in medical records and conducting

laboratory tests.
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e Pregnant women: verified with anamnesis and Beta-HCG test;
e Those with a history of previous exposure to diphencyprone, a contact hypersensitizer
that was used to identify UVBs individuals.

After patients were selected, they were informed about the research and invited to
participate. Those who agreed to participate signed the informed consent form (ICF). The
project was submitted to the Research Ethics Committee of the Health Sciences Center at the
Universidade Federal de Pernambuco (CEP-CCS-UFPE) and approved under CAAE
21971913.7.0000.5208.

2.4 Determining UVBs

Determining the minimal erythema dose (MED)

To determine the MED, exposure to UVBR was performed using a manual source of
narrow-band, which emits ultraviolet radiation with a continuous spectrum and peak between
313 and 317nm (A Pro Lumina apparatus) held at a distance of 2.5 cm. Exposure time was
expressed as energy per unit area (Kj/m?). The chosen area of the body surface was the

untanned portion of the lower third of the dorsal trunk.

The test area was coated with a photo-opaque film, with six openings of 2cm2, which
were irradiated for 120 seconds (3 Kj/m?); 180 seconds (4.5 Kj/m?); 240 seconds (6 Kj/m?);
360 seconds (9 Kj/m?2); 480 seconds (12 Kj/m?); 720 seconds (18 Kj/m?). The squares were
closed progressively at the corresponding times. Patients were instructed to avoid exposure to

the sun during the observation period.

The MED was defined as the time required for the formation of a discrete erythema,
well-defined and no blisters, after single exposure to UVBR, expressed as an energy per unit
area (KJ/m2). After 16 to 24 hours of exposure, the erythema was read and the MED was
identified.
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2.5 Contact test on a previously irradiated dorsal region

In an area corresponding to twice the MED, 0.1ml of 0.05% diphencyprone (DPCP)
was applied, diluted in acetone contained and fixed to the irradiated skin by a hypoallergenic
adhesive, which was removed after 24 hours when the irritant effect of the sensitizer was

observed.

2.6 Ultraviolet B Radiation Susceptibility Test (UVBSs)

After 21 to 28 days of sensitization with 0.05% DPCP, a contact test was performed to
verify contact hypersensitivity to DPCP diluted to 0.001%, placed in the non-irradiated area
of the back at the shoulder blade level. The reading was performed 48 hours after application,
always by the same observer, who waited for at least 30 minutes after the adhesive had been
removed. The reading observed the following criteria:

Frame 1: Interpreting the reading of the test with DPCP at 0.0001%

) Negative reaction;

+) Weak reaction = discrete erythema, little infiltration, no blistering;
(++) Strong reaction = moderate erythema, occasional papules, few vesicles
(+++) Very strong reaction = strong edema and many vesicles;

(+++4) Extreme reaction = formation of blisters and ulceration.

-Negative = no reactors: considered UVB-susceptible (UVBs);
-Positive = reactors: UVB-resistant (UVBR).

2.7 Cutaneous and histopathological biopsy

A 6mm disposable biopsy punch was performed, preceded by skin cleansing with antiseptic

solution and a local anesthesia.
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Fragments for histological examination were fixed in 10% formaldehyde, buffered for
histology, and stained with hematoxylin-eosin (HE).

SCC “in situ”: the presence of atypical keratinocytes occupying part or all of the epidermis,

with evidence of nuclear pleomorphism. There is a presence of hyperkeratosis and parakeratosis.

Invasive SCC: the presence of a proliferation of lobules and detached islands of bright
eosinophilic keratinocytes containing a nucleus with some degree of pleomorphism and mitoses. The
nucleolus may be prominent with the presence of corneal pearls and apoptotic cells. The presence of

invasion is represented by disconnected tumor islands at varying levels of the dermis.

2.8 Flow cytometric analysis of the TLR9 expression

A peripheral blood flow cytometry was performed. A flow cytometric analysis of the TLR9
was conducted using BD ™ Phosflow reagents (BD Biosciences, USA). Cells were fixed with 100 uL.
pre-warmed Cytofix/Cytoperm™ BD and incubated for 10 minutes at 37°C. Following this, after
centrifugation at 250 x g for 8 minutes, the supernatant was discarded and cell surface labeling was
performed with the anti-CD14, anti-CD3, anti-CD16, anti-CD20 monoclonal antibodies. After
incubation for 20 minutes at room temperature and protected from light, the cells were permeabilized
with 750ul Perm Buffer III at 4°C and incubated for 30 minutes on ice, protected from light. The cells
were then washed with 3ml of PBS, centrifuged at 250xg for 8 minutes and the supernatant was
discarded. Two washing steps were performed. Subsequently, intracellular labeling with the anti-
TLR9 monoclonal antibody was performed and incubated for 40 minutes protected from light. A
further washing step was performed, the supernatant discarded and the cells re-suspended in 300 puL of
stain buffer and the acquisition was performed on the flow cytometer. After the permeabilization step,
anti-TLR9 mAB (BD, Pharmigen®, San Diego, CA) was added and incubated at 4°C for 30 minutes
and protected from light. After incubation, 2 mL Perm/Wash 1x concentrate (BD, Cytofix / Cytoperm
™ Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) was centrifuged at 300 xg for 5 minutes at 20°C
(FACSVERSE, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). A total of 50,000 cellular events were acquired
and the analyzes of the results were performed with BD FACS Suite (Becton Dickinson, Sunnyvale,

CA) and expressed in mean fluorescence intensity (MFI).
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3 STATISTICAL ANALYSES

The p value was calculated for the association of socio-demographic variables, a history of
skin cancer, chemical exposures, Fitzpatrick skin type classification, UVBs, and SCC on areas of
photo-exposed skin in adults and older people. The Chi-square and Fisher tests were applied. For the
variables of age and BMI, the Student's t-test was applied. Variables with a p value <0.05 were
considered as associated.

In the MFI analysis for TLR9, the Shapiro-Wilk normality test was initially applied. A non-
normal distribution of TLR9 expression was observed through the MFI among cellular groups, and
was expressed as median and interquartile (IQR: 25%-75%). The Mann-Whitney test was used to
compare median values between the cell groups. The level of statistical significance was set at p
<0.05. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 (Graphpad software, San Diego,
CA).

4 RESULTS

4.1 Clinical and Demographic Characteristics of SCC and Control patients

UVBs was observed in 80% of the SCC patients and in 12.5% of the controls (p-value
<0.0001). Male patients accounted for 73.4% of the SCC cases and 31.2% of the controls (p-
value<0.012). The mean age was 70 (+ 13) years in SCC patients and 47.2 (+ 12.5) in the controls (p-
value<0.0001). Fitzpatrick classifications I and II skin types were observed in 94.7% of the SCC
patients and in 37.5% of the controls (p-value<0.0001). Table 1.

4.2 Analysis of the TLR9 expression in SCC and control patients

In the analysis of the TLR9 expression in circulating leukocytes, it was observed that the
TLR9 MFI of total lymphocytes was lower in patients with SCC when compared to the controls
(p=0.04). There was no statistical difference in TLR9 MFI in total leukocytes, monocytes,

granulocytes and B cells between the SCC patients and controls, as presented in Figure 1.
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4.3 Analysis of the TLR9 expression in the UVBs and UVBR patients

It was observed that the TLR9 MFI in total leukocytes, total lymphocytes and B cells
was lower in UVBs patients when compared to UVBR (p = 0.01, 0.004 and 0.01,
respectively). There was no statistical difference in the TLR9 expression in monocytes and

granulocytes between UVBs and UVBR groups, as shown in Figure 2.

4.4 Discussion

In this study, we observed that the majority of patients with SCC presented with
UVBS, Fitzpatrick skin types | and I, were elderly males. In the SCC patients, the MFI of the
TLR9 expression in total lymphocytes found in peripheral blood was lower when compared to
the controls. The UVBs patients also presented a lower MFI of the TLR9 expression in total
leukocytes and lymphocytes, and in B cells when compared to UVBR.

The TLR9 expression may be evaluated in cells of the immune system such as
monocytes, neutrophils and lymphocytes in peripheral blood and in keratinocytes of the skin,
mucosa, or epithelial cells in the lining of the digestive system, lungs, cervix or
carcinomatous cells. [9] In the present study we measured the MFI in the peripheral blood of
SCC cases from the photo-exposed skin of adults and older people and in the controls.
Moreover, in the peripheral cells of the immune system, we were able to observe the TLR9
expression, representing the tumor microenvironment of the SCC on skin exposed to UVBR
both in the SCC cases and in the controls without SCC.

Attention is drawn to the lower TLR9 expression in the total lymphocytes of SCC
patients in photo-exposed skin when compared to the controls and the TLR9 expression was
much more damaged in UVBs patients when compared to UVBR, where we observed the
lowest TLR9 expression in total lymphocytes, total leukocytes and B cells. We therefore
hypothesized that a decrease in the TLR9 expression may be more intensely damaged by
exposure to UVBR and UVBs. The control and UVBRs patients were characterized by a
higher TLR9 expression and presented reactivity to the contact test assessed between 21 and
28 days after applying the DPCP antigen on previously irradiated skin, representative of

resistance to UVBR, due to the integrity of the innate and adaptive immune systems.
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Squamous cell carcinoma is associated with chronic exposure to UVBR and
cumulative effects, and to UVBs, promoting cell infiltration and the production of pro-
inflammatory cytokines and metabolites involved in the initiation, promotion and progression
of oncogenesis. [27-31] It is known that UVBR induces oxidative stress and SCC by
activating nuclear factor-Kb (NF-xB), which is a transcription factor that regulates TLR9
expression, which we observed to be lower in UVBs and in SCC on photo-exposed skin. [32]
We therefore suggest that possible changes with a reduction in TLR9 transcription via NF-kB,
may occur due to exposure to RUVB in UVBs patients. However, some authors have reported
an absence of TLR9 in the epithelial cells unexposed to UVBR in cervical SCC, thus
indicating the possibility of other associated factors besides exposure to UVBR and UVBs.
Further research is needed to investigate other factors involved with the innate immune
response, the favorable or unfavorable TLR9 expression to carcinogenesis, which may
demonstrate the response profile in UVBs and UVBR. [12, 23]

Although we included a mixed population, we observed that the characteristics of skin
color, eyes and light hair and a predisposition to burning and the inability to tan, as outlined in
the Fitzpatrick classification of skin types | and Il, predominated in our results, thereby
representing further evidence regarding the participation of UVBR associated with the risk of
SCC in Caucasians.

One curious fact observed was the mean age of 70 years, which characterized the
group of SCC patients. Thus, we hypothesized that age may be an important factor in
reducing the expression of TLR9 in SCC in photo-exposed skin. Senescent skin exhibits
ultrastructural changes as a result of age, and our population of SCC patients presented a
mean age of 70 years. [33] This would suggest that the reduced TLR9 expression in the SCC
may also be associated to age. Squamous cell carcinoma on photo-exposed skin occurs more
frequently from the age of 60, and in this age group we observe anatomical instability of the
skin, in addition to the ultrastructural changes that occur with aging, leading to cutaneous
immunosenescence in the older population and a predisposition to SCC, especially in tropical
countries. [34] Changes are observed in the expression and function of TLRs in some cell
types, signaling changes in the regulation of the immune system in aging, and in human
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) a decline has also been observed in the TLR9 expression
in aging. [35, 34]

The risk of developing SCC is greater in males, and Chen [24] who studied the forms of

exposure between the sexes, observed differences between genders, where sun exposure throughout a

life time was more related to the risk of SCC in women, whereas early-onset sun exposure was more
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related to the risk of SCC in males. Genetic risk determinants of different NMSC by gender in UVBR-
induced immune suppression have also been reported. [36] For Rudolph [37], the incidence of SCC is
on the rise in both sexes worldwide, however, the rise is predominantly female.

In view of the results, we conclude in this study that there is a reduction in the
expression of TLR9, as demonstrated in cells of the immune system, in peripheral blood, the
MFI, in SCC on the photo-exposed skin of adults and older people, and more intensely in
UVBs. This indicates the possibility of the role of TLR9 in the mechanisms involved in the
deficient innate immune response to UVB exposure and in the mechanisms of UVBs, and also
in the tumorigenesis of SCC in photo-exposed skin of adults and older people. The mean age
of 70 years observed in the SCC patients may also be associated with deficient TLR9
expression.

Further research is needed to clarify how this response is formulated involving the
factors related to UVBR exposure and UVBs, and the association with TLR9 expression and
to test for TLR9 expression in peripheral blood and SCC in the photo-exposed skin of adults

and older people with a greater number of patients.
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Figure 1: Values of the mean fluorescence intensity (MFI) of TLR9 in total leukocytes, total

lymphocytes, monocytes, granulocytes and B cells in patients with SCC and controls. The Shapiro

Wilk's normality test was performed. The graphs are represented in median and interquartile 25-75%.

P <0.05 was considered significant. Ns: not significant.
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Figure 2: Values of the mean fluorescence intensity (MFI) of TLR9 in total leukocytes, total
lymphocytes, monocytes, granulocytes and B cells in UVBS and UVBR patients. The Shapiro Wilk's
normality test was performed. . The graphs are represented in median and interquartile 25-75%. P
<0.05 was considered significant. Ns: not significant.
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Table 1. Socio-demographic characteristics, History of skin cancer in the family,
chemical exposure, UVBR burn, Fitzpatrick skin type, UVBS and SCC in Cases and
Controls analyzed

. SccC
Varibles p-value
Yes (n =19) No (n =16)
uvB
Resistent 3 (20.0%) 14 (87.5%) 0.000
Susceptible 12 (80.0%) 2 (12.5%)
Sex: Male 14 (73.4%) 5(31.2%) 0.012
Age 70.0£13.3 47.2£125 0.000
BMI 26.1+3.2 26.8+3.7 0.540
History of skin cancer in the family
No 0(-) 3(18.7%) 0.101
Yes 19 (100%) 13 (81.3%)
Smoker
Never smoked 9 (52.9%) 14 (87.5%) 0.031
Currently a smoker or have been 8 (47.1%) 2 (12.5%)
How many cigarettes (years/pack)
Never smoked 9 (60.0%) 14 (87.5%) 0.060
Less than 35 6 (40.0%) 1(6.3%)
More than 35 0() 1(6.3%)
Exposure to arsnic
No 1(5.3%) 0 (%) 0.352
18 (94.7%) 16 (100%)

Yes



Job?
Others

Agriculture

Fitzpatrick skin type classification

I11to VI

land Il

Previously burned

No

Yes

12 (63.2%)

7 (36.8%)

1(5.3%)

18 (94.7%)

14 (73.7%)

5(26.3%)

14 (87.5%)

2 (12.5%)

10 (62.5%)

6 (37.5%)

13 (81.2%)

3(18.8%)
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0.101

0.000

0.595
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(MODELO PARA MAIORES DE 18 ANOS)

Convidamos o (a) Sr.(a)

para participar, como voluntario (a), da pesquisa A UVB-SUSCETIBILIDADE, O
HPVBETA E A EXPRESSAO RLT9 ASSOCIADOS AO CARCINOMA
ESPINOCELULAR EM AREAS DE PELE FOTOEXPOSTA DE ADULTOS
IMUNOCOMPETENTES que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Mecciene Mendes
Rodrigues, que reside a Avenida Boa Viagem, 1716/Ap401 - Boa Viagem-Recife-PE; CEP:
51111-040; Telefone: (81) 9167-9416; e-mail: mecciene@gmail.com, para contato da
pesquisadora responsavel (inclusive ligacGes a cobrar) e esta sob a orientacdo do Prof. Dr.
Ricardo Arraes de Alencar Ximenes; Telefones para contato: (81) 8852-4009, e-mail:
ricardo.ximenes@pg.cnpg.br. Também participa desta pesquisa a Dra. DanyellyBruneska,
pesquisadora do LIKA. Telefone: (81) 8842-5594 e a Dra. Leuridan Cavalcanti, pesquisadora
do IMIP. Telefone: 99659-6766. Apds ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é da pesquisadora responsavel. Em caso de
recusa o (a) Sr.(a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem o direito de

retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo da pesquisa é diagnosticar pessoas com cancer de pele chamado carcinoma
espinocelular (CEC) e identificar se essas pessoas sdo mais sensiveis aos efeitos da Radiaco
do sol chamada ultravioleta; vamos pesquisar a infecgdo da pele com o virus HPV e verificar
se juntos a radiacdo solar e o virus podem causar o cancer de pele chamado carcinoma
espinocelular (CEC). Sera realizada a rotina normal de coleta de dados da histéria clinica da
sua doenca e realizado o exame de pele para verificar a presenca de lesdes de cancer que
deverdo ser imediatamente tratadas através da retirada cirurgica, a bidpsia, e enviado o
material para estudo por exame histopatoldgico e pesquisa do virus HPV. Para o teste do HPV
vamos precisar realizar um swab — raspado superficial- da pele do dorso da méo que é exposta

a radiacdo solar.

Para observar se a pessoa tem mais sensibilidade a radiacdo solar ultravioleta sera realizada
exposicdo da pele a uma pequena dose de radiacdo ultravioleta, em pequena area da regiao
das costas por alguns segundos. Essa dose de radiacdo solar € bem menor do que aquela que
levamos diariamente ou que é preconizada para tratamentos de algumas doencas de pele. No
dia seguinte sera realizado exame para identificar area da pele levemente avermelhada e na
area proxima sera realizado um teste de alergia de contato que, como todo teste de contato,
deve resultar em area vermelha ou presenca de pequenas bolhas localizadas e coceira
leve/moderada. A substancia do teste de contato é a chamada difenciprona e também é
utilizada em dermatologia para tratamento de alguns casos de queda de cabelo. Como todo
teste alérgico de contato, o sr(a) pode sentir coceira de leve/moderada intensidade.

A parte da pesquisa referente a realizagdo dos exames deve durar em média 30 dias,
assim distribuidos: a primeira consulta que é essa que estamos realizando com exame clinico

e solicitacdo de exames de rotina, procedemos também a exposic¢do a luz ultravioleta, com
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retorno no dia seguinte para a segunda consulta, quando deve ser observado resultado dessa
exposicdo representado por pele levemente vermelha apenas na area de aplicacdo e em
seguida sera aplicado o primeiro teste de contato com a difenciprona em area proxima. Sera
marcada a retirada cirargica em dois dias, na terceira consulta. Nessa terceira consulta sera
realizada a retirada cirurgia da lesdo suspeita de CEC e enviado o material para exame
histopatolégico e pesquisa do HPV; sera realizada a leitura do teste de contato. O retorno,
quarta consulta, sera com 21-28 dias contando com o tempo necessario para a realizacdo de
todos os exames de sangue de rotina, inclusive do histopatoldgico, quando indicado. Nessa
ocasido sera realizado um segundo teste alérgico de contato para saber se a pessoa tem
sensibilidade ou é resistente a exposicdo a radiacdo solar ultravioleta; a leitura sera apds dois
dias, na quinta consulta.

Os riscos limitam-se a irritacdo na pele pela exposicéo ao antigeno de contato, a difenciprona,
com sinal de leve/moderada inflamacéo e sintoma de prurido localizado. Ha o risco inerente a
todo procedimento de pequena cirurgia para a retirada do tumor, quando necessario. Para
qualquer dessas alteragdes se ocorrerem danos devido aos procedimentos realizados nos
comprometemos a proceder ao tratamento necessario.

O sr (a) serd beneficiado diretamente com o diagndstico e tratamento de lesGes de pele
suspeitas de cancer. Se beneficiard em saber se tem predisposicdo ao cancer de pele ou a

infeccdes por virus e outros agentes pela exposicdo a radiacéo do sol.

As informac0Oes desta pesquisa seréo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados

coletados nesta pesquisa referentes as entrevistas ficardo armazenados em pastas de arquivo
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no computador pessoal e na Instituicdo Hospital de Cancer - PE, sob a responsabilidade da
pesquisadora e do orientador, no enderego acima informado por periodo de no minimo 5 anos.
O (@) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas de passagens para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica
também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes dos testes
realizados para participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE e do HCP, no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:

50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura da pesquisadora)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF

, abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura)

deste documento e ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas davidas
com a pesquisadora responsavel, concordo em participar do estudo A UVB-
SUSCETIBILIDADE ASSOCIADA AO PAPILOMAVIRUS HUMANO GENERO BETA
COMO FATOR DE RISCO PARA O CARCINOMA ESPINOCELULAR EM AREAS DE
PELE FOTOEXPOSTAS DE ADULTOS IMUNOCOMPETENTES, como voluntario (a).
Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgdo de meu acompanhamento/

assisténcia/tratamento).
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Impressao digital

(opcional)

Local e data

Assinatura do participante (ou responsavel legal):

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite

do voluntario em participar.

(02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura
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APENDICE C - QUESTIONARIO

UVB-SUSCETIBILIDADE ASSOCIADA AO PAPILOMAVIRUS HUMANO GENERO BETA COMO FATOR DE
RISCO PARA O CARCINOMA ESPINOCELULAR INTRAEPITELIAL E MICROINVASIVO E QUERATOSE
ACTINICA NA PELE FOTOEXPOSTA EM ADULTOS IMUNOCOMPETENTES

QUESTIONARIO No.

Data da entrevista:

PRONTUARIO

QUAL E O SEU NOME COMPLETO?

Qual a sua data de nascimento?

Endereco:

1. SELECIONADO (A) COMO:

1. CASO 2. CONTROLE

2. Sexo: 1. ( ) Feminino 2. Masculino ()




3. Quantos anos 0 Sr. (&) tEM?......cccccvveierieiieiierie e

4. Qual o local o Municipio/Estado onde o Sr. (a) mora? (Lista a parte)

5. Regido Geografica

Metropolitana
Litoranea
Mata

Agreste
Sertao

agrwbdPE

6. Sua residéncia/casa fica na cidade ou na zona rural como sitio?
1. ZONA RURAL

2. ZONA URBANA

Qual a cidade em que o Sr (a) nasceu? (Lista a parte)

7. O Sr (a) sabe ler e escrever?

1-Sim 2 —Néo

8. O Sr (a) frequenta ou ja frequentou escola?

1 - Sim, Rede Particular

2 — Sim, Rede Publica

3 — Nao atualmente, mas, ja frequentei escola Particular
3 — Néo atualmente, mas, ja frequentei escola Publica

4 — Ndo atualmente, e nunca frequentei

9. Qual foi o ultimo nivel do curso que o Sr (a) frequentou?

Alfabetizacdo de adultos

Ensino Fundamental | (11 ao VI ano)
Ensino Fundamental 11 (V1 ao 1X ano)
Ensino Médio

Supletivo

Pré-Vestibular

Ensino Superior
Mestrado ou Doutorado
Néo se aplica

©oOoNOO~WNE

10. Qual o nivel que frequentou completo?

Alfabetizacéo de adultos

Ensino Fundamental | (11 ao VI ano)
Ensino Fundamental 11 (VI1I ao 1X ano)
Ensino Médio

Supletivo

Pré-Vestibular

Ensino Superior

Mestrado ou Doutorado

N~ WNE
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9. Nao se aplica
11. Quantos anos de estudo?

1-Umano

2 — Dois anos

3 — Trés anos

4 — Quatro anos

5 — Cinco anos

6 — Seis anos

7 — Sete anos

8 — Qito anos

9 — Nove anos

10 — Dez anos

11 — Onze anos
12- Doze ou mais (superior)
13 — Néo se aplica

12. O Sr. (a) tem emprego, trabalho fixo ou tem alguma ocupagéo?

1. Sim 2. Néo

13. O Sr (a) é aposentado (a)?

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

14. O seu emprego/trabalho é em local fechado ou aberto? Vou ler as opgdes e 0 Sr (a) escolhe onde mais se encaixa
com o seu local de trabalho.

1. Ambientes fechados tal como escritorio?

2. Em ambiente aberto, mas com cobertura/teto que protege da exposi¢do direta ao Sol?
3. Emambiente aberto e sem nenhuma cobertura/teto ou protecdo

do sol?
4. Parte em ambiente fechado e parte em ambiente aberto?

5. No momento néo trabalha exposto (a) ao sol, mas, ja trabalhou

15. O seu trabalho/ocupacéo o (a) Sr. (a) é na:

Na industria de fUNAIGAO?...........cceiriiiii e s
Na industria de MINEraGAO?........occviveiiiirriee st
Na industria farmacéutica com compostos/drogas arsénicas?....................

Na geracdo de eletricidade a partir do carvao?.........c.c.coceuevene.
Na agricultura com herbiCidas?...........ccoieiiiiiiii e e
Na agricultura com INSELICIAAS?. ........uveriiiieiice e
Na agricultura COm deSSECANTES? ..........eireeiieririe ettt
Na agricultura com preservativos para a madeira?...........ccccecervreriseiesesnennaens
Na agricultura com estimulantes de crescimento para plantas e animais?

0. Na agricultura sem herbicidas, ou inseticidas, ou algicidas, ou dessecantes, ou preservativos ou

ESTIMUIANTES?.... ettt ettt ettt st et e e st te b nennenen
11. Na agricultura com herbicidas, ou inseticidas, ou algicidas, ou dessecantes, ou preservativos ou estimulantes?

HBoo~NogrwdE

12. Na agricultura do arroz..
13, NG CAIPINTATIA. . tcueeteniete ettt sttt bbbt et b b s b et et e b enas
14. Naengenharia de CONSIIUGAD: .....c.cueriiiiiiieiririeieie e
15.
16.
17. NA

16. Ha quanto tempo o Sr (a) estd nesse emprego/trabalho em ambiente aberto exposto ao sol?




agrwdE

17. Ha quantos anos o sr (a) trabalha foi exposto (a) ao sol?
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1. Menor que 10 anos
2. Dez anos ou mais
3. NA

18. De que horas o Sr (a) inicia e termina o seu trabalho em ambiente aberto exposto ao sol?

1. 0Ohoras

2. Menor que 4 horas
3. 4 horas ou mais

4, NA

SE NAO E EXPOSTO OU NAO TRABALHA ATUALMENTE PERGUNTAR QUANTO AS EXPOSICOES NO
PASSADO:

19. Vou ler as opcdes de exposicdo ao sol e o Sr (a) escolhe onde mais se encaixa com o seu local de
trabalho no passado.

1.

2.

3.

4.

Em ambiente aberto, mas com cobertura/teto que protege da exposicéo direta ao Sol?
Em ambiente aberto e sem nenhuma cobertura/teto ou protecéo do sol?
Parte em ambiente fechado e parte em ambiente aberto?

NA

20. O trabalho/ocupagéo do (a) Sr. (a) era:

Boo~NoOarwNE

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

0.

Na industria de fUNAIGAO?.........ccoeiiiriie e ereseeeenenes
Na industria de MiNeragao?.........cccvvvvrmeeeirneecesce e

Na geracdo de eletricidade a partir do Carva0?........ccccevverireverineie e

Na agricultura com herbicidas?.........ccovvviiirnnieeiiniicene e ———

Na agricultura com INSELICIAAS?. ........uveriiiieiice e

Na agricultura COmM dESSECANTES? ........cvieririiieieieie ettt

Na agricultura com preservativos para a madeira?...........cceveverenennescnnennens

Na agricultura com estimulantes de crescimento para plantas e animais?

Na agricultura sem herbicidas, ou inseticidas, ou algicidas, ou dessecantes, ou preservativos ou
ESTIMUIANTES?.....c ettt sttt sttt b et e s sb e e be st s £eneaeens

Na agricultura com herbicidas, ou inseticidas, ou algicidas, ou dessecantes, ou preservativos ou estimulantes?

Na agricultura do arroz

N CAIPINTAITAL ...ttt bbbt ettt b bt b et eene e
Na engenharia de CONSIIUGAD: ........coveiiuririie ettt

OULIOS vttt ettt et ettt e e e et e ebe e et e e e bt e e ebe e e ebae e bt e e bbesbeeeebbeeabeeebeseaabeesabeesaseeesbessabaeaabeeanes
NA

21. Por quanto tempo o Sr (a) ficou nesse emprego/trabalho em ambiente aberto exposto ao sol?

agrwbhE

22. Por quantos anos o sr (a) trabalhou exposto (a) ao sol?

1. Menor que 10 anos




23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
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2. Dez anos ou mais

3. NA
De que horas o Sr (a) iniciava e terminava o seu trabalho em ambiente aberto exposto ao sol?
1.  Menor que 4 horas
2. 4 horas ou mais
3. NA
Em seu trabalho o Sr (a) se expde/expds a um produto chamando arsénico?
1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica
Quantas pessoas moram em sua casa?
De todas as pessoas que vivem em sua casa quantas tém alguma fonte de renda: trabalham ou
recebem saldrio ou alguma quantia por trabalho, emprego ou atividade, mensalmente?
De todas as pessoas que vivem em sua casa quantas sdo aposentadas?
Quanto cada pessoa recebe por més?
1.
L[ | I I I I |
2.
L[ | | I I |
3.
L[ ] | | I I |
& L[ | I I I I |
5.
L[ I I I I |
6.
L[ I I I I |
v [ [ 1 I I I I |
8.
1 | I I I I |
9 L[ I I I I |
10. [ [ 1 I I I I |
Renda familiar

TABACO FUMADO

Agora eu gostaria de fazer algumas perguntas sobre o uso de produtos do tabaco que sdo fumados tais como: cigarros,
charutos, cigarrilhas, cigarros indianos (ou bidis) e narguilé (ou cachimbo d’agua). Por favor, nio responda sobre

produtos de tabaco que ndo fazem fumaca, como rapé e fumo para mascar. Ndo considere, também, cigarros de
maconha.

30. Atualmente, o Sr. ou a Sra. fuma algum produto do tabaco?

31. No passado, o Sr. ou Sra. fumou algum produto do tabaco diariamente?

1. Sim
2. Naéo

1. Diariamente
2. Menos que diariamente
3. Nao fuma

32. No passado, o Sr. ou Sra. fumou algum produto do tabaco?
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1. Diariamente
2. Menos que diariamente
3. Nunca fumou

Caso informe que ja usou diariamente e também menos que diariamente no passado, assinale
diariamente.

A pergunta que farei a seguir refere-se apenas a cigarros

33. Somando todos os cigarros que o Sr (a) fumou a vida inteira, o total chega a 5 magos ou 100 cigarros?

1. Sim
2. Nao
3. Nunca fumou cigarros

USUARIO DIARIO DE TABACO FUMADO

Pense novamente em todos os tipos de produtos do tabaco que séo fumados: cigarros e também charutos, cigarrilhas,
cigarros de cravo (ou de Bali), cigarros indianos (ou bidis) e narguilé (ou cachimbo d’4agua). Por favor, niio responda
sobre produtos de tabaco que ndo fazem fumaca, como rapé e fumo de mascar. Ndo considere também cigarros de
maconha.

34. Que idade tinha quando comecou a fumar algum produto do tabaco mesmo que de vez em quando?

1. ANOS ..o
2. Nao sabe/ Nao lembra

35. Que idade tinha quando o Sr (a) comegou a fumar algum produto do tabaco diariamente?

1. ANOS: .o,
2. Nao sabe/ Nao lembra

36. Em média, quantos cigarros o Sr (a) fuma por dia?

Em média, quantos dos seguintes produtos 0 (a) Sr (a) fuma por dia ou por semana
atualmente?

37. Cigarros industrializados?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Né&o fuma

N&o sabe

PN PE

38. Cigarros de palha ou enrolados a mao?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Né&o fuma

Né&o sabe

el N

39. Cachimbo?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Né&o fuma

Né&o sabe

PN PE

40. Charutos ou cigarrilhas?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
N&o fuma

N&o sabe

PN PE




41, OULros. ESPECITIQUE........cccvcviiiiicc e

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
N&o fuma

N&o sabe

Na&o se aplica

agrwbdPE

USUARIO OCASIONAL DE TABACO FUMADO
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Pense novamente em todos os tipos de produtos do tabaco que séo fumados: cigarros e também charutos, cigarrilhas,
cigarros indianos (ou bidis). Por favor, ndo responda sobre produtos de tabaco que ndo fazem fumaca, como rapé e

fumo de mascar. N&o considere também cigarros de maconha.

42. Durante os Ultimos trinta dias (Gltimo més) em quantos dias o (a) Sr (a) fumou algum produto do tabaco?

2. Nao sabe/ Nao lembra

43. Que idade tinha quando o (a) Sr (a) comegou a fumar algum produto do tabaco mesmo que

vez em quando?

1. ANOS....ceee.
2. Nao sabe/ Nao lembra

44. Ha quantos anos o (a) Sr (a) comecou a fumar algum produto do tabaco, mesmo que de vez em quando?

1. ANOS.....ciiiin
2. NA&o sabe/ N&do lembra
45. Que idade tinha quando comegou a fumar algum produto do tabaco diariamente?

1. ANOS....comiennn.
2. Né&o sabe/ N&o lembra
46. Em média, quantos cigarros o Sr fuma por semana?

Quantos dos seguintes produtos o (a) Sr (a) fuma por semana atualmente (Leia cada item)?
Caso o entrevistado responda que fumou nos ultimos trinta dias, mas fumou menos de uma

unidade por semana, assinale a op¢cdo menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més.

47. Cigarros industrializados?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Nao fuma

Na&o sabe

el N o

48. Cigarros de palha ou enrolados a méao?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Nao fuma

Né&o sabe

PoOdDPE

49. Cachimbo?

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Né&o fuma

Né&o sabe

PoODdDPE

50. Charutos ou cigarrilhas?

de



51.
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Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Né&o fuma

Né&o sabe

NP

OULI0S. ESPECITIQUE. ..ot

Um ou mais por dia. Quantos por dia?..................

Menos que um por dia e mais que zero (0) por semana ou por més
Né&o fuma

Né&o sabe

Nao se aplica

agrwdE

EX USUARIO DE TABACO FUMADO

Pense novamente em todos os tipos de produtos do tabaco que sdo fumados: cigarros e também charutos, cigarrilhas,
cigarros de cravo (ou de Bali), cigarros indianos (ou bidis) e narguilé (ou cachimbo d’4gua). Por favor, niio responda
sobre produtos de tabaco que ndo fazem fumaga, como rapé e fumo de mascar. N&o considere também cigarros de
maconha.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Que idade tinha quando o (a) Sr (a) comegou a fumar algum produto do tabaco mesmo que de vez em quando?
1. ANOS: .o

2. NA&o sabe/ N&o lembra
Ha quantos anos o (a) Sr. (a) comegou a fumar algum produto do tabaco mesmo que de vez em
guando?

1. ANOS: .o,

2. Nao sabe/ N&o lembra

Que idade tinha quando o (a) Sr (a) comecgou a fumar algum produto do tabaco diariamente?
1. ANOS: .o
2. Nao sabe/ N&o lembra

Em média, quantos cigarros o Sr (a) fumava por dia?

Hé& quanto tempo parou de fumar?

AN
w
@D
3
o
5
&

CARGA TABAGICA: ..ottt

AUDIT (parcial)

Agora vou fazer algumas perguntas sobre seu consumo de alcool ao longo dos ultimos 12 meses

58.

(1) Nunca [vé para as questoes 9-10]

(2) Mensalmente ou menos

Com que freqiiéncia vocé consome bebidas alcodlicas?

(3) De 2 a 4 vezes por més

(4) De 2 a 3 vezes por semana

(5) 4 ou mais vezes por semana



59.

60.

Quantas doses alcodlicas vocé consome tipicamente ao beber?

Com que freqiiéncia vocé consome cinco ou mais doses de uma vez?

(1) Nunca

(2) Menos do que uma vez ao més

(3) Mensalmente

(4) Semanalmente

(5) Todos ou quase todas os dias

61.

1.

O Sr. (a) estd em tratamento regular para alguma doenca?

Sim 2. Nao

Qual doenca?

62.

HAS 1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica
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63. O (A) Sr. (a) tem alergias na pele ou j& teve crises de cansa¢o como na asma, nariz com secre¢do como ocorre na

rinite alérgica, sinusite ou outras alergias?

1.Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

64. O (A) Sr. (a) tem Luapus eritematoso, dermatomiosite, esclerodermia ou outra doenca que ataca o proprio

65.

66.

67.

68.

organismo, a chamada doenca auto-imune?

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

O (A) Sr. (a) tem diabetes mellitus, conhecido como agticar no sangue?

1. Sim 2. Nédo 3. Néo se aplica

O (A) Sr. (a) tem alguma doenga NO COFaGaAD?.......ccouuerurereireresieresrere e eeie e

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

O (A Sr. (a tem boécio ou doenga na tiredide como

hipotireoidiSMO?........ccoovieii e

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

O Sr (a) tem algum outro tipo de doenga que eu nao falei até agora?
1.Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

Qual/quais

hipertireoidismo  ou




69.

O (A) Sr. (a) tem ou ja teve cancer de pele? (Exclui controles)

1. Sim 2.N&do 3. Nao se aplica (controles)

De qual tipo?

70.

71.

72.

73.

CBC: 1.SIM 2.NAO 3.NA 4.5l

CEC: 1.S5IM 2.NAO 3.NA 45|

MM: 1.SIM 2.NAO 3.NA 4.5l

O Sr (a) toma regularmente — diariamente, semanal ou mensalmente algum tipo de medicacéo?

1. Sim 2. Ndo

Qual/is medicagdes?

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

ANLIPEITENSIVO: w.viviiicieire e
1.Sim 2. Nédo 3. Néo se aplica
HiIpoglicemMiante: ........ccovoviieiiierece s
1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica
INSUBINGL <ot
1. Sim 2. Néao 3. Nao se aplica
CONTICOIAR: ...t
1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica
ANLIAEPIESSIVO: ..ot e
1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica
ANSIOITICO: w.vviiiiciciicc s
1. Sim 2. Nédo 3. Néo se aplica
Antiinflamatorio
1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica
OULFas MEICAGTES: .......cveveieiirieeeierieiee e
1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

Alguém da familia ja teve cancer de pele?

1. Sim 2. Ndo

De qual tipo?

83.

CBC: 1.5IM 2.NAO 3.NA 4.5l
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84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

CEC: 1.S5IM 2.NAO 3.NA 45|

MM: 1.SIM 2.NAO 3.NA 4.5l
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Qual é o seu peso — em Kilogramas?

Qual é a sua altura — em metros?

IMC =

Classificagédo IMC

Menor que 18,5 = Baixo Peso

Entre 18,5 - 24,9 = Normal
Igual ou maior que 25 — 29,9 = Excesso de Peso
Igual ou maior que 30 = Obesidade

Eali o

A pele de cada pessoa reage de forma diferente quando se expde ao sol. O que acontece em sua pele quando o (a)
Sr (a) se expde ao sol? Vou ler algumas altera¢des que podem acontecer e apenas responda o que acontece com

sua pele:

Categorias de Fitzpatrick:

1 — Queima com facilidade e nunca bronzeia? Muito sensivel: Branca ruiva

2 — Geralmente queima, as vezes bronzeia? Branca: Sensivel

3 — Sempre bronzeia e algumas vezes queima? Morena clara: Normal

4 — Queima pouco, bronzeia com facilidade? Morena moderada: Normal

5 - Queima raramente, bronzeia bastante? Morena escura: Pouco sensivel

6 — Quase nunca ou nunca queima, totalmente pigmentada? Negra: Quase insensivel

91.

92.

93.

94.

95.

Ja teve queimadura por conta de exposicdo ao sol?

1. Sim 2. Ndo

Quantas vezes teve queimaduras por conta dessa exposicao?

1. 1vez 2.2 vezes 3. 3 vezes 4.4 ou mais vezes 9.NA

Ja teve queimadura com formacao de bolhas ap6s exposicgéo ao sol antes da idade entre 18 — 20 anos?
1.Sim 2. Néo 3.NA

Jéa teve queimaduras por quaisquer liquidos ou quimicos como agua, 6leo, acidos?

1. Nunca

2. 1-4vezes

3. 5 ou mais vezes

Essa queimadura deixou cicatriz?

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica
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96. Qual o local da cicatriz?

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Face, pescogo, colo e méos

Membros e tronco

Mucosas

Outras regites d0 COMPO: ....oceirereeeereere et
N&o se aplica

agrwdE

EXAME CLINICO

Diagnostico clinico

grwbpE

Carcinoma Espinocelular

Carcinoma Espinocelular e Ceratose actinica

Carcinoma Espinocelular, Ceratose Actinica e Carcinoma basocelular

Carcinoma basocelular

Carcinoma Espinocelular, Ceratose actinica e Carcinoma basocelular e outras dermatoses ndo EV, ndo
herpes simples recidivantes, nao MH, nao pitiriase versicolor
(et ).

Outras dermatoses ndo EV, ndo herpes simples recidivantes, ndo MH, ndo pitiriase versicolor
(et ) (Controles).

Auséncia de dermatoses (controles)

Presenga de fotodano avaliada por elastose da nuca:

N

Auséncia
Limitada
Moderada
Extensa

Queratose actinica (Fator de exclusdo para controles).

1.
2.
3.

Sim
Né&o
Na&o se aplica (controles)

Numero de LesBes de Queratose actinica (Fator de exclusdo para controles).

N
1. Menor que 10
2. lgual ou maior que 10
3. Nao se aplica (controles)
CBC
1. SimM: QuUaNtOS:......cccoiiineiiireeeeee e
2. Nao
3. Na&o se aplica (controles)
CEC
1. SimM: QUANTOS.......cviiireeereeee e
2. Nao
3. Na&o se aplica (controles)
Outras dermatoses

Lo SIME QUAIS et
2. Néo
3. Auséncia (controles)

LESAO |

EXAME CLINICO - DERMATOSCOPICO - HISTOPATOLOGICO
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104. Localizag8o da 1esdo (Categorias de EXPOSICAD): ......ccvereririrereririririsieresesestere e sesse et sttt sese st be et s b enesbesens

1 - Categoria I: Exposi¢éo Intensa: Cabega, pescoco e dorso das méaos.
2 — Categoria Il: Exposicdo Moderada: Tronco e extremidades

105. Tempo de lesdo:

1. Semanas: quantas.............ccceeuuns
2. Meses: quantos.......cccooervireeieeiins
3. ANO0S: quUantos.........ccccevereriernne.
4. Nao se aplica (controles)

106. Dimenséo da lesdo

EXAME DERMATOSCOPICO: Alterages observadas:
107. Eritema

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

108. Pseudo rede eritematosa

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

109. Eritema estrelado (em explosé&o de estrelas)

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

110. Vasos em pontilhado / aspecto glomerular

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

111. Vasos em pino de cabelo (em grampo)

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

112. Vasos lineares irregulares (disposi¢do)

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

113. Aspecto em alvo dos foliculos pilosos

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica
114. Rosetas
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1. Sim 2. Nao 3. Néo se aplica

115. Areas ou estruturas brancas

1. Sim 2. Nao 3. Néo se aplica

116. Escamas opacas branco-amareladas

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

117. Escamas discretas difusas

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

118. Escamas centrais

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

119. Microeros6es/ulceracdes

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

120. Massa queratética central

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

121. Ulceracéo central

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

122. Diagnostico Dermatoscopico

1. Pseudo - rede eritematosa: Queratose actinica

2. Vasos pontilhados/glomerulares, escamas amarelas opacas difusas e microerosdes: CEC “in situ”

3. Vasos lineares irregulares, foliculos capilares, areas targetoides, areas sem estrutura branca, massa central de
queratina, e ulceracdo: CEC invasivo

RESULTADO DO EXAME HISTOPATOLOGICO

123. CASO-ESPE C

1.CEC 2.0A 3.CBC

124. Espessura do tumor:



1.

2.

3.

4.

Tumores de 2.0 mm menos em espessura
Tumores entre 2,1 e 6,0 mm em espessura
Tumores acima de 6,0 mm em espessura

Né&o se aplica

125. Achados histopatolégicos:

grwNpE

CEC “in situ”

CEC invasivo:
Queratose Actinica
CBC

N&o se aplica (controles)

126. Grau Histopatoldgico (G) da classificacédo de Broders

1. Grau ndo pode ser acessado

2. Mais que 75% das células bem diferenciadas: bem diferenciado

3. de 50 a 75% bem diferenciadas: moderadamente diferenciado

4. de 25 a 50% bem diferenciadas: mal diferenciado

5. Menos que 25% das células tumorais bem diferenciadas: indiferenciado

6. Nao se aplica

127. GRUPOS DE ESTADIAMENTO

1.

2.

128. Localizag8o da 1esao (Categorias de EXPOSIGAD): .....cu veeruererteririeirtereetestesesseesee st sbeseesesbebesbeseseesesbe st sbeseeseseenesnene

Estadio 0
Estadio I:  Tis NO MO
Estadio [I: T1 NO MO
Estadio [la: T2 NO MO
Estadio Ilb: T3 NO MO
Estadio llc: T4 NO MO
Estadio I1l: Qualquer T N1 MO
Estadio IV: Qualquer T qualquer N M1
Né&o se aplica
LESAO 11

EXAME CLINICO - DERMATOSCOPICO - HISTOPATOLOGICO

1 — Categoria I: Exposicdo Intensa: Cabega, pescoco e dorso das maos.
2 — Categoria I1: Exposi¢do Moderada: Tronco e extremidades

129. Tempo de leso:
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1. Semanas: quantas.............ccceeuu.
2. Meses: quantos.......cccoervereeieeins
3. ANO0S: quUantos.........ccccevererierenne
4. Nao se aplica (controles)

DLT:

130. Dimenséo da lesdo

EXAME DERMATOSCOPICO: Alteragdes observadas:

131. Eritema

1. Sim 2. Néo 3. Nao se aplica

132. Pseudo rede eritematosa

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

133. Eritema estrelado (em exploséo de estrelas)

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

134. Vasos em pontilhado / aspecto glomerular

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

135. Vasos em pino de cabelo (em grampo)

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

136. Vasos lineares irregulares (disposi¢do)
1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

137. Aspecto em alvo dos foliculos pilosos

1. Sim 2. Nao 3. Néo se aplica

159




145.

138. Rosetas

1. Sim 2. Néo

139. Areas ou estruturas brancas

1. Sim 2. Néo

3. Néo se aplica

3. Néo se aplica

140. Escamas opacas branco-amareladas

1. Sim 2. Nao

141. Escamas discretas difusas

1. Sim 2. Néo

142. Escamas centrais

1. Sim 2. Néo

143. Microerosfes/ulceracdes

1. Sim 2. Néo

144. Massa querat6tica central

1. Sim 2. Néo

Ulceracdo central

1. Sim 2. Néo

146. Diagnostico Dermatoscopico

N =

3. N&o se aplica

3. N&o se aplica

3. Néo se aplica

3. Néo se aplica

3. Né&o se aplica

3. Né&o se aplica

Pseudo - rede eritematosa: Queratose actinica
Vasos pontilhados/glomerulares, escamas amarelas opacas difusas e microerosdes: CEC “in situ”
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3. Vasos lineares irregulares, foliculos capilares, areas targetoides, areas sem estrutura branca, massa central de
queratina, e ulceracdo: CEC invasivo

147. CASO-ESPE C

1.CEC 2.0A

148. Espessura do tumor:

RESULTADO DO EXAME HISTOPATOLOGICO

3.CBC

1. Tumores de 2.0 mm menos em espessura




2.

3.

4.

Tumores entre 2,1 e 6,0 mm em espessura
Tumores acima de 6,0 mm em espessura

N&o se aplica

149. Achados histopatologicos:

150.

151.

152.

153.

apwNE

CEC “in situ”

CEC invasivo:
Queratose Actinica
CBC

N&o se aplica (controles)

Grau Histopatoldgico (G) da classificacdo de Broders

1.

2.

Grau ndo pode ser acessado

Mais que 75% das células bem diferenciadas: bem diferenciado

de 50 a 75% bem diferenciadas: moderadamente diferenciado

de 25 a 50% bem diferenciadas: mal diferenciado

Menos que 25% das células tumorais bem diferenciadas: indiferenciado

N&o se aplica

GRUPOS DE ESTADIAMENTO

1.

2.

Localizagdo da lesao (categorias de eXPOSIGAO): ......cvirriereriiriieieierisi sttt

Estadio 0

Estadio I:  Tis NO MO

Estadio II: T1 NO MO

Estadio Ila: T2 NO MO

Estadio IIb: T3 NO MO

Estadio Ilc: T4 NO MO

Estadio I1l: Qualquer T N1 MO
Estadio IV: Qualquer T qualquer N M1
N&o se aplica

LESAO Il

EXAME CLINICO - DERMATOSCOPICO - HISTOPATOLOGICO

1 - Categoria I: Exposicdo Intensa: Cabeca, pescoco e dorso das méaos.
2 — Categoria Il: Exposicdo Moderada: Tronco e extremidades

Tempo de lesdo:

PN PE

Semanas: quantas...........c.ccoee...
Meses: quantos.............ccoevueuene.
ANOS: qUANTOS.......c.ccevereieeenes
Na&o se aplica (controles)
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154. Dimensao da lesao

EXAME DERMATOSCOPICO: Alteragdes observadas:

155. Eritema

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

156. Pseudo rede eritematosa

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

157. Eritema estrelado (em exploséo de estrelas)

1. Sim 2. Néo 3. Néo se aplica

158. Vasos em pontilhado / aspecto glomerular

1. Sim 2. Néo 3. Né&o se aplica

159. Vasos em pino de cabelo (em grampo)

1. Sim 2. Nao 3. Né&o se aplica

160. Vasos lineares irregulares (disposi¢do)

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

161. Aspecto em alvo dos foliculos pilosos

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica

162. Rosetas

1. Sim 2. Néo 3. N&o se aplica



163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

Areas ou estruturas brancas

2. Sim 2. Nao

3. N&o se aplica

Escamas opacas branco-amareladas

1. Sim 2. Néo

Escamas discretas difusas

1. Sim 2. Néo

Escamas centrais

1. Sim 2. Néo

Microerosdes/ulceracoes

1. Sim 2. Néo

Massa queratética central

1. Sim 2. Néo

Ulceracdo central

1. Sim 2. Néo

Diagndstico Dermatoscopico

N

3. Néo se aplica

3. Néo se aplica

3. N&o se aplica

3. N&o se aplica

3. Néo se aplica

3. Né&o se aplica

Pseudo - rede eritematosa: Queratose actinica
Vasos pontilhados/glomerulares, escamas amarelas opacas difusas e microerosdes: CEC “in situ”
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3. Vasos lineares irregulares, foliculos capilares, areas targetoides, areas sem estrutura branca, massa central de
queratina, e ulceracdo: CEC invasivo

171. CASO-ESPE C
1.CEC 2.0A
172. Espessura do tumor:

RESULTADO DO EXAME HISTOPATOLOGICO

3.CBC

1.  Tumores de 2.0 mm menos em espessura

2. Tumores entre 2,1 e 6,0 mm em espessura




3. Tumores acima de 6,0 mm em espessura
4. Néo se aplica
173. Achados histopatol6gicos:

CEC “in situ”

CEC invasivo:
Queratose Actinica
CBC

Nao se aplica (controles)

grwNpE

174. Grau Histopatoldgico (G) da classificacdo de Broders
1. Grau ndo pode ser acessado
2. Mais que 75% das células bem diferenciadas: bem diferenciado
3. de 50 a 75% bem diferenciadas: moderadamente diferenciado
4. de 25 a50% bem diferenciadas: mal diferenciado
5. Menos que 25% das células tumorais bem diferenciadas: indiferenciado
6. Néo se aplica
175. GRUPOS DE ESTADIAMENTO
1. Estadio 0
2. Estadiol: Tis NO MO
3. Estadio Il: T1 NO MO
4. Estadio lla: T2 NO MO
5. Estadio Ilb: T3 NO MO
6. Estadio llc: T4 NO MO
7. Estadio Ill: Qualquer T N1 MO
8. Estadio IV: Qualquer T qualquer N M1

9. Nao se aplica

Determinagdo da DEM/2 x DEM/UVB-S/UVB-R:
176. EXPOSICAO A UVB-NARROW BAND POR 24 MINUTOS:
1. Sim 2. Nao (N&o realizou o teste de UVB-S)
Irradiar cada quadrado de pele de 2 x 2 cm, a 2,5 cm de distancia
Leitura 24 h apos irradiacdo

A DEM ¢ a dose correspondente a0 menor tempo de exposicdo que apresentou o eritema mais
com limites bem definidos

164

leve

KJ/ Kkj/m2 Seg Seg KJ/ Kkj/m2
3 120 180 4,5

6 240 360 9

12 480 720 18

24 960 1440 36
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177. 11 FASE: Apds 24 horas, identificar a Dose Eritematosa Minima

178. Exposicao a Difenciprona 0,05 % em 2 x a DEM onde aplica-se o contactante Difenciprona, apenas na area
irradiada e veda-se como num teste de contato.

179. Ap6s 48 h realiza-se a leitura para observag&o do efeito irritante/sensibilizante primario:

1. Sim

2. Nao

180. Verificar se houve sensibilizagdo mediada imunologicamente ao DPCB: 21 a 28 dias ap6s a irradiacéo aplica-se 0
DPCB a 0,001% em &rea nao irradiada do dorso e apés 48 h |é-se o resultado:

(Aguardar 30' (meia hora) apds a retirada do esparadrapo):
Marcar um dos critérios de interpretagdo e leitura do teste:

(-) Reacdo negativa

(+) Reacdo fraca: eritema discreto, pouca infiltracdo, sem vesiculas.

(++) Reacéo forte: eritema moderado, papulas ocasionais, poucas vesiculas.
(+++) Reacdo muito forte: eritema forte, edema e muitas vesiculas.

( ++++) Reacgdo extrema: formacédo de bolhas e ulceragéo.
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181. Classificagdo em UVB-S ou UVB-R:

1. Reacdo Negativa = ndo reatores: considerados UVBSuscetiveis (UVB-S);

2. Reagdo Positiva = reatores: UVB-resistentes (UVB-R).

EXTRACAO DO DNA PARA DETECGCAO DO HPV-BETA:

182. Para a extracgdo do DNA sera utilizando o kit: QlAampDNA Mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).

1. Presenca do HPV-DNABeta/EV-5 e 8
2. Auséncia do HPV-DNABeta/EV-5 ¢ 8
3. N&o pesquisado

RESULTADOS RTL-9



