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RESUMO

Atualmente, sabe-se que a progressiao do cancer € influenciada pela interacdo entre as células
neopldsicas e a matriz extracelular. A matriz extracelular associada a tumores solidos
geralmente contém altos niveis de coldgeno fibrilar e a remodelacdo do coldgeno no estroma
tumoral pode promover a progressao neoplésica. Isto pois o coldgeno ou mesmo produtos de
degradacdo do coldgeno ligam-se a receptores nas células neoplésicas e acionam multiplas vias
intracelulares envolvidas na estimulacdo do crescimento celular/motilidade e inibicdo da
apoptose. Além disso, a rigidez da matriz extracelular é, em grande parte, mediada pela
organizacdo do coldgeno. O aumento do crosslinking (ligagdes entre moléculas lineares
produzindo polimeros tridimensionais) das fibras coldgenas eleva a rigidez da matriz
extracelular. Esta propriedade mecanica pode induzir a transicao epitelial-mesenquimal, a qual
estimula a migracdo celular. Desta forma, propriedades bioquimicas e biofisicas oriundas de
fibras coldgenas aumentadas em nimero e alteradas morfologicamente podem favorecer a
progressao de células neopldsicas em tumores s6lidos, mas ndo h4, até a presente data, estudos
avaliando as fibras coldgenas no estroma associado ao carcinoma de células de Merkel. Pelo
acima exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as fibras coldgenas associadas ao carcinoma
de células de Merkel através de microscopia por geracdo de segundo harmdnico. Esta técnica
microscopica € unica pois pode destacar fibra coldgenas em tecidos bioldgicos. Este estudo
retrospectivo incluiu 11 pacientes com tumores primdrios. Laminas histologicas coradas por
hematoxilina e eosina foram submetidas a microscopia por geracdo de segundo harmonico e
andlise textural. As varidveis texturais (fracdo de &4rea, nivel de cinza médio, entropia e
contraste) mostraram valores substancialmente menores (p < 0,0001) no estroma intratumoral
em comparacdo com a pele normal sugerindo que a estrutura e a distribuicdo das fibras
coldgenas estavam extensamente alteradas. Estas diferencas nao foram significativas entre
tumores com fatores de pior e melhor progndstico. Este estudo demonstrou pela primeira vez
que a microscopia por geracdo de segundo harmonico e a andlise textural podem detectar
alteracdes nas fibras coldgenas presentes no estroma associado ao carcinoma de células de
Merkel em comparagdo com a pele normal, as quais podem contribuir para o comportamento
agressivo deste tumor. Por outro lado, estas alteracdes do coldgeno ndo parecem ser relevantes

para o potencial progndstico.

Palavras-chave: carcinoma de células de Merkel; matriz extracelular; coldgeno; microscopia.



ABSTRACT

Currently, it is known that cancer progression is influenced by the interactions between cancer
cells and the extracellular matrix. The extracellular matrix associated with solid tumors
typically contains high levels of fibrillar collagen and collagen remodeling in the tumor stroma
can promote cancer progression. This is because collagen or even collagen degradation products
bind to neoplastic cell receptors and trigger multiple intracellular pathways involved in
stimulation of cell growth/motility and inhibition of apoptosis. Furthermore, extracellular
matrix stiffness is largely mediated by collagen organization. Increased crosslinking
(connections between linear molecules producing three-dimensional polymers) of collagen
fibers lead to stiffer matrix. This mechanical property can induce epithelial-mesenchymal
transition stimulating migratory cell behavior. Therefore, biochemical and biophysical cues
from increased and altered tumor-associated collagen fibers can favor the progression of
neoplastic cells in solid tumors, however, to the best of our knowledge, there have been no
studies to date evaluating collagen fibers in the stroma accompanying Merkel cell carcinoma.
In light of this, the aim of this study was to evaluate collagen fibers in the stroma accompanying
Merkel cell carcinoma using second harmonic generation microscopy. This microscopic
technique is unique because it can highlight fibrillar collagen in biological tissues. This
retrospective study included eleven patients with primary tumors. Hematoxylin and eosin
stained sections were evaluated by second harmonic generation microscopy and texture
analysis. Intratumoral texture features (area fraction, mean gray value, entropy and contrast)
showed much lower values than normal skin (p < 0.0001) suggesting that the structure and
distribution of intratumoral collagen fibers were extensively altered. These differences were not
significant between tumors with unfavorable and favorable prognostic factors. This study has
demonstrated for the first time that second harmonic generation microscopy and texture analysis
can detect changes in collagen fibers present in the stroma accompanying Merkel cell
carcinoma in comparison to normal skin, which may contribute to the aggressive behavior of
this type of tumor. On the other hand, these collagen changes do not appear to be relevant to

prognostic potential.

Keywords: Merkel cell carcinoma; extracellular matrix; collagen; microscopy.
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1- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1- Oncogénese

1.1.1- Principios gerais

Oncogénese é o processo pelo qual células normais transformam-se em células
neoplésicas apds alteragdes no material genético envolvido no controle do ciclo celular, com
consequente proliferacio celular desordenada. E conhecimento consolidado que as neoplasias
malignas apresentam, de modo geral, independentemente do tecido de origem, as seguintes
caracteristicas em comum: instabilidade gendmica, autonomia com relagdo a sinalizacdo de
estimulo da proliferacdo celular, capacidade de evasdao da sinalizacio de inibi¢do da
proliferacdo celular, capacidade de inibicdao da sinalizacdo pré-apoptética, capacidade de
evasdo do sistema imune, capacidade de alterar o metabolismo energético celular, potencial
ilimitado de proliferacdo celular, capacidade de induzir a angiogé€nese, atividade pro-
inflamatoria e capacidade de invasdo tecidual local / geracdo de metdstases. E, atualmente,
conforme serd detalhado a seguir, € crescente o conhecimento envolvendo também o papel da

matriz extracelular (MEC) na progressao do cancer (1).

1.1.2- Processo de metastatizacao

1.1.2.1- A sequéncia metastatica

Conforme citado anteriormente, as neoplasias malignas tém a capacidade de
invasao tecidual local / geracdo de metéstases. O processo de metastatizagdo € complexo e no
caso das neoplasias malignas epiteliais ocorre, de modo geral, a seguinte sequéncia de eventos:
ruptura da membrana basal subjacente, infiltracdo do estroma do tecido local, invasdo de vasos
locais, transporte pelo limen vascular, extravasamento para o estroma do tecido distante e
colonizacdo metastdtica. E durante a infiltracdo do estroma em torno do tumor primadrio, as
células neopldsicas sofrem multiplas influéncias de elementos da MEC. A MEC, uma rede
complexa de moléculas estruturais e funcionais extracelulares, € essencial para o

desenvolvimento normal dos tecidos e para a homeostase. A MEC néo s6 fornece o suporte

fisico para os elementos celulares como também apresenta propriedades bioquimicas que
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regulamentam multiplas funcdes celulares, tais como proliferacdo, diferenciacdo, migracao e
apoptose. Da mesma forma, a progressao do cancer também € influenciada por interagdes entre
as células neoplasicas e a MEC. A MEC pode servir de reservatorio para mediadores celulares
ou seus elementos podem interagir diretamente com receptores de superficie das células
neoplésicas influenciando seu comportamento. Além disso, o ambiente extracelular em torno
dos tumores malignos é tipicamente mais denso do que o normal o que potencializa as
interacdes citadas anteriormente (2).

Atualmente, o foco deste tema de estudo, ou seja, a interacdo entre a MEC e as
células neopldsicas, estd nos tumores malignos epiteliais. A MEC € sintetizada e secretada
predominantemente por células mesenquimais, especialmente fibroblastos. As células
neoplésicas epiteliais produzem mediadores celulares que recrutam e estimulam fibroblastos
peritumorais, denominados de fibroblastos associados ao cancer (CAFs: do inglés cancer-
associated fibroblasts), a produzir e secretar elementos da MEC. Algumas proteinas da MEC
expressas somente durante o desenvolvimento tecidual ou cicatrizacdo, como por exemplo a
tenascina-C e a periostina, podem ser re-expressas, ja outras proteinas constituintes normais do
tecido, como por exemplo alguns tipos de coldgeno, laminina, fibronectina, proteoglicanos e
acido hialurdnico, estdo frequentemente hiper-expressas no ambiente tumoral caracterizando
patologicamente a desmoplasia, o que geralmente favorece a progressdo do tumor através de
ligacdo direta com receptores de superficie das células neoplésicas relacionados ao controle da
proliferagdo, diferenciacao, adesdo e migragdo celular. A elastina, por sua vez, ao contrdrio do
coldgeno, sofre degradacdo no ambiente tumoral, o que libera peptideos bioativos que também
interagem diretamente com receptores de superficie das células neopldsicas com as mesmas
fungdes citadas anteriormente e, portanto, efeito geralmente pro-tumoral. Os CAFs ainda sao
capazes de degradar ou reorganizar os elementos da MEC durante a progressao tumoral através
da liberacdo de enzimas que tendem a tornar a MEC anisotrépica em comparagao com o estado
isotropico encontrado nos tecidos normais. Por fim, um ambiente extracelular mais denso do
que o normal pode induzir o fendmeno da transicao epitélio-mesenquimal o qual torna as células

neopldsicas epiteliais capazes de migrar (3, 4, 5, 6).

1.1.2.2- O papel do coldgeno

O coldgeno € a proteina mais abundante na MEC de tecidos humanos normais, com vinte € oito

diferentes tipos de peptideos existentes (coldgeno tipos I ao XXVIII). Da mesma forma, o
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coldgeno € também a principal proteina presente na MEC associada a tumores epiteliais, com
varidveis efeitos sobre a progressdo neopldsica e, por isto, € crescente o interesse pelo papel
deste peptideo na oncogénese. Conforme descrito anteriormente, a quantidade de coldgeno esta
geralmente aumentada no ambiente de tumores epiteliais e, além disto, esta proteina
frequentemente sofre degradacgdo e alteracdo estrutural por enzimas secretadas tanto por CAFs
quanto por células neopldsicas. O coldgeno ou mesmo produtos de sua degradacdo enzimdtica,
fendmeno mediado especialmente por metaloproteinases de matriz (MMPs: do inglés matrix
metalloproteinases), interagem diretamente com receptores de superficie das células
neoplésicas, especialmente integrinas e receptores do dominio da discoidina, geralmente
estimulando a proliferacio e a migracdo celular, além de estimular a angiogénese e atrair células
inflamatorias para o tecido, o que também tem papel predominantemente pro-tumoral. Neste
sentido, estudos in vitro e ex vivo mostraram abundancia relativa de coldgeno dos tipos I, Il e
IV na MEC associada a tumores epiteliais, com efeito estimulante sobre a progressao tumoral
(7).

Finalmente, além dos efeitos bioquimicos que o coldgeno exerce sobre tumores
epiteliais, ha também efeitos mecanicos. Quando ha aumento da densidade da matriz colagénica
no ambiente tumoral, 0 que pode ser potencializado pelo crosslinking enzimético (ligagdes entre
moléculas lineares produzindo polimeros tridimensionais) das fibras desta proteina, fendbmeno
mediado especialmente por lisil oxidases (LOXs: do inglés lysyl oxidases) e lisil hidroxilases
(LHs: do inglés Lysyl hydroxylases), a progressdao tumoral € geralmente favorecida. Isto ocorre
pois ha maior probabilidade de interacdo do coldgeno com receptores de superficie das células
neopldsicas e o aumento da tensdo mecanica tecidual com consequente ativacdo de
mecanorreceptores, o que induz o processo de transicao epitélio-mesenquimal quando, a partir
de entdo, células neoplésicas epiteliais adquirem propriedades de progenitores mesenquimais
sendo capazes de multidiferencia¢do e migracdo. A hip6xia, condi¢cdo comumente presente em
ambientes tumorais, também pode potencializar o crosslinking das fibras coldgenas pois
estimula a sintese de LHs. Por fim, tem sido descrito que o alinhamento perpendicular das fibras
coldgenas em torno de alguns tumores epiteliais também favorece a progressao tumoral por
facilitar a migragcao das células neopldsicas entre as fibras proteicas, o que obteve respaldo em
estudos in vitro (8).

Em resumo, sabe-se, atualmente, que a MEC associada a tumores epiteliais contém
grande quantidade coldgeno, principalmente dos tipos I, Il e IV, sendo mais densa que o normal

apos intensificacdo da deposicao e da remodelagdo desta proteina, o que geralmente facilita a
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progressao tumoral através de efeitos bioquimicos e biomecanicos sobre as células neoplasicas.
Tais conhecimentos modernizaram os principios gerais da oncogénese e, desta forma, foi
necessdria a utilizacdo de novos métodos microscépicos para estudo das fibras coldgenas no
ambiente de tumores sélidos em busca do melhor entendimento da progressao neoplésica.
Destaca-se, para tal propdsito, a utilizacdo da microscopia 6ptica nao linear (NLOM: do inglés

non-linear optical microscopy).

1.2- Microscopia 6ptica ndo linear

1.2.1- Defini¢ao

A NLOM, como o préprio nome sugere, é baseada em fendmenos Opticos nado
lineares, ou seja, que ocorrem como consequéncia da modifica¢do das propriedades Opticas do
meio mediante intensidades elevadas de luz e que variam de forma ndo linear com relacdo a
intensidade do feixe luminoso incidente. Esta ferramenta utiliza lasers infravermelhos em
diminutos volumes focais o que aumenta o poder de penetracao tecidual e reduz o espalhamento
da luz. Isto permite que este método microscopico apresente menor sinal de fundo, melhor
resolucdo espacial, potencial para andlise de espécimes espessos € menor risco de fotodano,
sendo este ultimo item bastante importante no caso de estudos in vivo. Este conjunto de
caracteristicas permite a avaliacdo de detalhes teciduais ndo evidentes na microscopia Optica
tradicional. Além disto, geralmente ndo hd necessidade de fixacdo / colora¢do do tecido ou
adi¢do de fluoréforo exdgeno, o que traz marcante facilidade operacional. Entretanto, trata-se
de método microscopico que exige equipamentos complexos de alto custo e operadores com
qualificacdo especifica (9).

Hé4 indmeras técnicas de NLOM disponiveis para obtencdo de imagens em
pesquisas biomédicas envolvendo o cancer, inclusive com possibilidade de combinagado entre
tais técnicas, sendo a escolha final baseada no objeto de estudo. Estas técnicas microscépicas,
que podem ser aplicadas em tecidos in vitro, ex vivo ou in vivo, permitem o estudo morfolégico
ou mesmo funcional de tumores, este ultimo caso exemplificado através da deteccdo da
fluorescéncia intrinseca de moléculas como dinucleotideo de flavina e adenina e dinucleotideo
de nicotinamida e adenina. A possibilidade de se estudar tumores in vivo € muito interessante

uma vez que isto permite visualizar a ocorréncia de fendmenos bioldgicos relacionados a
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oncogénese em condi¢des naturais, sem a interferéncia dos artefatos tipicamente presentes nos
estudos com tecidos ex vivo (10).

Serd detalhada a seguir a NLOM por geracdo de segundo harmoénico (SHG: do
inglés second harmonic generation), a qual foi utilizada no presente trabalho uma vez que esta

técnica microscopica permite avaliar alguns tipos de fibras coldgenas em tecidos biolégicos.
1.2.2- Geragdo de segundo harmonico

A microscopia por SHG, técnica atualmente muito utilizada no estudo do céncer, é
baseada no efeito Optico ndo linear de mesmo nome que ocorre quando dois fétons com o
mesmo comprimento de onda (A) incidem simultaneamente no mesmo ponto de uma estrutura
ndo centro-simétrica e sdo combinados com emissdo de um unico féton com metade do
comprimento de onda dos fétons incidentes, em processo com conservacdo de energia,
conforme figura 1. Estruturas ndo centro-simétricas ndo possuem centro de inversdo (a partir
do qual para cada ponto x, y € z no plano tridimensional ha ponto idéntico em -X, -y e -z) como
elemento de simetria. Destacam-se como materiais biologicos com estrutura ndo centro-
simétrica, passiveis de visualizacdo por esta técnica microscopica, a miosina e alguns tipos de
fibras coldgenas. E além da visualizacdo destas moléculas, a microscopia por SHG ainda
permite a avaliacdo da organizacdo espacial das mesmas uma vez que os sinais harmonicos

apresentam polarizacdo bem definida (11).

Estado excitado

A

W M2

Estado fundamental

Figura 1- Geracdo de segundo harmonico representada pelo diagrama de Jablonski. Dois fétons com o
mesmo comprimento de onda (L) incidem simultaneamente no mesmo ponto de uma estrutura nio centro-
simétrica sendo absorvidos por um elétron, que ird para um estado excitado. Ao retornar para o estado
fundamental, este elétron emite apenas um féton com metade do comprimento de onda dos fétons

incidentes, em processo com conservagdo de energia.
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Desta forma, quando um tecido bioldgico é observado mediante tal técnica
microscopica serdo visualizados apenas a miosina e alguns tipos de fibras coldgenas, conforme
estd exemplificado nas figuras 2 e 3.

Na figura 2, € observado campo dérmico humano normal corado por hematoxilina
e eosina (HE, x400), mediante microscopia optica convencional (A). O mesmo campo €
observado mediante microscopia 6ptica nao linear por SHG (B), sendo visualizados apenas
alguns tipos de fibras coldgenas em vermelho (cor aleatéria). Neste caso, ndo se espera a
visualizacdo de miosina, uma vez que ndao ha tecido muscular liso ou estriado no campo

observado.

A B

Figura 2- Observagdo comparada de tecido dérmico humano normal mediante microscopia dptica convencional e
microscopia Optica ndo linear por geracdo de segundo harmonico. Em A, o tecido é observado mediante
microscopia 6ptica convencional apds coloragcdo por HE (x400). Em B, o mesmo campo é observado mediante
microscopia dptica ndo linear por SHG, sendo visualizadas basicamente fibras coldgenas I e II em vermelho (cor

aleatdria).

Na figura 3, é observado campo hipodérmico humano normal corado por HE
(x400), mediante microscopia Optica convencional (A). O mesmo campo é observado mediante
microscopia optica nao linear por SHG (B), sendo visualizados alguns tipos de fibras colagenas
em vermelho (cor aleatéria). Notar que no campo inferior esquerdo (em A) ha algumas
arteriolas que também geram sinal de SHG (em B) por conter fibras musculares lisas e, portanto,

miosina, em sua parede.
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B

Figura 3- Observa¢do comparada de tecido hipodérmico humano normal mediante microscopia Optica
convencional e microscopia 6ptica ndo linear por gera¢do de segundo harmoénico. Em A, o tecido é observado
mediante microscopia Optica convencional apds coloragdo por HE (x400). Em B, o mesmo campo é observado
mediante microscopia Optica ndo linear por SHG, sendo visualizadas basicamente fibras coldgenas I e II em
vermelho (cor aleatdria). Notar que no campo inferior esquerdo (em A) hd algumas arteriolas que também geram

sinal de SHG (em B) por conter fibras musculares lisas e, portanto, miosina, em sua parede.

E importante considerar que nem todas as fibras coldgenas sdo capazes de emitir
segundo harmodnico apds excitacdo luminosa. Este sinal € obtido com boa qualidade a partir do
coldgeno fibrilar tipos I e II. Entretanto, ndo € obtido segundo harmodnico significativo a partir
do coldgeno fibrilar tipos Il e V. O coldgeno IV ndo € fibrilar in vivo e, portanto, também nao
€ passivel de avaliacdo por esta técnica microscépica (12).

Consequentemente, a NLOM por SHG tornou-se uma ferramenta fundamental no
estudo do cancer pois permite a avaliacio de tipos especificos de fibras coldgenas em ambiente
in vitro, ex vivo ou in vivo. Isto € importante uma vez que, conforme ja detalhado, o coldgeno
fibrilar, principalmente dos tipos I, III e IV, € abundante e remodelado na MEC associada a
carcinomas humanos e, geralmente, facilita a progressao tumoral através de efeitos bioquimicos
e biomecanicos sobre as células neopldsicas. E quando utilizada in vivo, esta técnica
microscopica ainda permite a avaliacdo progressiva das fibras coldgenas da MEC tumoral se

aplicada em momentos diferentes (13).
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No presente trabalho, a NLOM por SHG foi aplicada no estudo das fibras coldgenas
presentes no estroma associado ao carcinoma de células de Merkel (CCM), conforme sera

detalhado a seguir.

1.3- Carcinoma de células de Merkel

1.3.1- Caracteristicas clinico-patoldgicas

O CCM, ou carcinoma neuroenddcrino primdrio da pele, tem seu nome derivado
das células de Merkel, as quais estdo localizadas difusamente na camada basal da epiderme e
em alguns trechos da mucosa mastigatdria, com caracteristicas morfologicas neuroenddcrinas
e funcdes provavelmente neurossensoriais / enddcrinas. Entretanto, a célula de origem do CCM
ainda € incerta. Trata-se de neoplasia geralmente induzida por infec¢do pelo poliomavirus da
célula de Merkel (MCPyV: do inglés Merkel cell polyomavirus) ou exposicdo cronica a
radiacao ultravioleta. O CCM ¢ raro, com taxa de incidéncia de 0,3 a 1,4 casos por 100.000
habitantes por ano dependendo do pais. Com relagdo a distribui¢do desta neoplasia por sexo,
idade e raca, ha maior incidéncia em pacientes do sexo masculino, idosos e de pele clara,
respectivamente. Imunossupressao e neoplasias sanguineas sao também importantes fatores de
risco para a ocorréncia do CCM. Ao diagndstico, cerca de 35 e 15% dos pacientes apresentam
metdstases loco-regionais e sist€micas, respectivamente. A sobrevida em 5 anos € de 15 a 65%
dependendo do estdgio, o qual estd detalhado no quadro 1 (14, 15).

Clinicamente, o CCM manifesta-se sob a forma de nodulacdo ou placa cutanea,
geralmente solitaria, indolor, avermelhada ou arroxeada, rapidamente progressiva, com
epiderme suprajacente integra na maioria dos casos. E mais comum em regido de cabeca e
pescoco. Metdstases sdo mais frequentes em linfonodos regionais inicialmente sendo que,
quando sist€micas, sdo mais comuns em pele, pulmdes, glandulas adrenais, figado, sistema
nervoso central e 0ssos, ocorrendo geralmente nos primeiros 3 anos apos o diagndstico inicial.
Sao descritos raros casos em que a apresentagao inicial da doenga ocorre através de metastases,
sem tumor primdrio cutaneo evidente por possivel regressao espontanea. Histologicamente, ha
trés tipos morfoldgicos de CCM: trabecular, intermedidrio e de pequenas células, sendo o tipo
intermedidrio o mais comum, conforme caso ilustrado na figura 4. Raramente, podem ocorrer

disseminagdo pagetoide (16), tumores puramente intraepidérmicos (17) ou mesmo regressao
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espontinea (18). E importante ressaltar que a classificacdo histolégica do CCM ndo apresenta

importancia clinica ou prognostica (19).

Figura 4- Histologia do carcinoma de células de Merkel mediante microscopia Optica convencional: exemplo
ilustrativo. Um exemplo de CCM de tipo intermedidrio é observado acima mediante microscopia Optica
convencional apds coloracdo por HE. Em A (x40), nota-se a transic¢éo entre o tumor e a derme normal adjacente.
O mesmo campo é observado em B (x100) e C (x400) sendo evidenciado padrio de invasdo infiltrativo. Em D
(x400) nota-se a transi¢do entre este mesmo tumor e a hipoderme normal subjacente. Em C e D, podem ser
observados detalhes celulares tais como citoplasma relativamente escasso e nucleos arredondados, ovalados ou
mesmo irregulares, vesiculosos, amoldados, por vezes com miiltiplos nucléolos evidentes, além de abundantes

figuras de mitose e apoptose irregularmente distribuidas.



Quadro 1- Normas para o estadiamento do carcinoma de células de Merkel.

Estagio

ITA

IIB

IITA

IITA

I11B

v

TNM

Tis
NO
MO

T1
NO
MO

T2
T3
NO
MO

T4
NO
MO

T1, T2, T3 ou T4
Nla
MO

TO
NI1b
MO

T1, T2, T3 ou T4
N1b, N2 ou N3
MO

Qualquer T
Qualquer N
M1

1.3.2- Fatores progndsticos

Descri¢ao

Neoplasia in situ (intraepidérmica)
Auséncia de metastases em linfonodos locais
Auséncia de metastases a distancia

Tumor menor que 2 cm
Auséncia de metastases em linfonodos locais
Auséncia de metastases a distancia

Tumor maior que 2 cm, mas menor que 5 cm
Tumor maior que 5 cm

Auséncia de metastases em linfonodos locais
Auséncia de metastases a distancia

Invasao de musculo esquelético, osso ou cartilagem
Auséncia de metastases em linfonodos locais
Auséncia de metastases a distancia

Conforme descrito anteriormente
Metastases em linfonodos locais histologicamente
Auséncia de metastases a distancia

Tumor primério oculto

Metastases em linfonodos locais clinicamente
Auséncia de metastases a distancia

Conforme descrito anteriormente

Metastases em transito (N2) ou em linfonodos locais (N3)

Auséncia de metastases a distancia

Conforme descrito anteriormente
Conforme descrito anteriormente
Presenca de metdstases a distancia
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O prognéstico do CCM depende fundamentalmente do estagio da doenga, com

tumores maiores que 2 cm no maior eixo e presenca de metastases loco-regionais / sist€émicas
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ao diagnéstico indicando pior progndstico. Entretanto, citam-se outros fatores progndsticos
independentes. Com relagdo ao paciente, sexo masculino e presenca de imunossupressao
indicam pior prognéstico. E com relagd@o a histologia do tumor primdrio, sabe-se que tumores
com espessura superior a 2 cm, padrdo de crescimento infiltrativo, presenca de infiltrado
linféide T CD8 (do inglés cluster of differentiation 8) intratumoral e presenca de invasdo
vascular linféitica estdo igualmente associados a pior progndstico. Destaca-se ainda que o
aumento do nimero de mastdcitos e vasos no estroma intratumoral também parece indicar pior
prognostico. Por outro lado, pacientes com expressao de MCPyV no tumor primario (80% dos
casos) parecem apresentar melhor progndstico, o que ainda é controverso na literatura (20, 21,
22).

N3ao ha, até o presente momento, estudos tratando das fibras coldgenas presentes no
estroma associado ao CCM através de NLOM por SHG. Desta forma, este foi o objetivo do
presente trabalho. Isto se justifica pois, conforme ja exposto anteriormente, a MEC associada a
tumores sélidos contém fibras coldgenas morfologicamente alteradas, o que geralmente facilita
a progressao tumoral através de efeitos bioquimicos e biomecénicos destas proteinas sobre as
células neoplasicas. E, atualmente, a NLOM por SHG tornou-se ferramenta fundamental para
a avaliacdo de fibras coldgenas em tecidos biolégicos. Assim, seria natural a aplica¢do desta
técnica microscopica no estroma associado ao CCM pois isto poderia evidenciar novas
informacdes progndsticas ou até mesmo novos alvos terapéuticos para o tratamento desta
neoplasia, a qual é rara, porém agressiva. Atualmente, o tratamento do CCM com acometimento
loco-regional é baseado em cirurgia seguida por radioterapia. Porém, quando os pacientes t€ém
metdstases sistémicas ao diagndstico o tratamento é baseado em quimioterapia, geralmente com
resposta de curto prazo e, portanto, beneficio clinico incerto. No caso da imunoterapia, apesar
dos resultados promissores, o tratamento de casos com doenca avancada ainda ndo esta
padronizado (23). Neste contexto, o estudo da MEC associada ao CCM, e seus possiveis efeitos
promotores sobre este tumor, poderia contribuir para ampliar o horizonte terap€utico desta
neoplasia uma vez que ocorre, atualmente, o desenvolvimento de drogas que t€m como alvos

enzimas matricelulares como MMPs e LOXs (24).


https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
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2- OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo morfométrica das fibras
coldgenas intratumorais emissoras de sinal de SHG no CCM, em topografia dérmica, o que foi

realizado pelo conjunto dos seguintes objetivos especificos:

e Avaliagao da fragdo de drea, do nivel de cinza médio, da entropia e do contraste
do sinal de SHG como medidas da textura das fibras coldgenas.
e Correlacao dos dados morfométricos texturais obtidos com dados clinicos e

histolégicos.
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3- METODOLOGIA

3.1- Selecdo da casuistica

Pacientes com diagndstico de CCM foram buscados retrospectivamente, de 1986 a
2016, no banco de dados do Servico de Anatomia Patolégica (SAP) do Hospital das Clinicas
(HC) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), apés aprovacio do presente trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa (parecer
nimero 2.151.989) da mesma instituicdo. Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, de
qualquer faixa etdria, com tumores primdrios em qualquer local corporal, com diagndstico
confirmado por exames histologico e imuno-histoquimico, submetidos a exérese tumoral. No
caso do exame imuno-histoquimico, foi exigida positividade para CK7 (do inglés cytokeratin
7) ou CK20 (do inglés cytokeratin 20) e para pelo menos dois marcadores neuroenddcrinos
dentre cromogranina, sinaptofisina e CD56 (do inglés cluster of differentiation 56), tal como
negatividade para marcadores associados a outras possiveis histogéneses ou metdstases
aplicaveis em cada caso especificamente. Os seguintes dados clinicos foram coletados mediante
consulta de prontudrios no Servi¢o de Arquivo Médico do HC: sexo, raca, idade ao diagndstico,
presenca de imunossupressdo, localizacdo do tumor primdrio e presenca de metdstases ao
diagnéstico. Foram excluidos pacientes com dados clinicos ndo confidveis ou incompletos e

pacientes com tumores ndo primdrios ou tumores primarios submetidos a tratamento prévio.

3.2- Microscopia 6ptica convencional

Obtida a casuistica, as laminas histolégicas previamente confeccionadas para
diagnostico foram analisadas por microscopia éptica convencional para coleta dos seguintes
dados histologicos do tumor primério: tipo histolégico, tamanho (maior eixo e espessura
maxima), padrdo de crescimento e presenca de invasdo vascular linfitica. Foram entdo
selecionados dois blocos de parafina por caso, um bloco contendo tumor e pele adjacente e
outro bloco contendo apenas pele normal. Os blocos de parafina selecionados foram submetidos
a cortes histolégicos com 5 um e coloragcdo com HE no SAP do HC da FCM - UNICAMP. Por

fim, as novas 1aminas histologicas confeccionadas foram submetidas a NLOM por SHG.


https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
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3.3- Microscopia Optica ndo linear

As imagens de NLOM por SHG foram adquiridas no Instituto Nacional de Fotonica
Aplicada a Biologia Celular (INFABIC) localizado no Instituto de Fisica (IF) da UNICAMP.
Foi utilizado um microscépio Optico invertido multifotdonico modelo Axio Observer Z1 LSM
780 (Zeiss), o qual estd ilustrado na figura 5. A geracdo de segundo harmonico foi excitada por
incidéncia de laser de titAnio-safira com 800 nm de comprimento de onda. O sinal refletido foi
coletado para a construcdo das imagens, as quais foram adquiridas através de objetiva de grande
aumento (x40), com dimensao de 212,55 x 212,55 um e resolugdo de 1024 x 1024 pixels (0,21
pm/pixel).

Figura 5- Microscopio 6ptico multifoténico. Microscopio éptico invertido multifotdnico modelo Axio Observer
Z1 LSM 780 (Zeiss) do INFABIC-IF-UNICAMP (fotografia gentilmente cedida pela Dra. Gislaine Vieira
Damiani).

Em cada caso, foram estudadas, em topografia dérmica (reticular), duas &4reas:
estroma normal e estroma intratumoral. Em cada drea citada, foi captado o sinal de SHG em
dois campos de grande aumento (CGAs: x400) representativos distintos, conforme figura 6. Em
cada CGA foram manualmente selecionadas quatro regides de interesse (RIs) representativas
distintas com dimensdo de 42,5 x 42,5 um, conforme figura 7. E importante notar que, durante
a selecdo das Rls, foram evitados anexos cutaneos (foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
glandulas sebdceas), musculos eretores do pélo, estruturas vasculares, elastose solar, blocos
tumorais e dreas de necrose uma vez que apenas fibras coldgenas eram objeto de estudo neste
trabalho. Também nao foi estudado o musculo esquelético em profundidade, nos casos em que
este tecido estava presente e infiltrado pelo tumor, pois a miosina pode gerar sinal de SHG no

mesmo espectro de excitacao das fibras coldgenas, conforme j4 citado anteriormente.
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Figura 6- Selecdo de campos de grande aumento em imagens captadas através de microscopia optica

convencional. Em A (x12,5), observa-se a pele normal e em B (x10) a regido central do tumor do mesmo
caso ap0s coloragdo por HE. Os asteriscos indicam os pontos escolhidos para posterior andlise microscépica

em campos de grande aumento (dois CGAs em cada drea: estroma normal e estroma intratumoral).
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Figura 7- Selegdo de regides de interesse em imagens captadas através de microscopia 6ptica ndo linear por

geracdo de segundo harmonico. Em A (x400), nota-se o estroma normal de um caso de CCM apés coloragdo
por HE. Em B, o mesmo CGA € observado mediante NLOM por SHG, sendo visualizadas basicamente
fibras coldgenas I e II (em vermelho: cor aleatéria). Em C (x400) é observado, no mesmo caso, o estroma
intratumoral em topografia dérmica ap6s coloragdo por HE, com a imagem de SHG correspondente em D.
Em cada imagem de SHG obtida (B e D) estdo previamente selecionadas quatro RIs representativas distintas

com dimensao individual de 42,5 x 42,5 um. Barra de escala: 20 um.

Finalmente, a partir de cada RI foram obtidos fracao de area, nivel de cinza médio,

entropia e contraste, conforme serd detalhado a seguir.
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3.4- Analise das imagens

A andlise das imagens foi realizada através do programa ImageJ (NIH).
Inicialmente, as imagens de SHG foram transformadas em 256 niveis de cinza (8 bits por pixel),
conforme estd ilustrado na figura 8. Em imagens transformadas em 256 niveis de cinza a

auséncia de sinal corresponde ao nivel zero e o brilho maximo corresponde ao nivel 255.

4 Imagel _ %
File Edit [EEEN Process Analyze Plugins Window Help

R - /e 2] ||
Adjust .| 16-bit € to switch)
Show Info___ Ciris) | 22Dt
Properties... Ctrl+Shift+P 8-bit Color
Color RGE Color
Stacks *| RGB Stack
Hyperstacks v| USB Stack
Crop Cirl+Shift+X Lab Stack
Duplicate. .. Ctrl+Shift+D
Rename...

Scale... Ctrl+E

Transform »
Zoom »
Overlay »
Lookup Tables 3

Figura 8- Transformacio de imagem em 256 niveis de cinza: interface do programa ImageJ. Nota-se, no menu do

programa ImagelJ, a opcdo de transformar o tipo da imagem em andlise em 256 niveis de cinza (8 bits por pixel).

A fragdo de drea e o nivel de cinza médio sdo descritores de textura baseados em
andlise estatistica de primeira ordem, ou seja, ndo valorizam o posicionamento espacial relativo
dos niveis de cinza. Entropia e contraste, por sua vez, sdo descritores de textura baseados em
andlise estatistica de segunda ordem, ou seja, valorizam o posicionamento espacial relativo dos
niveis de cinza (25).

A fracdo de drea e o nivel de cinza médio foram obtidos diretamente das RIs. A
fracdo de drea corresponde a porcentagem de pixels com valor de nivel de cinza diferente de
zero na regido selecionada e o nivel de cinza médio corresponde a soma do nivel de cinza de
todos os pixels da regido selecionada dividida pelo nimero total de pixels da mesma. Desta
forma, a fracdo de drea forneceu a porcentagem da area da imagem em que o sinal de SHG

estava presente com qualquer nivel de cinza. Assim, quanto maior a fracao de drea, maior a drea
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da imagem em que havia fibras coldgenas emissoras do sinal de SHG. O nivel de cinza médio
forneceu o valor médio dos niveis de cinza da imagem, ou seja, o brilho médio. Uma vez que a
intensidade do sinal de SHG ¢é proporcional ao diametro das fibras coldgenas, quanto maior o
nivel de cinza médio, mais espessas eram as fibras coldgenas.

Entropia e contraste foram calculados a partir de matrizes de coocorréncia de niveis
de cinza (GLCMs: do inglés gray level co-occurrence matrices) derivadas das RIs. A GLCM ¢é
uma matriz bidimensional quadrada cujo ndmero de linhas e colunas € igual ao niimero de
niveis de cinza da imagem em questdo. Para obten¢ao desta matriz s@o considerados dois pixels
por vez sendo que cada célula da GLCM indica o ndmero de ocorréncias de um par de niveis
de cinza 1,) em determinada direcdo (em graus: 0°, 45°, 90° ou 135°) e distancia (em pixels:
escolha livre). Estd exemplificada na figura 9 a obten¢do de uma GLCM a partir de uma imagem
hipotética (em A) com 4 x 4 pixels e 4 niveis de cinza, os quais estdo representados
numericamente (de 0 a 3) em B, com o valor crescente dos niimeros representando a sucessao
de tons cada vez mais brilhantes. Em C, estd ilustrada a GLCM obtida na direcdo de 0° com

distancia de 1 pixel.
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A B
o 1 2 3
0«0 | 1 |1 Ol a2 111]0
0«0 | 1|1 1l 21400
ol21]21|2 20 1|0 |6 |1
2021 3|3 31 oo | 1] 2
B C

Figura 9- Obtencdo de matriz de coocorréncia de niveis de cinza a partir de uma imagem hipotética
transformada em niveis de cinza. Em A, nota-se uma imagem hipotética com 4 x 4 pixels e 4 niveis de cinza,
os quais estdo representados numericamente (de 0 a 3) em B, com o valor crescente dos nimeros representando
a sucessio de tons cada vez mais brilhantes. Em C, est4 ilustrada a GLCM. O valor circulado indica o nimero

de ocorréncias do par de nivel de cinza 0,0 na direcdo de 0° com distincia de 1 pixel (setas em B).
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A partir do exemplo dado, nota-se que o valor circulado na GLCM (em C)
corresponde ao nimero de ocorréncias do par de niveis de cinza 0,0 na direcdo de 0° com
distancia de 1 pixel (setas em B). Apds a obtengdo da GLCM em determinada direcao (0°, 45°,
90° ou 135°) é feita a normaliza¢do da matriz dividindo-se o valor de cada célula pela soma dos
valores de todas as células. Na matriz normalizada o valor de cada célula indica a probabilidade
de ocorréncia do par de niveis de cinza em questdo. A figura 10 mostra a férmula de
normalizacao da GLCM.

P, )= d)_

> pG.J)

Figura 10- Férmula de normalizacdo da matriz de
coocorréncia de niveis de cinza. P indica a probabilidade de
ocorréncia do par de niveis de cinza i, j, p indica o valor da

célula i, j e N indica o nimero de linhas e colunas da matriz.

Entropia e contraste foram calculados a partir das GLCMs obtidas nas quatro
direcdes (0°, 45° 90° e 135°), com distancia de 5 pixels, apds normalizacdao das matrizes. O
descritor de textura final foi obtido pela média aritmética dos descritores de textura previamente
calculados nos quatro direcionamentos. Estes descritores de textura de Haralick traduzem para
a linguagem matemadtica a impressao visual gerada pela varia¢do regular ou aleatdria dos pixels
de uma imagem, ou seja, fornecem informagdes quantitativas sobre a relac@o espacial entre os
pixels. Desta forma, ao contrario de cor e brilho, descritores de textura baseados em andlise
estatistica de segunda ordem n3o podem ser calculados a partir de um unico pixel, sendo
necessario um conjunto de pixels para sua obten¢do. Em termos praticos, uma vez que
apresentam parametros métricos bem definidos, os descritores de textura permitem a
classificacdo ou comparacdo computacional de imagens sem a interferéncia da subjetividade
humana e, assim, sdo ideais para a andlise de texturas ndo regulares, ou seja, texturas com
distribuicao aleatdria de seus elementos, comuns em tecidos bioldgicos (26).

A entropia, cuja férmula estd exposta na figura 11, expressa a medida da desordem
da imagem. Valores elevados de entropia indicam textura ndo uniforme, ou seja, alto nimero
de transicOes de niveis de cinza. A entropia esta relacionada de modo inverso com o segundo

momento angular (energia). Desta forma, a entropia refletiu a complexidade da imagem. Assim,
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quanto maior a entropia, menos homogénea era a textura da imagem e, portanto, das fibras

colagenas.

— X X, p(3,7)log(p(3, 7))
Figura 11- Férmula para o cdlculo do descritor de entropia.

O contraste, cuja formula estd exposta na figura 12, expressa a medida da variacdo
entre os niveis de cinza da imagem. Valores elevados de contraste indicam distribui¢do de
niveis de cinza mais distante de um valor médio. O contraste estd relacionado de modo inverso
com a homogeneidade (momento da diferenca inversa). Desta forma, o contraste quantificou a
flutuacdo de brilho na imagem. Portanto, quanto maior o contraste, maior era a variagao do

diametro das fibras coldgenas.

N-1

. . .
> (=) pG, J)
i, /=0
Figura 12- Férmula para o cdlculo do descritor de contraste.

As figuras 13, 14 e 15 detalham sequencialmente os procedimentos realizados para
o cdlculo da frac@o de area, do nivel de cinza médio e dos descritores de textura no programa
Image]. Inicialmente, foi calibrada a escala das imagens transformadas em 256 niveis de cinza
e, como ja dito anteriormente e ilustrado na figura 13, os CGAs captados tinham dimensao de

212,55 x 212,55 um e resolugdo de 1024 x 1024 pixels.
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Figura 13- Calibracio da escala de imagem transformada em 256 niveis de cinza: interface do programa ImageJ.

Nota-se, no menu do programa ImageJ, opcao de incluir a dimensao e a resolugcdo da imagem a ser analisada.

Posteriormente, conforme figuras 14 e 15, foram selecionados fracdo de area, nivel

de cinza médio, entropia e contraste. Os cédlculos foram realizados nas quatro direcdes (0°, 45°,

90° e 135°), com distancia de 5 pixels. O descritor de textura final foi obtido pela média

aritmética dos descritores de textura calculados nos quatro direcionamentos.
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Figura 14- Célculo da fracdo de drea e do nivel de cinza médio: interface do programa ImagelJ. Nota-se, no menu

do programa ImageJ, disponibilidade de multiplos parametros métricos baseados em andlise estatistica de primeira

ordem, sendo selecionados, neste caso, a fracdo de area e o nivel de cinza médio.
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Figura 15- Célculo da entropia e do contraste: interface do programa ImageJ. Nota-se, no menu do programa
Imagel, disponibilidade de multiplos descritores de textura de Haralick, os quais sdo derivados de GLCMs e
baseados em andlise estatistica de segunda ordem, sendo selecionados, neste caso, contraste e entropia. Os
célculos foram realizados nas quatro direcdes (0°, 45°, 90° e 135°), com distancia de 5 pixels. O descritor de
textura final foi obtido pela média aritmética dos descritores de textura previamente calculados nos quatro

direcionamentos.

3.5- Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do software Statistical Analysis
System for Windows 9.4 (SAS Institute). Todas as varidveis obtidas no presente trabalho, ou
seja, fracdo de area, nivel de cinza médio, entropia e contraste, foram sempre comparadas entre

dois grupos, com a seguinte sequéncia de andlises:

e Comparagdo entre estroma normal e estroma intratumoral considerando-se
todas as localizacdes tumorais em conjunto através de andlise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas com dados transformados em postos.

e Comparacdo do estroma intratumoral entre fatores de pior progndstico (sexo
masculino, presenca de imunossupressao, tumores maiores que 2 cm no maior €ixo,

com padrdo de crescimento infiltrativo, invasdao vascular linfatica ou metastases
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loco-regionais / sist€micas) e fatores de melhor progndstico (opostos aos citados

anteriormente) através de equacdes de estimativa generalizada (EEG).
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4- RESULTADOS

4.1- Casuistica

Foram encontrados 26 casos. Entretanto, 15 casos ndo preencheram os critérios de
inclusdo previamente detalhados e, portanto, foram excluidos. Isto pois em 3 destes casos nao
foram encontradas as 1aminas histolégicas ou mesmo os blocos de parafina, em 1 caso foram
encontradas apenas as laminas histoldgicas e em 1 caso ndo foi encontrado o prontudrio. Em
outros 3 casos os tumores primdrios foram previamente curetados em servi¢os externos com
hipétese de carcinoma basocelular, sendo os pacientes encaminhados ao HC da FCM —
UNICAMP ap6s o diagnostico inesperado de CCM. Portanto, o material da lesdo priméria era
inadequado para o presente trabalho por estar fragmentado e sem amostragem da pele normal.
Em outros 3 casos os pacientes foram encaminhados ao HC da FCM — UNICAMP com tumores
primdrios extensos, os quais foram submetidos a bidpsia incisional para planejamento
terapéutico. Portanto, o material da lesdo primadria era inadequado para o presente trabalho por
ser escasso € sem amostragem da pele normal. Em outros 2 casos os pacientes foram
encaminhados ao HC da FCM — UNICAMP com muiltiplas lesdes no mesmo sitio topogréafico
(satelitose) ao diagndstico, o que ndo permitiu estabelecer com seguranga que foi realizada a
exérese da lesdo primaria. Finalmente, em outros 2 casos pacientes ja com diagnostico de CCM,
até entdo em tratamento em servigos externos, foram encaminhados ao HC da FCM -
UNICAMP com recidiva loco-regional / sist€mica da doenca. Porém, ndo houve acesso ao
material do tumor primério.

Desta forma, foram selecionados 11 casos para o presente trabalho. Os principais
dados clinicos dos pacientes selecionados estdo expostos na tabela 2. A casuistica era composta
por 8 mulheres (73%) e 3 homens (27%), com apenas um paciente da raca negra e idade ao
diagndstico entre 55 e 85 anos (idade média de 73 anos). Nenhum paciente tinha diagndstico
clinico ou laboratorial de imunossupressdao. A maior parte dos tumores primdrios estava
localizada em cabecga e pescogo (5 casos: 45,5%), estando nos demais casos localizados em
membros inferiores (4 casos: 36,5%) e membros superiores (2 casos: 18%). Ao diagndstico,
pouco mais da metade dos pacientes (6 casos: 54,5%) apresentava metdstases loco-regionais /

sistémicas.
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Os principais dados histolégicos dos tumores primérios estdo expostos na tabela 3.

Houve predominancia do tipo intermedidrio (6 casos: 54,5%) sobre o tipo de pequenas células

(5 casos: 45,5%). Nao foram observados tumores do tipo trabecular. A medida do maior eixo

dos tumores variou entre 2,2 cm e 13,2 cm (média de 4,9 cm). A maioria dos tumores

apresentava padrao de crescimento infiltrativo (7 casos: 63,5%). Também na maioria dos

tumores foi encontrada invasao vascular linfitica nas laminas histolégicas avaliadas (8 casos:

72,5%). Com relacdo ao estigio ao diagndstico, foi encontrada a seguinte distribuicao: estiagio

I (1 caso: 9,5%), estagio II (4 casos: 36,5%), estagio I1I (3 casos: 27,0%) e estiagio IV (3 casos:

27,0%).

Tabela 2- Dados clinicos dos pacientes da casuistica.

Caso Sexo Raga Idade

1 F B 67
2 M B 72
3 M B 69
4 M B 66
5 F N 55
6 F B 75
7 F B 73
8 F B 78
9 F B 84
10 F B 78
11 F B &5

Imunossupressao

prévia

Localizacao

tumoral

Cabeca e pescoco
Cabeca e pescoco
Cabeca e pescoco
Cabeca e pescoco
Membro inferior
Membro inferior
Membro inferior
Cabeca e pescoco
Membro superior
Membro superior

Membro inferior

Metastases ao

diagndstico

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Nao
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Tabela 3- Dados histolégicos dos pacientes da casuistica.

Caso  Tipo histoldgico Extensao Espessura Padrao de Invasao Estagio ao
tumoral tumoral crescimento linfatica  diagnéstico
1 Intermediéario 2,3 cm 1,2 cm Infiltrativo Nao I1IB
2 Intermediario 2,5 cm 1,5 cm Nodular Sim I1IB
3 Intermediario 2,2 cm 1,4 cm Infiltrativo Sim v
4 Pequenas células 2,9 cm 1,2 cm Nodular Sim I1IB
5 Pequenas células 13,2 cm NA Infiltrativo Sim v
6 Intermediéario 2,2 cm 0,6 cm Infiltrativo Sim 1
7 Pequenas células 2,7 cm 0,9 cm Infiltrativo Nio ITA
8 Pequenas células 4,5 cm 2,8 cm Nodular Sim 1IB
9 Pequenas células 10,0 cm NA Infiltrativo Nio ITA
10 Intermediéario 7,5 cm 1,6 cm Infiltrativo Sim v
11 Intermediéario 4,2 cm 1,0 cm Nodular Sim ITA

4.3- Dados morfométricos

Nas tabelas 4, 5, 6 e 7, expostas em sequéncia a seguir, estdo expostos os dados
texturais obtidos. Em todos os casos, foram avaliadas 8 RIs em cada area de analise (estroma
normal e estroma intratumoral em topografia dérmica). Conforme j4 detalhado anteriormente,
a fracdo de drea e o nivel de cinza médio foram obtidos diretamente das Rls. Entropia e

contraste, por sua vez, foram calculados a partir de GLCMs derivadas das RIs.



ordem (frac@o de area e nivel de cinza médio) obtidos no estroma normal.
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A tabela 4 mostra os dados texturais baseados em andlise estatistica de primeira

Tabela 4- Dados texturais baseados em andlise estatistica de primeira ordem (fracdo de drea e nivel de cinza médio)

obtidos no estroma normal.

Caso

10

11

Variavel

Fracdo de drea
Nivel de cinza médio
Fracdo de drea
Nivel de cinza médio
Fracdo de drea
Nivel de cinza médio
Fracdo de drea
Nivel de cinza médio
Fracao de drea
Nivel de cinza médio
Fracao de drea
Nivel de cinza médio
Fracao de drea
Nivel de cinza médio
Fracao de drea
Nivel de cinza médio
Fracao de drea
Nivel de cinza médio
Fracao de drea
Nivel de cinza médio
Fracdo de drea

Nivel de cinza médio

RI'1
76,28
5,95
38,42
1,67
45,98
5,57
41,15
5,20
45,53
1,68
20,31
0,74
61,44
3,30
46,77
2,22
50,17
2,26
52,31
9,98
72,78
11,72

RI2
90,73
10,84
32,54

1,05
12,13
0,18
42,57

2,50
65,22
7,63
28,70
0,82
42,01

3,33
39,50

1,57
60,62
4,77

58,0
4,12
77,79
7,99

RI 3
74,12
4,26
21,56
0,39
24,41
0,84
34,17
0,95
65,16
4,95
26,14
0,64
59,04
3,02
50,03
4,21
55,97
2,27
44,94
3,46
62,77
16,99

Estroma normal

(8 RIs)

RI4
55,57
2,26
22,06
0,71
22,07
0,60
36,94
2,08
49,38
2,82
29,07
0,63
30,88
0,86
21,48
0,62
47,99
4,31
60,26
6,67
70,08
9,47

RIS
90,80
7,90
42,96
2,28
48,38
5,36
30,80
1,65
35,72
1,73
26,71
0,59
55,60
1,95
39,59
1,40
41,45
2,48
41,39
3,47
28,16
1,08

RI6
68,07
1,99
49,21
1,80
34,24
1,24
76,43
25,24
55,52
3,86
48,84
1,34
56,75
2,48
45,76
2,49
22,70
1,24
31,34
1,28
53,67
3,07

49,03
1,79
30,86
1,21
32,64
1,64
23,65
0,92
68,24
4,76

RI 8
82,98
10,10
23,36
0,50
45,09
1,52
33,23
3,67
46,89
2,46
41,53
1,22
58,9
2,46
21,43
0,42
26,94
0,77
53,29
5,05
67,15
9,84
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A tabela 5 mostra os dados texturais baseados em andlise estatistica de segunda

ordem (entropia e contraste) obtidos no estroma normal.

Tabela 5- Dados texturais baseados em andlise estatistica de segunda ordem (entropia e contraste) obtidos no

estroma normal.

Caso

10

11

Variavel

Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia
Contraste
Entropia

Contraste

RI'1
5,10
109,00
2,70
14,70
3,90
89,20
3,70
98,80
3,01
16,10
1,60
6,20
4,10
35,10
3,30
21,21
3,40
27,20
4,80
222,80
5,80
240,20

RI2
6,40
187,41
2,20
6,11
0,90
0,50
3,32
33,72
5,10
169,50
2,01
3,21
3,32
56,30
2,80
10,51
4,40
59,50
4,10
35,02
5,61
74,62

RI3
4,60
35,80
1,40
1,30
1,81
4,40
2,30
5,60
4,70
80,10
1,82
3,10
3,90
30,50
3,90
47,20
3,60
22,20
3,50
43,60
5,40
394,20

Estroma normal

(8 RIs)
RI 4 RIS
3,50 5,92
14,70 108,52
1,60 3,12
8,30 24,50
1,60 4,00
2,50 52,70
291 2,40
3480 17,20
3,50 2,70
30,70 21,72
1,90 1,70
2,41 2,30
2,00 3,40
4,60 11,12
1,70 2,70
3,51 9,10
3,51 3,20
4540 22,01
4,70 3,41
100,20 39,71
5,62 2,10
181,81 10,10

RI 6
3,60
9,60
3,20
13,12
2,41
8,61
6,50
345,20
4,10
61,30
2,90
5,00
3,70
25,90
3,31
29,00
1,90
22,12
2,30
9,70
3,80
32,10

RI7 RI 8
5,52 5,91
81,31 204,00
3,40 1,61
60,30 1,81
1,62 2,90
3,12 8,00
4,70 2,90
137,30 49,01
3,20 3,42
30,42 34,30
2,51 2,60
5,30 5,21
3,10 3,71
11,41 13,30
2,32 1,50
8,80 1,60
2,50 1,92
18,90 5,20
1,90 4,32
9,40 69,10
4,71 5,50
52,50 22341
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A tabela 6 mostra os dados texturais baseados em andlise estatistica de primeira
ordem (fracdo de drea e nivel de cinza médio) obtidos no estroma intratumoral em topografia

dérmica.

Tabela 6- Dados texturais baseados em andlise estatistica de primeira ordem (frag@o de area e nivel de cinza médio)

obtidos no estroma intratumoral em topografia dérmica.

Caso Variavel Estroma intratumoral
(8 RIs)
RI 1 RI2 RI3 RI4 RIS RI6 RI7 RIS
1 Fragdo de drea 6,48 1,66 11,56 834 54,15 10,54 2334 17,35

Nivel de cinza médio 0,11 0,04 026 0,15 1,69 0,19 0,84 042

2 Fracdo de drea 259 381 404 1086 594 431 1454 10,20
Nivel de cinza médio 0,03 0,04 005 015 0,07 005 025 0,13
3 Fracdo de drea 2775 194 9,06 10,02 1063 937 12,86 11,19
Nivel de cinza médio 0,04 0,04 024 0,18 022 0,16 034 0,25
4 Fracdo de drea 462 298 327 10,15 8,60 2,16 23,09 7,80
Nivel de cinza médio 0,07 0,04 004 018 0,12 002 043 0,11
5 Fracdo de drea 1543 1536 16,07 18,90 12,11 2,99 0,63 20,56
Nivel de cinza médio 330 096 0,71 1,40 049 0,04 001 075
6 Fracdo de drea 533 383 19 075 418 1,07 3,16 1,40
Nivel de cinza médio 0,07 0,05 002 0,01 007 0,01 0,06 0,01
7 Fragdo de area 23,67 33,45 12,29 12,31 7,92 21,06 1,22 23,83
Nivel de cinza médio 233 1,28 026 035 0,16 0,81 0,07 1,33
8 Fracdo de area 6,37 621 865 2,85 1,65 4,71 1,50 1,07

Nivel de cinza médio 0,10 0,11 0,15 0,04 0,03 0,12 0,02 0,03

9 Fracdo de area 18,70 5,26 2,86 36,70 2,66 0,48 12,54 1,53
Nivel de cinza médio 0,35 0,07 0,03 1,79 0,04 0,01 0,17 0,02
10 Fracdo de area 7,21 2,25 0,80 4,81 3,17 4,35 6,30 4,98
Nivel de cinza médio 0,15 0,05 0,02 0,12 0,12 0,14 0,19 0,15
11 Fragdo de édrea 32,83 57,36 33,79 51,22 33,65 53,94 3488 64,61

Nivel de cinza médio 2,00 5,12 1,42 4,63 0,79 5,82 0,80 2,19
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A tabela 7 mostra os dados texturais baseados em anélise estatistica de segunda

ordem (entropia e contraste) obtidos no estroma intratumoral em topografia dérmica.

Tabela 7- Dados texturais baseados em andlise estatistica de segunda ordem (entropia e contraste) obtidos no

estroma intratumoral em topografia dérmica.

Caso Varidvel Estroma intratumoral
(8 RIs)

RI 1 RI2 RI3 RI 4 RIS RI6 RI7 RI 8

1 Entropia 0,50 0,21 0,90 0,60 3,20 0,80 1,83 1,30
Contraste 0,30 0,20 0,81 020 7,82 0,70 5,60 1,50

2 Entropia 0,25 0,35 0,35 0,82 048 0,38 1,12 0,77
Contraste 0,06 0,09 0,08 0,30 0,13 0,10 0,76 0,28

3 Entropia 0,28 0,22 0,82 0,81 0,91 0,80 1,08 0,98
Contraste 0,12 0,27 1,38 0,58 1,54 0,62 2,20 1,68

4 Entropia 0,43 0,30 0,31 0,84 0,67 0,22 1,56 0,64
Contraste 0,18 0,12 0,09 0,57 0,25 0,05 1,23 0,27

5 Entropia 1,65 1,42 1,37 1,73 1,13 0,29 0,08 1,62
Contraste 93,19 14,40 6,80 10,07 6,32 0,09 0,01 4,45

6 Entropia 0,47 0,35 0,20 0,09 041 0,12 0,33 0,15
Contraste 0,14 0,11 0,05 0,01 0,22 0,02 0,25 0,03

7 Entropia 2,25 2,48 0,98 1,06 0,71 1,69 0,16 2,03
Contraste 40,44 9,71 0,83 356 0,62 5,75 1,75 15,62

8 Entropia 0,57 0,56 0,72 029 0,18 0,49 0,17 0,14
Contraste 0,30 0,35 0,46 0,13 0,10 0,72 0,06 0,24

9 Entropia 1,35 0,46 0,27 2,72 0,26 0,06 0,90 0,16
Contraste 1,21 0,16 0,06 8,01 0,11 0,01 0,38 0,03

10 Entropia 0,64 0,26 0,10 046 036 045 0,60 0,51
Contraste 1,07 0,27 0,06 0,67 0,95 1,10 1,11 1,07

11 Entropia 2,71 4,33 2,45 3,98 2,06 4,26 2,17 3,66

Contraste 31,42 100,67 16,06 90,94 594 131,72 3,96 10,95
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4.4- Dados estatisticos

A tabela 8 mostra os valores de média, mediana, minimo e maximo dos dados
texturais baseados em andlise estatistica de primeira ordem (fragdo de drea e nivel de cinza
médio) obtidos no estroma normal e no estroma intratumoral em topografia dérmica de cada

paciente individualmente.

Tabela 8- Valores de média, mediana, minimo e maximo dos dados texturais baseados em analise estatistica de
primeira ordem (fragdo de drea e nivel de cinza médio) obtidos no estroma normal e no estroma intratumoral em

topografia dérmica.

Caso Variavel Estroma normal Estroma intratumoral

(8 RIs) (8 RIs)

Média Mediana Min-max Média Mediana Min - max

1 Fracdo de drea 78,04 79,63 55,57-90,80 16,67 11,05 1,66-54,15
Nivel de cinza médio 6,19 6,09 1,99-10,84 046 0,22 0,04 - 1,69

2 Fracdo de drea 3396 3548 21,56-49,21 7,03 5,12 2,59 — 14,54
Nivel de cinza médio 1,65 1,36 0,39 -4,84 0,09 0,06 0,03-0,25

3 Fracdo de drea 31,74 2932  12,13-48,38 847 9,69 1,94 - 12,86
Nivel de cinza médio 1,98 1,04 0,18-5,57 0,18 0,20 0,04 -0,34

4 Fracdo de drea 4422 39,04 30,8-7643 7,83 6,21 2,16 —-23,09
Nivel de cinza médio 6,10 3,08 0,95-2524 0,12 0,09 0,02-0,43

5 Fracdo de drea 50,84 48,13 35,72-65,22 12,75 1539 0,63 -20,56
Nivel de cinza médio 3,41 2,64 1,68 — 7,63 095 0,73 0,01 -3,30
6 Fracdo de area 32,66 28,88  20,31-48,84 2,71 2,57 0,75-5,33
Nivel de cinza médio 0,88 0,78 0,59-1,34 0,03 0,03 0,01 -0,07

7 Fragdo de édrea 51,70 56,17 30,88-61,44 16,96 16,68 1,22-33,45
Nivel de cinza médio 2,39 2,47 0,86 — 3,33 0,82 0,58 0,07 - 2,33
8 Fracdo de area 36,92 39,54 21,43-50,03 4,12 3,78 1,07 — 8,65
Nivel de cinza médio 1,76 1,48 0,42 -4,21 0,07 0,07 0,02-0,15
9 Fracdo de area 42,31 44,72  22,70-60,62 10,09 4,06 0,48 — 36,7
Nivel de cinza médio 2,46 2,26 0,77 - 4,77 0,31 0,05 0,01 -1,79
10 Fracdo de area 45,64 48,62  23,65-60,26 4,23 4,58 0,80 -7,21
Nivel de cinza médio 4,36 3,79 0,92 -9,98 0,11 0,13 0,02 -0,19

11 Fracdo de area 62,58 67,69 28,16-77,79 45,28 43,05 32,83 -64,61
Nivel de cinza médio 8,11 8,73 1,08 — 16,99 2,84 2,09 0,79 — 5,82
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A tabela 9 mostra os valores de média, mediana, minimo e maximo dos dados
texturais baseados em andlise estatistica de segunda ordem (entropia e contraste) obtidos no
estroma normal e no estroma intratumoral em topografia dérmica de cada paciente

individualmente.

Tabela 9- Valores de média, mediana, minimo e maximo dos dados texturais baseados em andlise estatistica de

segunda ordem (entropia e contraste) obtidos no estroma normal e no estroma intratumoral em topografia dérmica.

Caso Varidvel Estroma normal Estroma intratumoral
(8 RIs) (8 RIs)
Média Mediana Min - max Média Mediana  Min - max
1 Entropia 5,06 5,31 3,50 - 6,40 1,16 0,85 0,21 -3,20
Contraste 93,79 94,91 9,60 — 204,00 2,14 0,75 0,20 - 7,82
2 Entropia 2,40 2,45 1,40 - 3,40 0,56 0,43 0,25-1,12
Contraste 16,26 10,71 1,30 - 60,30 0,22 0,11 0,06 — 0,76
3 Entropia 2,39 2,11 0,90 — 4,00 0,73 0,81 0,22 - 1,08
Contraste 21,12 6,20 0,50 — 89,20 1,04 1,00 0,12 -2,20
4 Entropia 3,59 3,11 2,30 - 6,50 0,62 0,53 0,22 - 1,56
Contraste 90,20 41,90 5,60 — 345,20 0,34 0,21 0,05-1,23
5 Entropia 3,71 3,46 2,70 - 5,10 1,16 1,39 0,08 — 1,73

Contraste 55,51 32,50 16,10 — 169,50 16,91 6,56 0,01 -93,19

6 Entropia 2,13 1,95 1,60 —2,90 0,26 0,26 0,09 - 0,47
Contraste 4,09 4,10 2,30 -6,20 0,10 0,08 0,01 -0,25
7 Entropia 3,40 3,55 2,00-4,10 1,42 1,37 0,16 —2,48
Contraste 23,52 19,60 4,60 - 56,30 9,78 4,65 0,62 — 40,44
8 Entropia 2,69 2,75 1,50-3,90 0,39 0,39 0,14-0,72
Contraste 16,36 9,80 1,60 — 47,20 0,29 0,27 0,06 - 0,72
9 Entropia 3,05 3,30 1,90 — 4,40 0,77 0,36 0,06 -2,72
Contraste 27,81 22,16 5,20 -59,50 1,24 0,13 0,01 - 8,01
10 Entropia 3,62 3,80 1,90 - 4,80 0,42 0,45 0,10 - 0,64
Contraste 66,19 41,65 9,40 — 222,80 0,78 1,01 0,06 - 1,11
11 Entropia 4,81 5,45 2,10-5,80 3,20 3,18 2,06 - 4,33

Contraste 151,11 128,21 10,10 — 394,20 48,95 23,74 3,96 — 131,72
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A tabela 10 mostra os resultados do pareamento estatistico entre o estroma normal
e o estroma intratumoral em topografia dérmica de todos os casos em conjunto, considerando-
se os dados texturais baseados nas andlises estatisticas de primeira ordem (fra¢ao de area e nivel
de cinza médio) e segunda ordem (entropia e contraste). Foi utilizada ANOVA para medidas
repetidas com dados transformados em postos. Apds obtencdo dos dados texturais de cada RI,
os dados foram numerados aleatoriamente de 1 a 8 (postos), quando entdo cada posto do
estroma normal foi comparado com seu correspondente do estroma intratumoral.

Nota-se que o estroma intratumoral mostrou valores substancialmente menores de
fracdo de drea, nivel de cinza médio, entropia e contraste em comparacdo com O estroma
normal. As figuras 16, 17, 18 e 19 mostram a representagdo grafica por boxplot deste

pareamento estatistico.

Tabela 10- Pareamento estatistico entre o estroma normal e o estroma intratumoral em topografia dérmica de todos
0s casos em conjunto, considerando-se os dados texturais baseados nas andlises estatisticas de primeira ordem

(fragdo de area e nivel de cinza médio) e segunda ordem (entropia e contraste).

Variavel Média Mediana DP Min - max ANOVA
Fracido de drea
Estroma normal (N = 11 / 88 RlIs) 46,42 45,31 17,92 12,13 - 90,80 p <0,0001
Estroma intratumoral (N = 11 / 88 RIs) 12,38 7,50 14,10 0,48 — 64,61

Nivel de cinza médio

Estroma normal (N = 11 / 88 Rls) 3,57 2,26 3,87 0,18 —25,24 p <0,0001
Estroma intratumoral (N = 11 / 88 Rls) 0,54 0,14 1,07 0,01 —5,82

Entropia
Estroma normal (N = 11 / 88 Rls) 3,35 3,31 1,30 0,90 — 6,50 p <0,0001
Estroma intratumoral (N = 11 / 88 RIs) 0,97 0,62 0,98 0,06 —4,33

Contraste
Estroma normal (N =11 /88 RlIs) 51,45 23,35 74,29 0,50 — 394,20 p <0,0001

Estroma intratumoral (N = 11/ 88 RIs) 7,44 0,57 22,38 0,01 — 131,72
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Figura 16- Fracdo de drea: representagdo grifica do pareamento entre o estroma normal e o estroma intratumoral
em topografia dérmica. Sao consideradas todas as localiza¢des tumorais em conjunto (cabeca e pescogo + MMSS
+ MMII: N = 11/ 88 RIs) e cada localizagdo tumoral especificamente (cabeca e pescoco: N =5 /40 RIs, MMSS:
N =2/16RIs e MMII: N =4 /32 RIs). **** p < 0,0001.
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Figura 17- Nivel de cinza médio: representagio grifica do pareamento entre o estroma normal e o estroma
intratumoral em topografia dérmica. Sdo consideradas todas as localiza¢cdes tumorais em conjunto (cabega e
pescoco + MMSS + MMII: N = 11 / 88 RIs) e cada localizagdo tumoral especificamente (cabega e pescoco: N =5
/40 RIs, MMSS: N=2/16 RIs e MMIL: N =4 /32 RIs). *#** p < 0,0001.
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Figura 18- Entropia: representacdo grafica do pareamento entre o estroma normal e o estroma intratumoral em

topografia dérmica. S@o consideradas todas as localiza¢des tumorais em conjunto (cabeca e pescoco + MMSS +

MMII: N = 11/ 88 Rls) e cada localiza¢ao tumoral especificamente (cabega e pescoco: N =5 /40 RIs, MMSS: N

=2/16RIs e MMIL: N =4 /32 RIs). **** p <(,0001.
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Figura 19- Contraste: representagdo grafica do pareamento entre o estroma normal e o estroma intratumoral em

topografia dérmica. S@o consideradas todas as localiza¢des tumorais em conjunto (cabeca e pescoco + MMSS +

MMII: N = 11/ 88 RIs) e cada localizagdo tumoral especificamente (cabega e pescogo: N =5 /40 RIs, MMSS: N

=2/16RIs e MMIIL: N =4 /32 Rls). **** p <0,0001.
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A tabela 11, por sua vez, mostra os resultados do pareamento estatistico do estroma
intratumoral em topografia dérmica entre fatores de pior progndstico (sexo masculino, tumores
com padrao de crescimento infiltrativo, presenca de invasao vascular linfatica ou presenca de
metdstases loco-regionais / sistémicas ao diagnodstico) e fatores de melhor progndstico (sexo
feminino, tumores com padrao de crescimento nodular, auséncia de invasao vascular linfética
e auséncia de metdstases loco-regionais / sist€micas ao diagndstico), considerando-se os dados
texturais baseados nas andlises estatisticas de primeira ordem (fragdo de drea e nivel de cinza
médio) e segunda ordem (entropia e contraste). Foram utilizadas EEG. Observar que como
nenhum paciente tinha diagnéstico clinico ou laboratorial de imunossupressdao e todos os
tumores eram maiores que 2 cm no maior €ixo, estes fatores de pior prognostico ndo foram
avaliados. Notar ainda que ndo foi possivel a adequada avaliacdo do prognodstico em si (taxa de
sobrevida em 5 anos para cada estdgio) devido ao baixo nimero de pacientes da casuistica
obtida para este trabalho.

Desta forma, considerando-se apenas o estroma intratumoral, quando tumores com
fatores de pior prognoéstico foram comparados com tumores com fatores de melhor prognostico
nao houve diferenca significativa em nenhuma das varidveis texturais (fracdo de érea, nivel de

cinza médio, entropia ou contraste).
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Tabela 11- Pareamento estatistico do estroma intratumoral em topografia dérmica entre fatores de pior e melhor
progndstico, considerando-se os dados texturais baseados nas andlises estatisticas de primeira ordem (fragdo de

area e nivel de cinza médio) e segunda ordem (entropia e contraste).

Variavel Média Mediana DP Min - max EEG
Fracdo de area
Sexo masculino (N = 3 /24 RIs) 7,78 8,20 4,99 1,94 — 23,09 p =0,5904
Sexo feminino (N = 8 / 64 Rls) 14,10 6,84 15,95 0,48 — 64,61
Tumor infiltrativo (N =7 / 56 RlIs) 10,27 7,56 10,25 0,48 — 54,15 p =0,7245
Tumor nodular (N =4 /32 Rls) 16,07 7,08 18,69 1,07 — 64,61
Invasdo linfética presente (N = 8 / 64 Rls) 11,55 6,07 14,44 0,63 — 64,50 p=0,3295
Invasdo linfatica ausente (N = 3 / 24 Rls) 14,57 11,92 13,17 0,48 — 54,15
Metastases presentes (N = 6 / 48 RlIs) 9,50 8,07 8,83 0,63 — 54,15 p=0,9019
Metistases ausentes (N = 5/ 40 RlIs) 15,83 6,29 18,08 0,48 — 64,61
Nivel de cinza médio
Sexo masculino (N = 3 / 24 RlIs) 0,13 0,11 0,10 0,02 -0,43 p=0,3337
Sexo feminino (N = 8 / 64 RIs) 0,70 0,15 1,22 0,01 —5,82
Tumor infiltrativo (N =7 / 56 Rls) 0,41 0,15 0,64 0,01 -3,30 p=0,9191
Tumor nodular (N =4 /32 RIs) 0,78 0,11 1,54 0,02 -5,82
Invasdo linfética presente (N = 8 / 64 Rls) 0,55 0,12 1,19 0,01 —5,82 p =0,3894
Invasao linfatica ausente (N = 3 / 24 RlIs) 0,53 0,22 0,66 0,01 —2,33
Metastases presentes (N = 6 / 48 Rls) 0,32 0,15 0,56 0,01 - 3,30 p=0,9921
Metéstases ausentes (N =5 /40 Rls) 0,81 0,11 1,43 0,01 —5,82
Entropia
Sexo masculino (N = 3 /24 RlIs) 0,64 0,65 0,34 0,22 -1,56 p=0,5762
Sexo feminino (N = 8 / 64 Rls) 1,10 0,60 1,10 0,06 —4,33
Tumor infiltrativo (N =7 / 56 Rls) 0,84 0,62 0,72 0,06 — 3,20 p=0,7589
Tumor nodular (N =4 /32 RIs) 1,19 0,60 1,29 0,14 —4,33
Invasio linfética presente (N = 8 / 64 Rls) 0,92 0,53 1,01 0,08 —4,33 p=04114
Invasdo linfatica ausente (N = 3 / 24 Rls) 1,12 0,90 0,89 0,06 — 3,20
Metastases presentes (N = 6 / 48 Rls) 0,77 0,64 0,58 0,08 — 3,20 p =0,9232
Metastases ausentes (N = 5 / 40 RIs) 1,21 0,56 1,27 0,06 —4,33
Contraste
Sexo masculino (N = 3 / 24 RlIs) 0,53 0,27 0,61 0,05 -2,20 p =0,2496
Sexo feminino (N = 8 / 64 RIs) 10,02 0,76 25,82 0,01 — 131,72
Tumor infiltrativo (N =7 / 56 RlIs) 4,57 0,75 13,57 0,01 -93,19 p=0,7721
Tumor nodular (N =4 /32 RIs) 12,45 0,29 32,23 0,05 -131,72
Invasdo linfatica presente (N = 8 / 64 Rls) 8,58 0,32 25,68 0,01 — 131,72 p =0,5540
Invasio linfatica ausente (N = 3 / 24 RIs) 4,39 0,82 8,65 0,01 — 40,44
Metastases presentes (N = 6 / 48 Rls) 3,57 0,60 13,52 0,01 —93,19 p=0,9077

Metistases ausentes (N =5 /40 RIs) 12,07 0,42 29,27 0,01 — 131,72
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5- DISCUSSAO

Os dados clinicos e histoldgicos da casuistica deste trabalho apresentaram, de modo
geral, distribuicdo semelhante aquela relatada na literatura mundial, ou seja, predominaram
pacientes de pele clara, idosos, imunocompetentes € com tumores primdrios em cabecga e
pescoco, 0s quais eram, em sua maioria, do tipo intermedidrio, com padrdo de crescimento
infiltrativo, invasao vascular linfatica e estadiamento avangado. Entretanto, considerando-se os
dados clinicos houve exce¢do com relacdo ao sexo, com predominio de pacientes do sexo
feminino neste trabalho, ao contrario do que é comumente relatado na literatura mundial.
Curiosamente, este mesmo resultado ja foi previamente observado em outros trabalhos
nacionais (27, 28). Uma vez que, em nosso meio, € conhecido que os homens se expdem mais
ao sol do que as mulheres ao longo da vida, com menor uso de protetor solar ou vestudrio
adequado (29), este resultado poderia ser explicado pela maior prevaléncia do MCPyV, um
virus geralmente ubiquitério, entre as mulheres de nossa populacdo, o que ja foi descrito em
outros paises ap0ds deteccao do virus em material tumoral parafinado através de hibridizacdo in
situ ou reagdo em cadeia da polimerase (30). Entretanto, o baixo nimero de pacientes da
casuistica deste trabalho limita o poder estatistico deste resultado de prevaléncia de género em
termos populacionais.

Em termos de metodologia, a NLOM por SHG pode ser aplicada em tecidos in
vitro, ex vivo ou in vivo, conforme ja detalhado anteriormente. Neste trabalho, foram utilizadas
laminas histoldgicas obtidas de material parafinado e coradas com HE, com sinal de SHG
induzido por incidéncia de laser com 800 nm de comprimento de onda, o que encontra respaldo
na literatura. Isto pois j4 foi demonstrado que em tecidos processados em parafina as fibras
coldgenas apresentam sinal de SHG de boa qualidade apds incidéncia de laser com 800 nm de
comprimento de onda, sem colora¢ao (31) ou apds coloracdo com HE (32). A opg¢do por laminas
histolégicas coradas com HE permitiu a selecdo adequada de campos microscopicos
representativos livres de possiveis fatores de confusdo tais como anexos cutaneos (foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebdceas), fibras musculares (lisas e estriadas),
estruturas vasculares, elastose solar, blocos tumorais e dreas de necrose uma vez que apenas
fibras coldgenas eram objeto de estudo neste trabalho. Desta forma, antes da captac¢do do sinal
de SHG, a lamina histolégica em questdo foi submetida a microscopia optica convencional no
proprio microscopio 6ptico multifotdnico, sendo o laser acionado apenas apds a selecdo de cada

campo microscépico representativo. Considerando-se o mecanismo de geracdo do sinal de
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SHG, sabe-se que a emissdo deste sinal ocorre de modo refletido e transmitido em tecidos
biolégicos, com intenso sinal refletido na pele humana, onde as fibras coldgenas normais
medem entre 0,5 e 3 um. Amostras delgadas (menores que 1 mm) permitem a captagdo dos
sinais refletido e transmitido com boa qualidade. Amostras espessas, por sua vez, permitem
apenas a captagdo do sinal refletido devido ao intenso espalhamento da luz incidente, o que
reduz a intensidade do sinal transmitido. Destaca-se ainda que estudos de textura envolvendo
sinais de SHG originados de fibras coldgenas apresentam resultados mais precisos com 0 uso
de grandes magnificacdes de imagem pois hd, obviamente, maior resolu¢do (33). Portanto,
optou-se, neste trabalho, pela captacdo do sinal de SHG refletido uma vez que hd intensa
emissdo deste sinal na pele e, além disso, foram utilizadas amostras delgadas (cortes
histolégicos com 5 um). Foi escolhida a distancia de 5 pixels para a obten¢do dos descritores
de textura a partir das GLCMs pois as imagens de SHG foram obtidas com definicdo de 0,21
pm/pixel e, desta forma, a distancia de 5 pixels, que corresponde a 1,05 pm, € superior ao
didmetro minimo de uma fibra coldgena dérmica normal. Lembra-se, finalmente, que foi
realizada a calibrac@o do laser antes da aquisi¢do do sinal de SHG em cada caso deste trabalho,
buscando-se garantir a mesma frequéncia e poténcia da luz incidente.

Durante a dltima década, a NLOM por SHG tem sido frequentemente utilizada no
estudo das fibras coldgenas na MEC de diversos tumores sélidos com objetivo de se obter
informacdes fisiopatoldgicas e prognosticas (34). Isto pois € conhecido, atualmente, que as
fibras coldgenas proliferadas e remodeladas associadas ao cancer, principalmente as fibras
coldgenas dos tipos I, Il e IV, geralmente favorecem a progressdo tumoral através de efeitos
bioquimicos e biomecanicos sobre as células neoplasicas, conforme ja detalhado anteriormente
na introducgdo deste texto.

Uma vez obtido o sinal de SHG, a textura das fibras colagenas pode ser estudada
através da andlise digital da imagem deste sinal por meio de multiplos métodos quantitativos
com parametros métricos bem definidos. A andlise textural, que foi utilizada neste trabalho, é
um método simples, bem estabelecido e ndo subjetivo. Foram utilizados dados texturais
baseados em andlise estatistica de primeira ordem (fracdo de area e nivel de cinza médio) e
dados texturais baseados em andlise estatistica de segunda ordem (entropia e contraste).
Conforme ja detalhado anteriormente na introducdo deste texto, a fracdo de area forneceu a
porcentagem da drea da imagem em que o sinal de SHG estava presente com qualquer nivel de
cinza. Assim, quanto maior a fracdo de drea, maior a drea da imagem em que havia fibras

coldgenas emissoras do sinal de SHG. O nivel de cinza médio forneceu o valor médio dos niveis
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de cinza da imagem, ou seja, o brilho médio. Uma vez que a intensidade do sinal de SHG ¢é
proporcional ao diametro das fibras coldgenas, quanto maior o nivel de cinza médio, mais
espessas eram as fibras coldgenas (35). A entropia refletiu a complexidade da imagem. Assim,
quanto maior a entropia, menos homogénea era a textura da imagem e, portanto, das fibras
coldgenas. O contraste quantificou a flutuagcdo de brilho na imagem. Portanto, quanto maior o
contraste, maior era a variacdo do didmetro das fibras coldgenas (36). Destaca-se, neste ponto,
que a combinacdo de dados texturais baseados em andlises estatisticas de primeira e segunda
ordem permite maior riqueza descritiva. Neste trabalho, foram comparadas, inicialmente, as
imagens de SHG do estroma normal com o estroma intratumoral, em topografia dérmica.
Posteriormente, foram comparadas as imagens de SHG do estroma intratumoral entre tumores
com fatores de pior e melhor prognoéstico, também em topografia dérmica.

O estroma intratumoral mostrou valores substancialmente menores de fracdo de
area, nivel de cinza médio, entropia e contraste em comparacao com o estroma normal, como
exposto na tabela 10 e nas figuras 16, 17, 18 e 19. Aqui € importante ressaltar que estas figuras
ilustram o pareamento entre o estroma normal e o estroma intratumoral considerando-se todas
as localiza¢Oes tumorais em conjunto e cada localizacdo tumoral especificamente (cabeca e
pescoco, membros superiores e membros inferiores). E, apesar de ter sido aplicada andlise
estatistica (ANOVA para medidas repetidas com dados transformados em postos) apenas no
estudo de todas as localiza¢Oes tumorais em conjunto pelo pequeno nimero de casos deste
trabalho, com resultados significativos (p < 0,0001) para todas as varidveis, nota-se, pelos
demais graficos referentes as localiza¢des tumorais especificas, que a tendéncia de haver
menores valores de fracdo de drea, nivel de cinza médio, entropia e contraste no estroma
intratumoral se manteve. Isto sugere que as diferencas texturais entre as fibras coldgenas
presentes no estroma normal e no estroma intratumoral independem da localizacdo corporal do
CCM primério. Considerando-se apenas o estroma intratumoral, quando tumores com fatores
de pior progndstico foram comparados com tumores com fatores de melhor prognéstico (EEG)
nao houve diferenca significativa em nenhuma das varidveis texturais, como exposto na tabela
11. Isto sugere que, também independentemente da localizagdo corporal, o CCM sempre induz
mecanismos similares de remodelacao das fibras coldgenas, os quais podem ser irrelevantes na
determinacao de potenciais progndsticos.

Portanto, embora haja nitido aumento da deposicdo de coligeno no estroma
intratumoral (desmoplasia), como mostrado na figura 7 C por microscopia optica convencional,

a NLOM por SHG mostrou que as fibras coldgenas intratumorais estdo extensamente alteradas
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em comparacdo com a derme normal, exposta na figura 7 B, com fibras coldgenas
remanescentes ainda emissoras do sinal de SHG rarefeitas, mais finas e mais homogéneas, o
que estd exposto na figura 7 D. Quatro hipéteses (isoladamente ou combinadas entre si) podem
explicar este fendmeno. Primeiro, pode ter ocorrido a redu¢do do sinal de SHG em decorréncia
da degradacdo do coldgeno fibrilar, uma vez que este sinal depende da integridade estrutural da
fibra coldgena (37). Aqui vale ressaltar que a degradagdo do coldgeno fibrilar tipos I, Il e IIT é
efetuada pelas MMPs 1, 2, 8, 9 e 13 (38) e ja foi documentada varidvel expressao de algumas
destas enzimas no CCM, o que contribuiria para a agressividade local e potencial metastitico
desta neoplasia através da liberacao de produtos de degradacdo do coldgeno e da facilitacido da
migracao das células neoplasicas ao longo da MEC estruturalmente degradada (39). Segundo,
pode ter ocorrido a reducdo do sinal de SHG em decorréncia do crosslinking maduro do
coldgeno fibrilar. Isto pois, na pele, o crosslinking imaturo entre moléculas de coldgeno,
baseado em hidroxilisinonorleucina, é obtido por geracdo de um grupo alisina na regido C-
terminal (por acdo de LOXs) em uma molécula e de um grupo hidroxilisina na posi¢ao 87 (por
acao de LHs) em outra molécula. Caso seja adicionado um grupo histidina na posi¢ao 92 em
uma terceira molécula de coldgeno se obtém o crosslinking maduro, baseado em histidil-
hidroxilisinonorleucina, processo o qual ndo € controlado por acdo enzimdtica. Algumas
patologias cutdneas, como por exemplo a elastose solar, levam a reducdo da maturacdo do
crosslinking das fibras colagenas, com aumento relativo do crosslinking imaturo e consequente
aumento do sinal de SHG (40). Neste sentido, também seria interessante a avalicao da expressao
de LOXs / LHs no CCM, o que ainda ndo estd descrito na literatura, para estudo da relevancia
do crosslinking na patogénese desta neoplasia. Terceiro, pode ter ocorrido a reducio do sinal
de SHG em decorréncia da dissociagdo do colageno fibrilar por edema ou degeneracdo mixoide
uma vez que ja foi relatada na literatura a reducio deste sinal pela injecdo de glicerol na pele
de modelos animais (41). No presente trabalho, conforme ilustrado na figura 7 C, pode ser
observado estroma com aspecto levemente mixoide em torno de alguns blocos tumorais. E,
curiosamente, o estroma mixoide de vérios tumores sélidos contém grandes quantidades de
glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fibronectina e tenascina-C, macromoléculas as quais
podem por si s estimular a proliferacao de células neopldsicas (42). Quarto, pode ter ocorrido
a reducdo do sinal de SHG em decorréncia do aumento relativo da quantidade de coldgeno
fibrilar tipos Il e / ou V, ou de outros tipos de coldgeno fibrilar, uma vez que apenas o coldgeno
fibrilar tipos I e II gera sinal de SHG de boa qualidade, conforme ja detalhado anteriormente na

introducdo deste texto. Neste ponto, € interessante lembrar que ocorre o aumento relativo do
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coldgeno fibrilar tipo III no estroma dérmico de tecidos em fase inicial de cicatrizagdo (43)
sendo cldssica a analogia entre estes tecidos e o estroma de tumores sélidos (44, 45).

Desta forma, conclui-se que, em qualquer hip6tese detalhada acima, ou mesmo em
qualquer conjunto destas hipéteses, as alteragdes que ocorrem nas fibras coldgenas presentes
no estroma do CCM tém potencial efeito pré-tumoral. Por isto, conforme ja detalhado
anteriormente na introdugao deste texto, o estudo da MEC associada ao CCM, e seus possiveis
efeitos promotores sobre este tumor, poderia contribuir para ampliar o horizonte terapéutico
desta neoplasia uma vez que ocorre, atualmente, o desenvolvimento de drogas que t€m como
alvos enzimas matricelulares como MMPs e LOXs.

Os achados deste trabalho encontram concordancias e discordancias com a
literatura prévia tratando da andlise do estroma de tumores solidos através de NLOM por SHG.
Como exemplos de concordancias, sdo descritas fibras coldgenas rarefeitas em
adenocarcinomas de esdfago (46, 47) e dermatofibrossarcomas protuberans (48) em
comparacdo com o estroma normal correspondente, sendo as fibras coldgenas também mais
finas neste ultimo tumor. Por outro lado, como exemplos de discordancias, foram descritas
fibras coldgenas mais abundantes em carcinomas papiliferos de tiredide (49), adenocarcinomas
/ carcinomas epiderméides de pulmado (50, 51) e adenocarcinomas de estomago (52) em
comparacdo com o estroma normal correspondente, sendo as fibras coldgenas também mais
espessas neste ultimo 6rgdo. E, por fim, foi descrita quantidade varidvel de fibras coldgenas em
glioblastomas multiformes, as quais mostram-se rarefeitas ou mesmo com aspecto usual, sem
diferenca de didmetro (53). Desta forma, conclui-se que sdo complexas as alteragdes das fibras
coldgenas que ocorrem no estroma associado a tumores sélidos, com variacdes quantitativas e
qualitativas entre tumores de diferentes linhagens celulares (epitelial, mesenquimal,
neuroectodérmica ou indeterminada) e também entre tumores de uma mesma linhagem celular.
Ou seja, as alteragdes quantitativas e qualitativas do coldgeno fibrilar nem sempre sdo as
mesmas durante o processo de oncogénese. Isto se deve, provavelmente, a efeitos
idiossincraticos destas alteracOes sobre cada linhagem celular ou mesmo sobre cada populagdo
celular genotipicamente distinta de um tumor de linhagem celular especifica.

Com relacdo as limitagdes metodologicas deste trabalho, cita-se,
fundamentalmente, o pequeno niimero de casos por se tratar de neoplasia rara. Desta forma, sao
necessdrios trabalhos adicionais com maior casuistica para confirmacdo dos achados descritos
ao longo deste texto e comparacao entre casos com pior e melhor progndstico. Além disto, a

selecao de todas as Rls e os cédlculos de cada varidvel textural foram realizados de forma
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manual, tratando-se de trabalho complexo com alta demanda de tempo. Para contornar tal
limitacdo, poderiam ser criados protocolos de andlise automatizada através de algoritmos
computacionais. Finalmente, limitacdes técnicas também devem ser citadas. A técnica
microscopica utilizada neste trabalho nio discrimina os tipos de coldgeno fibrilar e, portanto,
estudos adicionais sdo necessdrios para determinar a exata distribui¢do das fibras coldgenas no
estroma associado ao CCM. Destaca-se ainda que a NLOM por SHG € uma ferramenta que
exige equipamentos complexos de alto custo e operadores com qualificacdo especifica, o que

limita sua aplicacdo em larga escala.
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6- CONCLUSOES

O estudo das fibras coldgenas presentes no estroma associado ao CCM através de

NLOM por SHG e andlise textural mostra:

e Varidveis texturais (fragdo de drea, nivel de cinza médio, entropia e contraste)
com valores substancialmente menores em comparagdo com o estroma normal, o
que significa fibras coldgenas I e II rarefeitas e / ou remodeladas, o que pode ter
potencial efeito pro-tumoral.

e Tumores com fatores de pior e melhor progndstico sem diferenca em nenhuma
das varidveis texturais citadas anteriormente, 0 que sugere que sempre ocorrem os
mesmos mecanismos de remodelacdo das fibras coldgenas dérmicas, os quais

podem ser irrelevantes na determinagdo de potenciais progndsticos.
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parafina representativo do tumor, do qual sera elaborada uma lamina histologica corada em hematoxilina e
eosina. Esta lAmina serd submetida a microscopia éptica nao linear por geragao de segundo harménico para
avaliagdo das fibras colagenas através de morfometria digital.

Objetivo da Pesquisa:

O presente estudo tem como objetivo primario a avaliagao das fibras colagenas no estroma tumoral e
peritumoral do carcinoma de células de Merkel através de morfometria digital acoplada a microscopia optica
nao linear.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador:

Riscos: Nao ha risco a integridade dos participantes deste estudo uma vez que se trata de estudo
retrospectivo, que utilizara apenas material de arquivo (bloco de parafina) de tumor previamente operado.
Beneficios: Justifica-se o estudo da densidade e da organizagao das fibras colagenas da matriz extra-celular
de carcinomas humanos uma vez que isto varia entre os diversos tecidos e pode, em alguns casos, ter valor
prognostico independente. Este tema foi explorado em carcinomas cutdneos ndao neuroendocrinos
(basocelular e epiderméide), mas ndo no carcinoma neuroenddcrino primario da pele (carcinoma de células
de Merkel). O presente estudo fornecera informagdes morfométricas que poderac ser futuramente
importantes para melhor entendimento da progressao desta neoplasia.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de mestrado que sera desenvolvido no Departamento de Anatomia Patolégica. Sera
um estudo retrospectivo que pretende ter uma amostra de 13 pacientes, incluindo dados clinicos de
prontuarios e material tumoral preservado em parafina, no qual serdo feitas novas analises. Solicita-se
dispensa do TCLE, com justificativa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados adequadamente.

Recomendacgdes:

Em riscos o pesquisador deve afiram: ndo ha riscos previsiveis, pois ndo ha pesquisa sem nenhum risco.

Em beneficios, o pesquisador deve afirmar: nao ha beneficios diretos aos participantes, apenas beneficios
coletivos, e entac descrever os beneficios gerais do potencial conhecimento cientifico gerado pela pesquisa.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nao ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos andlise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agao imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ac CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugao 466/2012 , item Xl.2 letra e, “cabe ao pesquisador
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apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 04/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_918888.pdf 10:07:02
Qutros Carteira_funcional_Maria_Leticia_Cintra.l| 04/06/2017 |Maria Leticia Cintra Aceito

ipg 10:05:13
Projeto Detalhado / | Projeto_Mestrado.pdf 21/05/2017 |Maria Leticia Cintra Aceito
Brochura 22:16:55
Investigador
TCLE / Termos de | Dispensa_TCLE.pdf 21/05/2017 |Maria Leticia Cintra Aceito
Assentimento / 22:15:45
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_rosto_CONEP.pdf 21/05/2017 |Maria Leticia Cintra Aceito
22:11:37

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
CAMPINAS, 03 de Julho de 2017

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
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