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“A fox knows many things, but the hedgehog knows one important thing”

Arquiloco, século VII a.C
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RESUMO

Base tedrica

O carcinoma basocelular (CBC) ¢ o cancer de pele mais comum em humanos. Uma
desregula¢do via do SHH esta envolvida na origem da maioria dos CBCs esporadicos. Os
genes desta via mais implicados nesta carcinogénese sdo o PTCH1, SMOH e SUFU.
Mutagdes no SHH em CBCs sdo extremamente raras e sao escassos na literatura estudos
que avaliem sua expressdo proteica e suas repercussoes.

Objetivo
Investigar a expressao do ligante SHH e suas associagcdes com os fendtipos clinicos e
histopatologicos.

Métodos

92 CBCs foram incluidos, nos subtipos infiltrativo (33-35,9%), nodular (36-39,1%) e
superficial (23-25,0%) e submetidos a analise imuno-histoquimica. Dados clinicos dos
prontuarios foram recuperados e comparados. Apenas uma lesdo por paciente foi incluida.

Resultados

A marcagdo forte da proteina SHH esteve associada significativamente ao subtipo
infiltrativo em relacdo ao superficial (p=0,043). Esteve também diretamente associada a
invasdo perineural (p= 0,036) e ulceragdo (p=0,013), e inversamente proporcional a
presenca de paligada periférica bem expressa (p=0,013).

Conclusao

CBCs parecem ocorrer de forma independente de mutagdes no gene SHH. Entretanto, a
expressao da proteina ligante SHH estd associada com um perfil mais agressivo e menos
diferenciado do tumor. Mais estudos sdo necessarios para um melhor entendimento destas
associagdes.

Palavras chave:

Via Sonic Hedhehog; proteina Sonic Hedgehog; carcinoma basocelular; subtipos

histologicos



ABSTRACT

Background

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common skin cancer. Dysregulation of the SHH
pathway is involved in the origin of most sporadic BCCs. PTCH1, SMOH and SUFU are
the genes most frequently involved in the carcinogenic process. Mutations in SHH gene
in BCCs are extremely rare and there are only a few studies that evaluate its protein
expression and its implications.

Objective
To investigate SHH ligand immunohistochemical expression and its associations with
clinical and histopathological aspects.

Methods

Histologic slides of 92 BCCs were included: infiltrative (33), nodular (36) and superficial
(23) and submitted to immunohistochemical analysis. Clinical data from the medical
records were retrieved and compared. Only one lesion per patient was included.

Results

Intense expression of SHH protein was significantly associated with infiltrative tumors in
comparison to superficial (p = 0.043). It was also associated with perineural invasion (p
= 0.036) and ulceration (p = 0.013), and inversely related to the presence of well-
expressed peripheral palisade (p = 0.013).

Conclusion

CBCs appear to occur independently of mutations in the SHH gene. However, SHH-
binding protein expression is associated with a more aggressive and less differentiated
tumor profile. More studies are needed for a thorough understanding of this process.

Key words:
Sonic Hedgehog pathway; Sonic Hedgehog protein; Basal cell carcinoma; histological
subtypes
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1. INTRODUCAO
1.1 Definicao do Carcinoma basocelular

O carcinoma basocelular (CBC) foi descrito inicialmente pelo cirurgido irlandés
Arthur Jacob em 1827 (1). Em seu relato, descreveu de forma cuidadosa as bordas e a
superficie de uma lesdo que deu o nome de ulcera roedora (“ulcus rodens”). Reconheceu
sua natureza incuravel, se ndo extirpada, e sua incapacidade de dar metastases através da
andlise dos linfonodos responsaveis pela drenagem das lesdes (1). De fato, a exérese da
lesdo constitui, até hoje, a base do seu tratamento e sua capacidade de metastatizar ¢ muito

baixa, porém ndo ¢ nula (2).

A nomenclatura atual de carcinoma basocelular foi proposta pelo patologista alemao
Krompecher em 1903 (1). Tipicamente consiste em um tumor de crescimento lento,
resultado da proliferacdo anormal de queratinodcitos da pele, localizado principalmente,

mas nao exclusivamente, em areas fotoexpostas (3-5).

O CBC ¢ o cancer mais comum da espécie humana, principalmente nos individuos de
pele clara, de origem europeia, com uma incidéncia maior que todas as outras
malignidades juntas (4,6). O termo céancer de pele ndo melanoma (CPNM) compreende
principalmente o CBC e o carcinoma espinocelular (CEC). A incidéncia dos CPNM ¢ trés

vezes maior que a do cancer de pulmao que € o segundo cancer mais frequente (7).

Sua morbidade estd associada ao seu potencial de invasdo e destruicdo, j4 que a
disseminag@o metastatica ¢ rara, com uma frequéncia < 0,5%, e observada principalmente

em casos avancgados e, muitas vezes, negligenciados (2).

O CBC ¢ classificado em subtipos histologicos com diferentes perfis de agressividade
(6,8). Muito ja foi estudado sobre os diferentes subtipos histologicos do CBC,
estabelecendo diferentes prognodsticos, métodos de tratamento, e até mesmo origens

distintas entre eles (8).

A via do Sonic Hedgehog (SHH) foi inicialmente descrita em estudos sobre
diferenciagdo embrioldgica, sendo esta fundamental para a embriogénese normal (9). Ela
apresenta varios componentes, sendo sua etapa inicial a interagao da proteina ligante SHH
com seu receptor transmembrana PTCH1 (10). Entretanto, quando mais estimulada em
adultos esta via costuma estar associada a diferentes tumores, incluindo o CBC (9,11-

14). O estudo da associacao da via do SHH com o CBC permitiu o desenvolvimento de
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uma nova classe de drogas alvo destinadas as formas avancadas deste tumor nas quais a

cirurgia, padrdo ouro do tratamento, ¢ inviavel (5,15-17).

A alta prevaléncia do CBC, bem como o seu fécil acesso pela localizagdo cutanea,
permitiram um amplo entendimento de suas caracteristicas clinicas, dermatoscopicas,
fisiopatologicas e histopatologicas. Entretanto, as estratégias terapéuticas permanecem
principalmente concentradas nas abordagens cirtrgicas tradicionais como curetagem,
eletrocauterizagdo, exérese cirurgica e a cirurgia micrografica de Mohs (4,8,18,19).
Tratamentos como a terapia fotodindmica e estratégias topicas como o imiquimode € o
fluorouracil podem ser usadas em subtipos de baixo risco (19,20). A radioterapia, bem
como os inibidores da via do SHH, estariam reservados para formas avangadas e

inoperaveis (12,21,22).

1.2 Epidemiologia e fatores de risco
Sabe-se que o carcinoma basocelular tem niveis elevados de incidéncia. A Australia

tem a maior incidéncia de CBC do mundo com valores de 1041 casos por 100.000 homens

e 745 por 100.000 mulheres (23).

Alguns paises como Singapura possuem dados bastante acurados realizando registros
de incidéncia de CPNM. Neste pais a incidéncia de CBC apresentou um crescimento
anual de 3%, através da andlise dos dados de 1968 a 1997 (24). De fato, A incidéncia de
CBC vem aumentando significativamente, em uma taxa de 77% nas ultimas duas décadas
(25). Algumas das postulagdes para explicar este fenomeno incluem o envelhecimento da
populacao, mudangas no comportamento da sociedade, nos habitos de exposicdo solar,

no meio ambiente € um aumento do uso de drogas imunossupressoras (25,26).

Por outro lado, a real incidéncia desta doenga ¢ desconhecida em muitos paises pois
os canceres de pele nao melanoma (CPNM) geralmente ndo sdo contabilizados nos seus
registros de cancer (27). Isto acontece, por exemplo, no Brasil e nos Estados Unidos da
América (EUA) (3,8). Os CBCs respondem pela maioria dos CPNM, sendo normalmente
mais que o dobro dos CEC (7,23,27).

Nos Estados Unidos, um estudo de base populacional na cidade de Rochester, no
estado americano de Minnesota, calculou taxas anuais de incidéncia de CBC por 100.000
habitantes, padronizadas para a populag¢do branca dos EUA, de 175 casos em homens,

124 em mulheres e 146 combinadas em ambos os sexos (28). Estima-se que cerca de 40-
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50% dos norte-americanos brancos que viverem até os 65 anos terdo um CBC ou um
carcinoma espinocelular (CEC) (29). E estimado que 1 em cada 5 americanos estaria em
risco de desenvolver cancer de pele, sendo que 97% deles seriam CPNM (30). Cerca de
2,8 milhdes de novos casos de CBC sao diagnosticados todo ano nos EUA e estima-se

que resultem em mais de 3000 mortes anuais (25).

Dados secundarios governamentais e da Sociedade Brasileira de Dermatologia,
baseados em notificagdes de consultas dermatologicas e de servicos de patologia
cirurgica, permitem estimar um nimero de casos novos de CPNM de 115.000 em 2010,
representando 2,2% das consultas dermatoldgicas (3,31). A incidéncia variou
amplamente entre as regides, sendo de 85 casos por 100.000 habitantes na regido Sul e
25 na regido Nordeste. Entretanto, pela metodologia usada, provavelmente estes valores
estdo subestimados, ja que boa parte das consultas ndo resulta em notificagdes, alguns
casos ndo recebem tratamento cirurgico, € dos que recebem, ¢ possivel que alguns ndo
sejam enviados para servigos de patologia. Um estudo transversal de um servigo de
dermatologia de Uberlandia encontrou a maioria dos casos de CBC no sexo feminino

(59,3%) e em pacientes caucasianos (93%) (32).
Os fatores de risco para o CBC sdo divididos em constitucionais e comportamentais.

Pacientes com pele clara e fototipos baixos tem maior associagdo com o
desenvolvimento de CBC (26,33). Os fototipos sdo baseados em uma escala numérica de
I a VI que classifica a pele humana quanto a capacidade de se bronzear e de se queimar
apos exposicdo a radiacdo ultravioleta. Fototipos mais baixos, como I e II, estdo mais
propensos a queimadura solar e menos ao bronzeamento, enquanto fototipos mais altos,

como V e VI, tem maior tendéncia ao bronzeamento e menor a queimadura solar (34).

A historia de queimaduras solares na infancia e a presenca de efélides apresentam
também forte associacdo com o desenvolvimento de CBC (33). Segundo Lear e
colaboradores, a presenca de fototipo I, cabelos ruivos ou loiros, e olhos azuis ou verdes
estdo associados ao CBC com odds ratio de 1,66, 1,61 e 1,71 respectivamente (35).
Dentre os caucasianos, aqueles de origem celta, inglesa ou escandinava sdo os de maior

risco de CBC (33).
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Em afrodescendentes o CBC ¢ a segunda neoplasia de pele mais comum atras do
CEC, sendo a incidéncia 19 vezes menor que em caucasianos (36). Nestes pacientes, boa

parte destes CBCs ¢ pigmentada (37).

O risco de desenvolver um CBC aumenta consideravelmente apds o diagndstico de
um CBC prévio (38—40). Aparentemente este risco ¢ maior no primeiro ano apds o
diagnéstico do CBC inicial, sendo as chances de um segundo, terceiro e quarto CBCs de
33,17%, 13,92% e 7,47%, respectivamente, neste primeiro ano (38). Outro estudo
mostrou que o segundo CBC surgiu em média apos 38,3 meses do primeiro, com uma
taxa cumulativa de risco de um novo CBC de mais de 45,2% em cinco anos (39). Valor
semelhante ao risco de 50% de um segundo CBC em cinco anos encontrado em outro
estudo (40). Como comparativo, a taxa cumulativa de risco de CBC em uma populagao

caucasiana geral, sem historia de CBC prévio, dos EUA seria de 5% em cinco anos (39).

Pacientes com idade avangada sdo mais acometidos, de forma que mais da metade
dos casos ocorrem entre os 50 e 80 anos de idade (3). Raramente ocorre antes dos 20 anos
de forma esporddica. Os homens sdo mais acometidos (41). A incidéncia no sexo
masculino costuma ser de 30-80% maior, quando padronizado para a mesma idade (18).
Estes valores costumam ser explicados por fatores relacionados a exposi¢cdes
ocupacionais. Entretanto a incidéncia em mulheres vem aumentando, principalmente
antes dos 40 anos (42,43). Alguns fatores associados a este aumento sdo a maior
exposi¢do solar, o uso de bronzeamento artificial e a maior procura por atendimento

médico especializado dentre os individuos do sexo feminino (3).

A exposicio solar é o principal fator de risco ambiental. E proposto que o CBC ocorra
em um periodo de 10 a 50 anos ap6s o dano induzido pela radiacdo ultravioleta (41). A
exposicao solar recreacional na infancia e na adolescéncia esta fortemente associada ao
desenvolvimento de CBC (33). Um estudo de caso controle na Australia mostrou que os
imigrantes europeus apresentavam riscos menores de CBC (odds ratio variando de 0 a
0,48 dependendo do pais de origem) que os individuos nativos. Essa protecdo era

particularmente maior se o imigrante chegou apds os 10 anos de idade (44).

As exposi¢des agudas, intermitentes e as que levam a queimaduras solares parecem
estar mais associadas que a exposi¢do cronica continuada (8,18,33). Esta, por sua vez,
estd mais associada ao CEC (3,18). A proximidade ao Equador aumenta a incidéncia de

CBC. Estados americanos de menor latitude tem maior incidéncia de CBC (8). Estes
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dados refor¢am o papel da exposi¢do a radiagcdo solar ultravioleta (UV) na génese do

CBC.

A radiagdo UV parece ser importante na origem de CBC em afrodescendentes, mas
ndo para os CEC (36,37). Um estudo de caso controle comparando um grupo de
caucasianos e latinoamericanos com outro de afrodescendentes encontrou a proporg¢do de
CBC para CEC de aproximadamente 4: 1 para a cabega e pescogo. Em dareas nao
fotoexpostas a propor¢do de CBC para CEC foi de 1: 1 no primeiro grupo e 1: 8,5 no
segundo (45).

Outras fontes de radiagdo ultravioleta como as camaras de bronzeamento artificial
também estdo associadas ao CBC. Um estudo envolvendo pacientes que desenvolveram
CBC antes dos 40 anos mostrou um odds ratio de 25,0 nos usuarios de bronzeamento
(46). Uma metanalise demonstrou um risco relativo de CBC apo6s bronzeamento artificial
antes dos 25 anos de 1,4 (95% Intervalo de confianca {IC} = 1,29-1,52). Ou seja, existe

um aumento de 40% no risco de CBC em relagdo a populagdo controle (47).

Jano caso da terapia com psoraleno e UVA (PUVA), que ¢ amplamente utilizada para
tratamento de diversas afecdes dermatoldgicas, a associagdo com CBC ndo se mostrou
tdo evidente. Contudo, a associagdo com CEC ¢ fortemente descrita, principalmente

quando o paciente ¢ submetido a mais de 350 sessdes (48).

O uso de medicagoes fotossensibilizantes também pode estar associado a um aumento
do risco de CBC, particularmente nos casos de diagndstico em pacientes mais jovens. Um
estudo caso controle de base populacional mostrou que drogas fotossensibilizantes,
especialmente os antibidticos tem um odds ratio de 1,5 para o desenvolvimento de CBC

antes dos 50 anos de idade. (IC 95%: 1,1-2,1) (49).

Outros fatores de risco comportamentais incluem a exposi¢do a dgua e alimentos
contaminados com arsénico, ter sido submetido a radioterapia, e a imunossupressao. O
risco de CPNM em pacientes imunossuprimidos por transplante de orgdos solidos
aumenta significativamente (3,8,50,51). O risco de CBC aumenta em torno de 10 vezes
em relacdo a populagdo geral (51). Em comparacdo com pacientes ndo transplantados, os
paciente receptores de coracdo apresentaram aumento em 21 vezes de chance de CBC na

Australia e de 123 vezes nos EUA (50). Entretanto, a associacdo com CEC ¢ muito mais
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forte, o que faz deste o mais comum CPNM nesta populacao (41,50,51). Em pacientes
com HIV, o risco relativo de CBC foi de 2.1 (IC 95% = 1,8-2,3) (52).

Tabela 1. Fatores de risco para o desenvolvimento de CBC.

Fatores de risco associados com exposicio a radiacio UV

Exposi¢ao intermitente e intensa ao sol (especialmente na infincia e adolescéncia)

Origem étnica do norte da Europa, principalmente celta, inglesa e escandinava

Fototipos baixos

Tendéncia a queimar ao invés de bronzear

Proximidade ao equador

Historia de queimaduras solares na infancia

Uso de camas de bronzeamento

Outros fatores de risco

Exposi¢ao a radiagdo ionizante terapéutica

Exposi¢ao ao arsénico

Imunossupressido em receptores de transplantes de 6rgaos solidos

HIV

Sindromes genéticas: Sindrome do nevo basocelular, xeroderma pigmentoso, Sindrome de Bazex, albinismo

1.3 Aspecto clinicos e histologicos dos carcinomas basocelulares
O CBC se caracteriza por um baixo potencial metastatico e baixa mortalidade,

porém apresenta alto potencial destrutivo local. Exérese cirtirgica de tumores avangados
em areas como as Orbitas e a regido nasal, ou ate mesmo com invasdo de estruturas
profundas como o cérebro e outros componentes do sistema nervoso central resultam em
morbidade significativa (25). A metastase no CBC ¢ extremamente rara ocorrendo entre

0.0028 a 0.5% dos casos (2,25).

A agéncia americana National Comprehensive Cancer Network (NCCN) publicou
recomendacdes orientando condutas médicas para CPNM, no qual ela divide os CBC em

alto e baixo risco, de acordo com probabilidade de recorréncia (53).

Tabela 2. Classifica¢io dos CBC quanto ao risco de recorréncia. Adaptado da NCCN (53).
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Anamnese e exame fisico

Baixo risco

Alto risco

Localizagdo/ tamanho

Area H < 6 mm

Area M <10 mm

Area L <20 mm

Area H> 6 mm

Area M > 10 mm

Area L >20 mm

Bordas Bem definidas Mal definidas

Primario vs recorrente Primario Recorrente
Imunossupressao Ausente Presente

Local de Radioterapia prévia Ausente Presente

Patologia

Subtipo Superficial, nodular Padrido de crescimento agressivo
Envolvimento perineural Ausente Presente

A area H consiste na chamada “4rea de mascara” da face (face central, palpebras,
sobrancelhas, periorbital, nariz, labios, queixo, mandibula, pele pré-auricular e pos-
auricular / sulcos, templo, orelha), incluindo também genitalia, maos e pés. Tumores

localizados na area H necessitam de menores dimensdes para se tornarem de alto risco.

Area M seria a das bochechas, testa, couro cabeludo e pescoco. Area L, por fim, o

tronco e extremidades.

Os subtipos histologicos associados com padrdo de crescimento agressivo incluem
esclerodermiforme, esclerosante, infiltrativo e micronodular e estdo associados a altas
taxas de recorréncia ¢ destrui¢do tecidual extensa (6,53,54). Entretanto, os diferentes
subtipos guardam relagdo ndo apenas com o progndstico, ja que possuem apresentacao

clinica e mesmo dermatoscdpica distinta (55).

As caracteristicas clinicas do CBC s3o dependentes de sua variante clinico-
histologica, podendo variar de papulas, nddulos ou placas geralmente eritematosas. A
superficie costuma ser lisa e de brilho perolado. E um tumor que pode ulcerar com
facilidade ou apresentar erosdes. As variantes clinico-histologicas mais frequentes sdo a
superficial, a nodular e a infiltrativa, sendo os demais classificados como variantes

incomuns (8,27).
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E classificado em diferentes subtipos histoloégicos sendo que todos eles
compartilham a presenca de agregados de queratindcitos basaldides cercados por tecido
estromal e demonstram tipicamente uma conexdo com a epiderme. A seguir, os principais

subtipos clinico-histolégicos serdo abordados:
a) Nodular

E a forma mais comum respondendo por 50 a 79% dos casos (6,54,56). Clinicamente
se apresenta como uma papula eritematosa com superficie perolada brilhosa, translucida
por vezes bocelada, com pequenas telangiectasias arboriformes. O crescimento tumoral
pode resultar em eros@o ou até ulceracdo central que se tornam recobertas por crostas e
adquirindo bordas firmes e elevadas que preservam as caracteristicas clinicas da papula
inicial e podem servir de pista diagnostica (6,8). 90% dos CBC nodulares se localizam na

cabec¢a. Predominam nas regides malares, sulcos nasolabiais, fronte e palpebras (56).

Histologicamente se caracteriza por ninhos discretos, grandes ou pequenos, de
células basaloides (semelhantes as da camada basal da epiderme) localizados na derme
papilar e na reticular acompanhados por uma caracteristica retracdo tumoral com
formag¢do de uma fenda no contato com o estroma. As células estdo dispostas em forma
de paligcada periférica nos ninhos tumorais. Mitoses sdo incomuns. A ulceragcdo pode estar
presente e a necrose pode levar a formacao de espacos cisticos dentro de tumores maiores.
Recebe o nome de nddulo cistico quando estes espagos sdo preenchidos por mucina. E
comum apresentarem um componente superficial ou micronodular. Transicdo para

formas de crescimento agressivo pode ocorrer (6).
b) Superficial

E o segundo subtipo mais comum (8,54,56). A lesdo normalmente se apresenta
como uma placa ou macula bem delimitada, eritematosa, descamativa (8). Responde por
cerca de 15% dos casos (56). Areas de atrofia espontinea podem acontecer levando &
formacao de areas hipocrdmicas. Uma borda elevada pode se formar, normalmente pela
confluéncia de pequenas papulas translicidas de brilho perolado. Diferente de outros
subtipos de CBC o superficial predomina no tronco e extremidades (6,27,54,56). Costuma

acometer pacientes mais jovens que os demais (8).

Histologicamente se caracteriza por uma proliferacao de células basaloides atipicas
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que formam um eixo paralelo a superficie epidérmica e demonstram uma retracdo em
forma de fenda das células da palicada em relacdo ao estroma subjacente (6). As fendas
resultantes podem ser ocupadas por material mucoide que cora pelo alcian blue. Mitoses

sdo raras. Um infiltrado linfocitico em faixa pode estar presente.
c) Infiltrativo

Considerado um subtipo de alto risco, ¢ mais agressivo que o CBC nodular e
superficial, pois costuma apresentar disseminacao subclinica. Corresponde a cercade 5 a
15 % dos casos de CBC (8,53,54,56). Muitos autores o classificam no mesmo subtipo que
o esclerodermiforme pelas suas semelhancas clinicas e histopatoldgicas (8,56).
Normalmente se apresentam como placas infiltradas ou atroficas, de limites imprecisos,
superficie lisa, brilhante, de cor rdsea-marfim (8). Telangiectasias podem estar presentes.
Muitas vezes hé atrofia e o aspecto ¢ semelhante a uma cicatriz. As lesdes costumam ser
discretas, mas podem desenvolver erosdes recobertas por crostas. Se apresentam

tipicamente em areas fotoexpostas, com 95% deles no segmento cefélico (56).

O CBC infiltrativo se apresenta na histopatologia com ninhos de formato irregular,
cujos contornos periféricos se apresentam de forma espiculada, com alongamentos com
aspecto de corddes de células basaloides que se estendem através do estroma (6,54). Este
¢ fibrético com densos feixes de colageno. Os corddes de células tumorais contem de
cinco a oito células de espessura. E comum a atividade mitotica e a necrose destas células.
A paligada periférica ¢ pouco desenvolvida e as retracdes em fendas sdo incomuns (54).
O crescimento tumoral acontece de forma pouco circunscrita, podendo invadir derma,
hipoderma e mesmo estruturas musculares adjacentes. O risco de invasdo perineural €

bem maior neste subtipo (6).

1.4 Fisiopatologia e a via do Sonic Hedgehog
Os genes que modulam o ciclo celular se dividem classicamente em proto-

oncogenes: aqueles que estimulam o crescimento, a divisdo celular e a sobrevivéncia das
células; e os genes supressores tumorais: aqueles que ajudam a prevenir o crescimento
celular desenfreado e promovem a reparagdo do DNA e a ativag@o do ponto de verificagdo
do ciclo celular. Portanto, as principais alteragdes genéticas envolvidas, de forma
genérica, na carcinogénese sao mutacdes de ganho de fungdo em proto-oncogenes, ¢

mutagoes de perda de fun¢do em genes supressores tumorais (57).
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Por muito tempo a tnica alteragdo molecular genética reconhecida na carcinogénese

do CBC foi a mutacdo no gene supressor tumoral P53 (58,59).

Os CBCs sdo canceres sem uma lesdo precursora, que surgem de novo, cuja origem
celular permanece controversa (41,60). As células tumorais que o compde tem um aspecto
morfoldgico que lembra a camada basal da epiderme, sendo esta a origem de seu nome.
Por muito tempo se advogou que o CBC fosse originario das células tronco do bulbo do
foliculo piloso. Entretanto, existem evidéncias de que elas sejam derivadas das células
pluripotentes da epiderme interfolicular e da camada superior do infundibulo piloso (a
parte da epiderme que conecta o foliculo a epiderme interfolicular). Um estudo realizou
analise clonal de células de camundongos mutantes de forma constitucional para o gene
Smoothened e identificou o surgimento das células tumorais a partir das células
progenitoras residentes da epiderme interfolicular e do infundibulo superior, mas nao

observou tal ocorréncia nas células pluripontentes do bulbo (61).

O gene Smoothened (Smo em camundongos e na Drosophila; SMOH em humanos) ¢
um dos componentes da via do Hedgehog (Hh) cuja ativacio se mostrou fundamental na

fisiopatologia do CBC (58).

Os estudos da via de sinalizagdo do Hedgehog (Hh) se iniciaram com a descri¢ao do
gene Hedgehog em 1980, na Drosophila melanogaster, a mosca da fruta, em estudos de
vias de diferenciacdo embrioldgica por Nusslein-Volhard e Wieschaus (62). Os estudos
desta via nesta espécie identificaram o gene patched (ptc na Drosophila;, Ptchl em
camundongos; ¢ PTCH1 em humanos), que apresentou forte homologia com uma

sequéncia identificada em humanos, o patched 1 (PTCH1) (58,63—66).

Embora um unico gene Hh tenha sido identificado na Drosophila, foram
encontrados trés homologos deste gene em vertebrados: o Sonic Hedgehog, o Desert
Hedgehog e o Indian Hedgehog (11,67,68). Curiosamente, os mecanismos de
processamento e secre¢ao do Hh parecem ter sido preservados ao longo da evolucido e se
aplicam a todas as isoformas encontradas em mamiferos (69,70). Todos os trés sdo
ligantes da via com importancia no desenvolvimento embrionario e na organogénese
(71,72). Entretanto, O Sonic hedgehog (SHH em humanos; Shh em camundongos) ¢ o
mais potente dos trés ligantes e o mais comumente expresso e caracterizado em tecidos
embrioldgicos e adultos (70,73-75). Ele ¢ ativo na vida embriondria, sendo extremamente

importante na embriogénense normal (75,76). Nos adultos, em condi¢des fisiologicas,
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costuma estar inativo, exceto na funcdo de regeneragdo de tecidos e regulacdo da

proliferacdo celular (11,76).

A superativagao desta via pode levar a formacao de tumores solidos em diferentes
tecidos. Dos trés ligantes Hh, o SHH ¢ o dominante na oncogénese (77). Existem
evidéncias do envolvimento da via do SHH na carcinogénese de diversos tumores como
os CBCs na pele, meduloblastomas, gliomas no sistema nervoso central,
rabdomiossarcomas, canceres de pulmao de pequenas células, de pancreas, de prostata,
do trato digestivo e formas de leucemia (12,14,78-85). Em uma revisdo publicada na
revista Science, os autores estimaram que a ativagdo continua da via do Hh estaria
implicada no crescimento de canceres de origem endodérmica que juntos seriam

responsaveis por 25% das mortes por cancer em seres humanos (86).

Os componentes centrais desta via de sinalizacdo consistem em um ligante (um dos
trés homologos do Hedgehog [Hh]), um receptor de membrana com regulagdo negativa
(Patched [PTCHI1]), um receptor com regulacdo positiva (Smoothened [SMOH]) e os
fatores de transcricdo (GLI1, GLI2 e GLI3) do oncogene associado ao glioma (GLI)
(9,10,12,58).

A via do Hh se inicia com a produgdo e secre¢do do ligante Hh por uma célula
secretora (Figura 1). Esta secrecao se inicia quando o dominio C-terminal do polipetitideo
Hh catalisa uma transferéncia de colesterol intramolecular que resulta na formacao de um
dominio de sinalizacdo no terminal N do Hh (HhN) (87). A modifica¢do do colesterol
permite a associagdo do Hh com a membrana celular e facilita o processamento da
molécula que resulta em HhN ativo (76,88). Este ¢ entdo secretado para exercer sua
funcdo em tecidos distais cuja interag@o ¢ proporcional ao seu gradiente de concentragdo
nestes locais (10,76,89). Diversas moléculas podem se ligar ou interferir com as
concentragdes de Hh no meio, entretanto sua principal interacdo se dd na membrana da
célula alvo com o receptor Patched (PTCH1). Este receptor foi encontrado em todas as

espécies analisadas (86,90).

Na auséncia do ligante SHH, o PTCHI inibe catalicaticamente a atividade da
proteina transmembrana Smoothened (SMOH), um tipo de receptor com sete segmentos
transmembranares (91). O supressor de fusdo (SUFU), um regulador negativo da via,
funciona entre 0o SMOH e os fatores de transcrigdo GLI (92). Neste contexto o SUFU

liga-se diretamente aos fatores de transcri¢do GLI e os ancora no citoplasma impedindo
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a ativagdo dos genes alvos do GLI (93). O sequestro dos GLI pelo SUFU impede sua
translocacdo nuclear e promove a fosforilagdo e o processamento dos GLI em um
repressor truncado, sendo por fim submetidos a clivagem proteossdmica o que termina

por inibir a via do SHH (94).

Nos vertebrados, sdo trés os fatores de transcri¢do GLI (GLI1, GLI12 e GLI3), sendo
o GLIl o ftnico ativador transcricional completo funcionando em um ciclo de
retroalimentagdo positiva da via. GLI2 funciona como um ativador trancricional,

enquanto o GLI3 atua como principal repressor da transcri¢ao (95,96).

A ligacdo do SHH ao PTCHI resulta em perda da atividade do PTCHI e
consequente ativagdo do SMOH (76,91). Este leva a transducdo do sinal do Hh ao
citoplasma permitindo, por fim, a ativacdo da familia GLI de fatores de transcrigao
(86,89,97). Em resposta a ligacdo do ligante SHH, o GLI2 se acumula no cilio priméario

e impulsiona a ativagdo transcricional, superando a regulacdo negativa do GLI3 (98).

Os principais componentes da via do Hh, incluindo o PTCH1, SMOH, SUFU e as
proteinas GLI se localizam dinamicamente em uma estrutura denominada de cilio
primario (99,100). Este corresponde a uma pequena organela formada a partir de
microtiubulos que se projeta da superficie de células de vertebrados (100). Apoés a ligagao
com o ligante SHH, PTCH1 deixa a base do cilio enquanto o SMOH se acumula em seu
interior. Os cilios também participam da inibi¢do da via mediando o processamento
proteolitico do GLI em seu derivado truncado desligando os genes alvo (100). Além disso,
a localizacdo precisa das proteinas dentro do cilio primario ¢ importante para a transdugao

do sinal (9).

Na oncogénese de mamiferos, as proteinas SMOH ativadas se localizam no reticulo

endoplasmatico e sofrem uma internalizacao apos ativag¢ao da via (101,102).

A relacdo de sinalizacdo do Hh comecou a ser relacionada com o cancer apds o
relato de mutagdes com perda de fun¢do do PTCH em pacientes com a sindrome do nevo
basocelular (SNBC) ou Sindrome de Gorlin (63,103). A SNBC, descrita em 1960 (104),
¢ um distirbio autossdmico dominante caracterizado principalmente por multiplos CBCs,
depressoes disceratdticas cutaneas palmo-plantares e queratocistos odontogénicos (105).
Estes pacientes apresentam uma muta¢ao em um alelo do gene do PTCH1 que resulta, na

maioria dos casos, em uma proteina PTCH1 truncada, significando um alelo sem fung¢ao
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(106). Os portadores desta sindrome apresentam uma predisposicdo a uma série de
tumores além do CBC como meduloblastomas, rabdomiossarcomas e meningiomas

(105).

de GLI

-
o e e e

Figural. Esquema da via do SHH em vertebrados. A via se inicia com a secregdo do ligante SHH. Este interage com o seu
receptor transmembrana PTCH1. Na auséncia do ligante, o PTCH]1 inibe a atividade do Smoothened (SMOH), um receptor do
tipo acoplado a proteina G, provavelmente, por evitar que este se localize junto a superficie celular. O SMOH inibe o supressor
de fusdo (SUFU), um regulador negativo da via. A ligagdo do SHH ao PTCHI1 libera a inibicdo do SMOH e inicia a cascata de
sinalizagdo ativando varios genes importantes, incluindo membros do fator de crescimento transformador, familia de proteinas
Gli e Wnt, bem como o proprio PTCHI. Existe também outra proteina que interage com o HH, o HIP (Hh-interacting protein)
que pode atenuar a sinalizagdo de SHH devido a sua alta afinidade de ligagdo com o ligante.

A ideia de que a via de sinalizacdo do SHh estava envolvida na oncogénese foi
reforcada pela descoberta em CBCs esporadicos de mutagdes no PTCH1 (59,64) e SUFU
(58) além de mutagdes de ganho de fungdo no SMOH (107). Inativagdo em ambos os
alelos do PTCHI1 leva a uma regulagdo positiva da via do SHH, dessa forma ele seria um
gene supressor tumoral classico (58). Mutagdes recorrentes no SMOH podem também

levar a uma ativagao aberrante da via Hh e promover a formagao de tumores (107).

Além da génese tumoral, estudos com leucemia mieldide cronica e cancer de mama
relacionaram a via do SHh na manutencdo das células tronco tumorais, permitindo sua

propagag¢ao e renovagao, além da disseminagdo metastatica (108,109).

A radiacdo UV induz a mutagdes especificas, de substituicdo de bases nitrogenadas,
no genoma humano que recebem o nome de “assinatura UV” (110). Varios estudos

identificaram este padrao especifico de alteragdes nas mutagdes somaticas do PTCHI1
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(111-113). Um estudo de revisao estimou que cerca de metade das mutacdes somaticas
de PTHCI apresentam as “assinaturas UV” (114). Assim, a radiacdo UV pode causar uma
mutagdo de inativacdo do gene PTCH que levaria a uma desregulagdo da via com
estimulagdo da proliferagdo celular, correlacionando a carcinogénese do CBC a radiagdo

UV que ¢ o seu principal fator de risco.

O conhecimento desta via levou ao desenvolvimento de uma nova classe de drogas
como alternativa ao tratamento do CBC avangado. Constituem uma forma de terapia alvo

sendo chamados de inibidores Smoothened, uma referéncia a proteina alvo da via.

A ciclopamina foi a primeira droga desenvolvida. Trata-se de um alcaloide
esteroide, com relatos de causar malformagdes como ciclopia e holoprosencefalia. Foi
isolada da Veratrum californicum, um lirio subalpino, com forte potencial de se ligar ao
SMOH e inibir a sinalizagdo da via do SHH (115,116). Apesar do comprovado efeito em
inibir o crescimento tumoral, ndo chegou a ser usada em humanos pelo perfil de efeitos

colaterais que apresentou em modelos animais (117,118).

O primeiro inibidor SMOH aprovado pelo U.S. Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de CBCs avangados foi o vismodegibe que comegou a ser
comercializado em 2012. O vismodegibe se liga diretamente ao SMOH, com alta
afinidade e especificidade, inibindo a ativagdo dos fatores de transcricdo GLI (17,119).
Atualmente esta indicado para tratar, em pacientes adultos, CBCs metastaticos, ou CBCs
localmente avancados, recorrentes, que ndo sdo candidatos a cirurgia ou radioterapia
(120), tendo se mostrado efetivo em suprimir o crescimento do CBC com acao tumoricida
e tumoristatico (121,122). Em ensaios clinicos o vismodegibe levou a regressdo tumoral,
e mostrou eficicia e seguranca sustentada em seguimento de 12 meses em pacientes com

CBC avancado (123).

Entretanto, em um relato de tratamento em meduloblastoma o progresso do
tratamento cessou apos trés meses sendo esta falha atribuida a uma nova mutag¢do no
SMOH (124). Estudos identificaram novas muta¢des no SMOH que seriam responsaveis

pela resisténcia tumoral adquirida do meduloblastoma (125,126).

O CBC ¢ um cancer mais indolente que o meduloblastoma, e as respostas
encontradas t€m sido mais duradouras. Contudo, uma mutacao no SMO secundaria foi

identificada em um CBC de crescimento progressivo de um paciente em tratamento com
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vismodegibe, sugerindo que mecanismos similares ao do meduloblastoma de resisténcia

adquirida possam ser aplicados ao CBC (17).

Em 2015, o sonidegibe foi também aprovado para o tratamento de CBC avangado
(9,127). Inimeros outros inibidores do SMOH estao em estudo com humanos contra

CBCs como erimodegibe, XL.-139, itraconazol, posaconazol e saridegibe (128—130).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias para localizar e selecionar as informacées

Esta revisdo da literatura estd focada nos aspectos relacionados aos principais

componentes da via do SHH no contexto da carcinogénese do CBC. Também focamos

nos ensaios de imuno-histoquimica dos componentes da via e sua relagdo com os subtipos

histoloégicos do CBC. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados:

PubMed e Embase. Foram realizadas buscas através dos termos: “basal cell carcinoma”,

“histologic subtypes”, “sonic hedgehog pathway”, “sonic hedgehog”, “PTCH” e

“smoothened”. Suas combinagdes estdo apresentadas na Tabela 1.

Resultados com a combinagio de palavras-chave.

Figura 2: Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentam os objetivos deste estudo.

basal cell carcinoma AND histologic subtypes AND sonic hedgehog pathway

Pubmed

Embase

Artigos encontrados

Selegdo por titulo

Selecionados

basal cell carcinoma AND histologic subtypes

Pubmed Embase
Artigos encontrados 137 214
Selegdo por titulo 12 29
Selecionados 5 7

basal cell carcinoma AND histologic subtypes AND Immunochemistry

Pubmed Embase
Artigos encontrados 20 3
Selegdo por titulo 3 2

Selecionados

basal cell carcinoma AND sonic hedgehog

Pubmed Embase
Artigos encontrados 216 985
Selegdo por titulo 35 86
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Selecionados

22

31

basal cell carcinoma AND smoothened

Pubmed Embase
Artigos encontrados 267 550
Selegdo por titulo 36 75
Selecionados 20 29

basal cell carcinoma AND PTCH

Pubmed Embase
Artigos encontrados 386 341
Selegdo por titulo 46 52
Selecionados 19 23
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4. MARCO CONCEITUAL

As principais alteragdes necessarias para a carcinogénese do CBC sdo as mutagdes de
perda de fung¢do no PTCHI1. Portanto, os acontecimentos fundamentais ocorrem a jusante
do PTCHI1, de forma que o ligante SHH, ndo participaria deste processo. Sabendo que o
ligante SHH inativa o PTCHI, exercendo fung¢do semelhante a estas mutagdes,
investigamos se a expressao da proteina SHH exerce alguma funcdo na carcinogénese do
CBC, bem como se a sua expressdo esta associada aos fendtipos mais agressivos e aos

marcadores histopatologicos de agressividade.
ﬂ-ﬂ:
eh
= P
celular /

ransmem rana

istelogicos

-

subtipos

Figura 3. Marco conceitual esquematico do projeto de pesquisa.
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3. JUSTIFICATIVA
Estudos de microarranjo de DNA identificaram um perfil recorrente de genes, nas

amostras de CBC estudadas, que estariam implicados na oncogénese deste tumor,
principalmente relacionados com as func¢des de motilidade celular, morfogénese celular,
regulagdo do ciclo celular, adesdo e migracdo celular, metabolismo celular e genes
envolvidos com a matriz extracelular (131-133). Este perfil genético com regulagao
positiva de genes relacionados a proliferagdo celular e a matriz extracelular parece

explicar o comportamento de crescimento expansivo e raramente metastatico do CBC.

Embora alguns estudos tenham mostrado um perfil semelhante de genes entre os
diferentes subtipos histologicos de CBC (132,133), existem evidéncias de que estes
subtipos possam apresentar categorias de genes especificas, que estariam relacionadas ao

comportamento e morfologia diferentes destes subtipos tumorais (131).

Dentre os genes envolvidos na génese de CBC, aqueles que aumentam a sinalizacao
da via do SHH se mostram particularmente cruciais (58,134). Estima-se que até 90% dos
CBCs esporadicos possam ter alguma alteragdo molecular em um componente da via do

SHH (58,59,66,112,114).

Esta associagdo parece guardar relacdo com o nivel de atividade de sinalizagdo. Um
estudo com camundongos mutantes mostrou que niveis modestos de desregulagdo da via
SHH levaram ao desenvolvimento de hamartomas foliculares basaloides cutaneos,
enquanto que niveis elevados de sinalizagdo foram determinantes para o desenvolvimento
de CBCs. Assim, niveis diferentes de atividade de sinalizacdo da via SHH estdo

implicados em fendtipos tumorais distintos (135).

Dessa forma, pode-se inferir que os diferentes subtipos histologicos possam cursar
com diferentes niveis de atividade dos componentes da via do SHH. Contudo, essa
diferenga ndo foi um achado universal nos estudos. Um estudo de 1997 analisou o RNAm
do PTCHI em 36 CBCs de 22 pacientes, sendo 20 tumores de pacientes com sindrome
do nevo basocelular e 16 CBCs esporadicos. Foi encontrado marcag@o positiva em todos
os CBCs examinados, e marcacdo classificada como forte foi vista em 2 de 7 CBCs

infiltrativos, 8 de 23 CBCs nodulares e 0 de 6 CBCs superficiais (136).

Em uma andlise do perfil genético através de microarranjos de DNA de 23 CBCs

com os subtipos superficial, nodular e esclerodermiforme, foi encontrado que alguns
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genes da via do SHH estavam expressos nos trés subtipos, porém, sem deixar claro se
houve diferenca estatistica nos graus de expressdo destes genes entre os subtipos

histolégicos (131).

Outro estudo que avaliou a expressdo de RNA mensageiro em 25 CBCs detectou
diferenga nos niveis de PTCH1 e SMOH entre os subtipos histoldgicos, com niveis
elevados nos CBCs nodulares e indetectdveis nos superficiais (14). Entretanto, em outra
andlise de microarranjo de DNA, com uma amostra de 20 CBCs nodulares e superficiais,
foi encontrado niveis elevados de PTCH1 em ambos os subtipos, sem diferenca estatistica
entre eles (133). Neste estudo, o perfil genético dos CBCs foi comparado com amostras
de pele normal. Os niveis de PTCH1 e de GLI2 estiveram elevados significativamente,

porém, os niveis de SHH ndo apresentaram alteragdes significativas (133).

O gene SHH se mostrou importante para o desenvolvimento embrioldgico humano
quando foram identificadas mutagdes germinativas como responsaveis pelo
desenvolvimento da holoprosencefalia, uma sindrome que cursa com malformagdes
cranio faciais e retardo mental ao nascimento (137). De uma forma geral, as mutacdes
associadas ao CBC ndo guardam relacdes com a holoprosencefalia. Entretanto, foi
relatado em 2012 um caso de transloca¢do envolvendo o gene SHH associada a uma
superexpressdo da proteina SHH em um homem de 41 anos com caracteristicas
fenotipicas de uma holoprosencefalia leve e diversos CBCs avancados, com historia de

terem se iniciado aos 9 anos (138).

Um estudo de 1997 com camundongos mutantes com ativagdo constitutiva do
ligante Shh levou ao desenvolvimento de CBCs num periodo de apenas quatro semanas
sem outros estimulos carcinogénicos nestes animais (77). Em outro estudo, a
superexpressdo do Shh também induziu em poucos dias a formagao de multiplos CBCs
em camundongos transgénicos (139). Estes autores, respaldados por estes achados,
realizaram uma triagem em tumores esporadicos humanos e encontraram SHH mutantes
em 1 de 43 CBCs, 1 de 14 meduloblastomas e 1 de 6 carcinomas de mama (139), com
estes 3 tumores apresentando a mesma alteragdo em comum: a mutagcdo missense H133Y.
Assim, ganhou for¢a a ideia de que o SHH pudesse ser um importante oncogene

envolvido na formacao de diversos tumores humanos.

Entretanto, analises subsequentes ndo identificaram esta mutacdo nem nestes, nem

em outros tipos tumorais (140,141). Além disso, estudos seguintes evidenciaram que o
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principal papel oncologico da via do SHH se faz através de mutagdes de perda de funcdo
do PTCHI1 e do SUFU, e as de ganho de funcdo do SMOH. Alteracdes somadticas nestes

genes levariam a uma ativacao constitutiva da via SHH e a transdugdo dos genes-alvo.

De fato, mutagdes nestes genes estdo envolvidas com génese da maioria dos CBCs
esporadicos, sendo as do PTCHI1 encontradas em 30-60% (14,59,64,65,112) dos casos
seguidas pelas no SMOH ou SUFU (10-20%)(14,107,112,142). Ja as mutagdes no SHH

se mostraram extremamente raras.

Os PTCHI1 e o SMOH foram amplamente estudados no CBC, seja na expressao
génica, no RNAm bem como a expressdo dos seus produtos proteicos e as suas relacdes

com a formagdo tumoral e os diferentes fendtipos tumorais.

Sabendo da raridade das muta¢des no SHH na carcinogénese do CBC, os principais
acontecimentos para a formag@o tumoral parecem acontecer a jusante na via. Porém, nao
fica claro se a proteina ligante SHH exerce alguma influéncia nesse processo. Estudos
que avaliam a expressdo da SHH neste tumor e sua relagdo com o comportamento tumoral
sdo escassos na literatura. Portanto, resolvemos investigar como se d4 a expressao da
proteina ligante SHH e sua correlagdo com as caracteristicas histologicas dos CBCs, bem

como com os parametros relacionados com agressividade e pior prognostico tumoral.

Hipotese em estudo:

A proteina ligante SHH pode influenciar o fenotipo clinico-histopatolégico dos

carcinomas basocelulares.

31



4. OBJETIVOS:
4.1 Objetivo Principal
Investigar a expressdo IHQ da proteina ligante SHH e suas associagdes com

caracteristicas clinico-histologicas de CBCs em pacientes atendidos no Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

4.2 Objetivos secundarios
Descrever os achados clinico-histoldgicos de uma amostra de pacientes com CBC

avaliados pelo Servico de Dermatologia no HCPA.

Identificar possiveis caracteristicas clinicas do paciente e histologicas do tumor que
podem diferenciar a expressao do ligante SHH como localizagdo do tumor em areas
fotoexpostas, imunossupressdo do paciente, idade, invasdo perineural do tumor,

ulceragdo, expressao de palicada periférica, cor da pele e pigmentacao tumoral.
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6. ARTIGO
Plano de submissdo na revista The Journal of Pathology.

Sonic Hedgehog-binding protein expression is associated with aggressive
histopathological features in basal cell carcinoma.

ABSTRACT

Background

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common skin cancer. Dysregulation of the SHH
pathway is involved in the origin of most sporadic BCCs. PTCH1, SMOH and SUFU are
the genes most frequently involved in the carcinogenic process. Mutations in SHH gene
in BCCs are extremely rare and there are only a few studies that evaluate its protein
expression and its implications.

Objective

To investigate SHH ligand immunohistochemical expression and its associations with
clinical and histopathological aspects.

Methods

Histologic slides of 92 BCCs were included: infiltrative (33), nodular (36) and superficial
(23) and submitted to immunohistochemical analysis. Clinical data from the medical
records were retrieved and compared. Only one lesion per patient was included.

Results

Intense expression of SHH protein was significantly associated with infiltrative tumors in
comparison to superficial (p = 0.043). It was also associated with perineural invasion (p
= 0.036) and ulceration (p = 0.013), and inversely related to the presence of well-
expressed peripheral palisade (p = 0.013).

Conclusion

CBCs appear to occur independently of mutations in the SHH gene. However, SHH-
binding protein expression is associated with a more aggressive and less differentiated
tumor profile. More studies are needed for a thorough understanding of this process.

Key words:
Sonic Hedgehog pathway; Sonic Hedgehog protein; Basal cell carcinoma; histological
subtypes

Introduction

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common cancer, especially in fair skin
type individuals (4,6). Its incidence has increased significantly at a rate of 77% in the last
two decades (25). Major concerns about early diagnosis and treatment of the tumor are
associated with its potential of local invasion and destruction, since metastatic
dissemination is rare (2).

The histopathological features of of high-risk BCC are aggressive growth patterns
(such as infiltrative or morpheaform subtype) and perineural invasion (8,27,53). Although
some studies have shown a similar genetic profile among different histological subtypes
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of BCC (132,133), there are evidences that these subtypes may present specific gene
categories that would be related to their different behavior and morphology (131).

Among the genes involved in the carcinogenesis of BCC, those that increase the
signaling activity of the Sonic Hedgehog pathway (SHH) are particularly crucial
(58,134). It is estimated that up to 90% of sporadic BCCs may have some molecular
alteration in a component of the SHH pathway (58,59,66,112,114).

This important pathway starts with the secretion of the Hedgehog (HH) ligand
(69,86). In humans, 3 homologues were identified: Sonic hedgehog (SHH), Indian
hedgehog (IHH) and Desert hedgehog (DHH) (143). Of these, SHH is the most potent
and most commonly expressed and characterized in embryological and adult tissues
(70,73-75). SHH interacts with its PTCH1 transmembrane receptor. In the absence of the
ligand, PTCH1 inhibits the activity of Smoothened (SMOH), a G protein-coupled
receptor (10,86). SMOH inhibits Suppressor of Fused (SUFU), a negative regulator of
the pathway (10). The binding of SHH to PTCHI releases the inhibition of SMOH and
initiates the signaling cascade by activating Gli family proteins and other important genes
including PTCHI1 itself (144). There is also another protein named HIP (Hh-interacting
protein) that can attenuate SHH signaling because of its high binding affinity to the ligand
(145).

Different levels of SHH pathway signaling activity are implicated in different
tumor phenotypes (135). However, these differences are not a universal finding in studies
comparing subtypes of BCC. An analysis of PTCH1 mRNA in 36 BCCs from 22 patients,
20 with basal cell nevus syndrome (BCNS) and 16 sporadic BCC, showed positive signal
in some of the nodular and infiltrative BCCs and none of the superficial (136). A DNA
microarray of 23 CBCs found that some genes of the SHH pathway were expressed in
superficial, nodular and sclerodermiform subtypes, but it was not clear if there was
statistical difference in the degrees of expression among the histological subtypes (131).
Another mRNA study of PTCH1 and SMOH in 25 BCCs detected elevated levels in
nodular and undetectable levels in the superficial subtype (14). However, an additional
DNA microarray analysis on 20 nodular and superficial BCCs, revealed high levels of
PTCHI in both subtypes, with no statistical difference between them (133). When
compared with normal skin samples, the levels of PTCHI and GLI2 were significantly
elevated, but the SHH levels did not show significant alterations (133).

The SHH gene is important for human embryological development since germline
mutations lead to the development of holoprosencephaly syndrome (137). In general,
mutations associated with BCC are not related to holoprosencephaly. Mutant mice with
constitutive activation of the Shh ligand developed BCCs in a short period with no other
carcinogenic stimuli (77). In another study, the overexpression of Shh also induced the
formation of multiple BCCs in transgenic mice in a few days (139). These authors,
supported by these findings, screened human sporadic tumors and found SHH mutants in
1 of 43 BCCs, 1 of 14 medulloblastomas and 1 of 6 breast carcinomas (139), with these

50



3 tumors showing the same mutation: H133Y. Thus, the idea that SHH might be an
important oncogene related to the formation of several human tumors was strengthened.

Conversely, subsequent studies have not identified this mutation in these tumors
nor in other tumors types (140,141). Definitely, the main oncological role of the SHH
pathway in sporadic BCCs is through mutations of loss of function of PTCH1 gene (30-
60% of the cases) (14,59,64,65,112); followed by the gain of function of SMOH and loss
of function of SUFU (10-20% of cases) (14,107,112,142). On the other hand, mutations
in SHH are extremely rare.

SHH mutations are not important in BCC carcinogenesis, consequently the main
events occur downstream in the pathway. On the other hand, it is not clear whether the
SHH binding protein exerts any influence on this process. Studies evaluating the
expression of SHH in this tumor and its relation with tumor behavior are scarce in the
literature. Therefore, we investigated SHH-binding protein expression and correlated
with histopathological features of BCCs.

Methods
BCC cases

It is a cross-sectional study in which we retrospectively selected 92 BCC lesions
of patients treated in the Department of Dermatology of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Of these 33 were of infiltrative (iBCC) subtype, 36 were nodular (nBCC) and 23
were superficial (sBCC). All samples included were removed by excision of the entire
lesion. The following patient data were retrieved from the medical records: age, gender,
Fitzpatrick’s skin type, tumor location, history of other skin cancers, history of other types
of cancers, immunosuppression, previous radiotherapy at the site of the tumor, smoking
and other comorbidities. Only one tumor per patient was included.

Patients with syndromes predisposing to non-sporadic BCCs such as Gorlin
syndrome and xeroderma pigmentosum were not included in the study.

Immunohistochemistry (IHC)

Paraffin-embedded tissue sections from the lesions were processed according to
standard immunohistochemical procedures described in details elsewhere (146). Slides
were pre-heated, deparaffinized in xylene, and hydrated in decreasing alcohol solutions.
For the SHH antibody, the slides were subjected to antigen retrieval with citrate buffer.
The slides were then incubated with the primary antibodies for 18 h at 4 °C. For the
negative control, the primary antibodies were omitted in the reactions. We used in this
study Sonic Hedgehog primary antibody (AB73958; Abcam Biotechnology, Cambridge,
Massachusetts, USA; 1: 100 dilution)
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The SHH ligand protein expression was evaluated in a qualitative and a
quantitative analysis. Qualitative analysis was based in intensity expression and was
graded ranging from 0 (no staining) to 1+ (mild), and 2+ (intense) We also observed the
percentage of stained tumor cells. Immunohistochemical slides were evaluated by two
observers (AC and LL). Any discrepancy between the observers was discussed and
resolved by consensus.

Histopathological features analysis

All lesions were evaluated by two observers (AC and LL) in hematoxylin and
eosin staining to define the following histopathological features: peripheral palisade,
perineural invasion, pigmentation, ulceration, histologic margins, thickness, elastosis
intensity and elastosis depth.

Statistical analysis

Pearson's chi-square test was used for the association of the histological subtype
with clinical characteristics of the cases studied; with SHH staining intensity variables;
and with other histological parameters.

ANOVA analysis was used for the association of percentage of stained cells
(mean) with BCC histological subtypes.

The Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's test with adjustment for
Bonferroni's multiple comparisons was used to evaluate the number of previous BCCs
among the histological subtypes; as well as intensity and depth of elastosis between
histological subtypes.

Chi-square for linear trend's test was used to evaluate the association of SHH
ligand protein expression with histopathological features of BCCs. Statistically
significant difference was considered with p-values < 0,05.

Results

We evaluated 92 cases, 60 (65.2%) males and 32 (34.8) females. The age of the
diagnosis of BCC ranged from 34 to 88 years, with a mean of 63.74 (SD+12.95 years).
Only 5 patients (5.4%) were less than 40 years old. Patients with fair skin (skintypes I to
IIT) corresponded to 94.6% of the cases. Head and neck were the most frequent location
of the lesions (60.9%) (table 1). Regarding the mean age at diagnosis (table 2), patients
with iBCC and nBCC were significantly older than patients with sSBCC (p 0.006 and 0.007
respectively). The sCBC presented preferentially in the sun-protected areas when
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compared to the other subtypes (p = 0.001). Fourteen (15.2%) of the cases were already
recurrent when included in the study (data not shown).

Tumor thickness ranged from 0.6 to 5.0 mm. The mean thickness, excluding
superficial BCC, was 2.1647 mm (SD + 0.965). The size of the lesions ranged from 0.3
cm to 6.0 cm, the latter being a superficial BCC. The median size was 0.8 cm. Solar
elastosis was evaluated for intensity and depth. More intense and deep levels were more

associated with the infiltrative and nodular subtypes when compared to the superficial
subtype, and there was no statistical difference between the first two. Further data on
histopathological characteristics of the samples are demonstrated in table 3.

Table 1. Clinical characteristics of patients presenting BCC that were included in the study.

I I I v \Y%
Skin type- n (%)
33.3) 44 (47.8) 40 (43.5) 4(4.3) 1(1.1)
Previous BCC- n 0 1-3 46 79 10
(%)
16 (17.4) 29 (31.5) 17 (18.5) 10 (10.9) 20 (21.7)
Previous SCC-n 0 ! 2 4 3
(%)
61 (66.3) 23 (25.0) 3(3.3) 2(2.2) 3(3.3)
Previous 0 ! 2 3
1 _n (9
melanomas- n (%) 78 (84.8) 11 (12.0) 1(L1) 2(2.2)
. Previous cancer Previous radiotherapy at the
Past medical . . .
. Immunosuppression (not cutaneous) Smoking tumor site
history
-n (%) 9(9.8) 11 (12.0) 12 (13.0) 4(4.3)
) Forearm Arm Head and neck Leg Trunk
Location of the
tumor - n (%)
3(3.3) 6(6.5) 56 (60.9) 6(6.5) 21(22.8)
Table 2. Association of clinical features of the patients with histological BCC subtypes.
Infiltrative Nodular Superficial P-values
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Number (%) 33(35.9) 36 (39.1) 23 (25.0) -

Mean age
(standard 66.45 (12.77) 66.22 (13.09) 55.96 (10.01) -
deviation)
<40 yo 1(3.0) 3(8.3) 1(4.3)
Age-n (%) * 0.603
>40 yo 32(97.0) 33(91.7) 22(95.7)
M 20 (60.6) 24 (66.7) 16 (69.6)
Gender - n (%) * 0.766
F 13 (39.4) 12 (33.3) 7(30.4)
0 15.2% 25.0% 8.7%
1-3 27.3% 47.2% 13.0%
Previous B
revious BCCs 4-6 21.2% 11.1% 26.1% 0.014
(%) **
7-9 18.2% 5.6% 8.7%
10 or more 18.2% 11.1% 43.5%
Sun-exposed 28 (84.8) 28 (77.8) 9(39.1)
Location - n (%) * 0.001
Sun-protected 5(15.2) 8(22.2) 14 (60.9)

* P-values calculated by Pearson's chi-square test.

** P-values calculated using the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test with
adjustment for Bonferroni’s multiple comparisons test.

SHH ligand protein expression and histopathological features.

Intense staining (2+) was significantly more associated with the iBCC when
compared to sSBCC (table 4). See figure 1.

Also, intense staining (2+) was less associated with well-expressed peripheral
palisade, but was significantly associated with the development of perineural invasion
and ulceration (table 5).

The clinical features (skin type, previous skin cancer, immunosuppression,
previous non skin cancer, smoking, previous radiotherapy and location of the BCC) of
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the patients did not influence the SHH staining (data not shown). There was also no
influence of the patients' skin type as well as the mean age of the diagnosis.

The SHH expression pattern was cytoplasmic and the staining was classified by
the intensity and percentage of stained tumor cells (table 4). There was no difference in
expression pattern between subtypes. 24 tumors were negative for the staining.

There was no difference in SHH staining with tumor thickness measurements nor
with the depth and intensity of solar elastosis. The incidence of compromised surgical
limits was also not related to SHH expression.

Table 3. Histopathological parameters of the histological subtypes of the studied BCC.

Infiltrative Nodular Superficial P-values
Yes 1(3.0) 36 (100.0) 23 (100.0)
Well-expressed
peripheral palisade - 0.000
n (%) *
No 32 (97.0) 0(0.0) 0(0.0)
Present 12 (36.4) 0(0.0) (0.0)
Perineural invasion - 0.000
n (%) *
Absent 21 (63.6) 36 (100.0) 23 (100.0)
Present 2(6.1) 6(16.7) 3(13.0)
Pigment - n (%) * 0.392
Absent 32(93.9) 30 (83.3) 20 (87.0)
Present 19 (57.6) 12 (33.3) 2(8.7)
Ulceration - n (%) * 0.01
Absent 14 (42.4) 24 (66.7) 21 (91.3)
Histologic margins Negative 26 (78.8) 36 (100.0) 22 (95.7)
0.002
o (%) *
n (%) Positive 7(212) 0(0.0) 1 (43)
Mean 2.52 1.82 Not evaluated
Thickness (mm) 0.002
Standard deviation 0.93 0.88 Not evaluated
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Absent 0(0.0)
Elastosis intensity - n Mild 11(33.3)
0, ok
oo Moderate 13 (39.4)
Remarkable 9(27.3)
Absent 0(0.0)
Elastosis depth - n Superficial 9(27.3)
0, ok
oo Median 12 (36.4)
Profound 12 (36.4)

2(5.6)
6 (16.7)
17 (47.2)

11 (30.6)

2(5.6)
5(13.9)
22 (61.1)

7(19.4)

4(17.4)
10 (43.5)
7(30.4)

2(8.7)

4(17.4)
9 (39.1)
8 (34.8)

2(8.7)

0.006

0.006

* P-values calculated by Pearson's chi-square test.

** P-values calculated using the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn test with adjustment for Bonferroni’s multiple comparisons

test.

Table 4. Association of intensity of SHH expression and percentage of SHH-stained tumor cells among the distinct BCC

histological subtypes

Infiltrative Nodular Superficial Total P-values
Negative 4(12.1) 10 (27.8) 10 (43.5) 24 (26.1)
SHH ion-
9 expression 1+ 19 (57.6) 18 (50.0) 12(522) 49 (53.3)
n (%) 0.043
2+ 10 (30.3) 8(22.2) 1(4.3) 19 (20.7)
Total 33 36 23 92
Mean percentage
of SHH-stained 53.8%
tumor cells 59.3% (28.3%) e 56.1% (30.1%) 56.6% (29.8%) 0.798
(32.2%)
(standard
deviation) **
* P-values calculated by Pearson's chi-square test.
** P-values calculated using ANOVA.
Table 5. Association of the SHH ligand protein intensity of expression with BCC histopathological features.
Negative 1+ 2+ P-values
Yes 20 (83.3) 31(63.3) 9(47.4)
Well-expressed
peripheral palisade - n 0.013
(%)
No 4(16.7) 18 (36.7) 10 (52.6)
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Present 1(42)
Perineural invasion - n (12.2) (26.3) 0,036
(%)
Absent 23 (95.8) 43 (87.8) 14 (73.7)
Present 4(16.7) 6(12.2) 1(5.3)
Pigmented - n (%) 0.260
Absent 20 (83.3) 43 (87.8) 18 (94.7)
Present 6(25.0) 15 (30.6) 12 (63.2)
Ulceration - n (%) 0.013
Absent 18 (75.0) 34 (69.4) 7 (36.8)

P-values were obtained through the coefficient Linear-by-Linear association.

Figure 1. Image of immunohistochemical expression of SHH protein showing intense staining in an infiltrative BCC without
peripheral palisade (original magnification x 200).
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Figure 2. Image of immunohistochemical expression of SHH protein showing a superficial BCC with mild staining and a well-

expressed peripheral palisade (original magnification x 40).

58



Figure 3. Image of immunohistochemical expression of SHH protein showing positive tumor cells in an infiltrative BCC with
perineural invasion (original magnification x 200).

Discussion

In this study we could observe that the expression of the SHH protein was
associated with BCC features of aggressiveness. Particularly, we demonstrated that
iBCC, which are the most aggressive subtype, presented a more intense SHH expression.
In addition, the presence of the SHH ligand was significantly associated with perineural
invasion and tumor ulceration, and inversely proportional to the presence of a well-
expressed peripheral palisade.

Infiltrative BCC is an aggressive variant that presents with poorly circumscribed
tumors and usually behaves with invasion of the subcutaneous and adjacent muscular
structures (27). Perineural invasion is a distinct risk factor, typical of this variant (6).
When present, it indicates higher aggressiveness and is a marker of high risk tumor (5).
In fact, perineural invasion is associated with greater tumor recurrence. In a sample of
4376 non melanoma skin cancers, all BCCs that presented perineural invasion were
recurrent tumors (147).

The peripheral palisade is a marker of tumor differentiation. It is usually well
developed in nodular and superficial subtypes, and is poorly expressed in infiltrative
BCCs (6,54).

Ulceration is usually not considered a histopathological sign of aggressiveness in
BCC. In our sample, we observed that ulceration was more frequent in iBCC in
comparison to sBCC. Although some authors describe that aggressive tumors tend to
ulcerate more frequently (6), conflicting data are shown in a series of 1039 cases in which
only nodular BCCs were associated with ulceration. High-risk subtypes such as
infiltrative and morpheaphorm did not present this correlation in this study (54).

We observed that the expression of SHH-binding protein is associated with a more
aggressive and less differentiated tumor patterns. This finding is in agreement with
studies of the genetic profile of BCC. Yu et al. found that among the genes related to
BCC, that were common to the three subtypes, the expression occurred more intensely in
the morpheaphorm BCC when compared to the superficial or nodular (131). This finding
could explain the greater aggressiveness of this tumor former subtype. Gore et al. showed
association of SHH pathway components with markers of neuronal differentiation by
PCR and IHC assays. ARC, B-tubulin III, GAP-43 and Neurofilament were found in
BCCs, but with different levels of expression among the subtypes, being scarcer in the
more aggressive ones, suggesting that they might have undergone tumor dedifferentiation
(148).

Typically, studies identify mutations in PTCH1 or SMOH as responsible for a
constitutive activation of the pathway involved in carcinogenesis. In addition, higher
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expressions of these genes were associated with more aggressive subtypes. Interestingly,
we found that the SHH ligand may also be involved in this process.

The association of the SHH protein with aggressiveness in BCCs has already been
described. A case of a translocation involving the SHH gene associated with an
overexpression of SHH protein was reported in a 41-year-old man with multiple advanced
BCCs initiating development in childhood (138). Another study analyzed the
immunohistochemical expression in 41 samples of nodular BCC specimens located on
the face and identified a significantly higher expression of the SHH and SMOH proteins
compared to healthy skin samples (149). On the other hand, a series that also evaluated
SHH protein with IHC in 6 nodular BCCs found a significantly lower expression in
comparison to internal control (150). In line with this study, a mRNA assay in 6 BCCs
showed high levels of PTCHI1 and HIP, but no elevation SHH levels in comparison with
normal human skin in aggressive subtypes. (151).

It is clear that BCCs might develop with no expression of SHH. Indeed, SHH
expression was not always present in our study (24/92 — 26.1% negative cases). It
corroborates the fact that this protein is not critical to the occurrence of BCC. However,
when present and strongly expressed, it was associated with greater tumor aggressiveness.

Also, not all tumor cells had positive staining within the tumor. And the mean
percentage of cells stained by SHH did not show a positive correlation with the
aggressiveness features. So, we believe that biologic effects related to the
immunohistochemical staining intensity are probably more associated to aggressiveness
in BCCs than percentage of stained tumor cells.

Many of the somatic mutations of PTCH1 present the "UV signature" (111-113).
Thus, exposure to UV radiation would be one of the factors responsible for mutations that
activate the pathway. In our sample, sSBCC was more common in sun protected areas and
SHH protein expression was lower than in other subtypes. These findings is in line with
others. Scrivener et al. studied 13,457 BCC and also identified most of the superficial
BCCs in the trunk (56). Moreover comparative studies among subtypes found lower
expression of PTCH1 in the superficial subtype (14,136).

The mechanisms by which the increase in SHH expression occurred are unclear.
In fact, the secretion of that protein is well documented in embryonic process. There is
evidence that the SHH ligand can be produced by the tumor cell and stimulate the tumor
itself in an autocrine or paracrine way inducing stromal invasion and angiogenesis (143).
However, these mechanisms do not seem to be important in the origin of BCC, being
more associated with lung cancer (79,80) and pancreatic cancer (83,152). Also, BCC has
been shown to be independent of the SHH mutations to develop. However, our findings
may suggest its role in part of BCC aggressiveness.

Some limitations of our study might be the fact that we describe data in a single
component of the Sonic Hedgehog pathway. We speculate that further studies analyzing
more signaling events and components of the SHH pathway might help in identifying
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their precise role in aggressiveness among BCCs. A larger sample could also reveal other
associations. Finally, this study evaluated and described immunohistochemical
expression findings that possess inherent limitations in comparison to other techniques,
as the quantification of mRNA.

Conclusion

Deregulation with increased SHH pathway activity is critical for the emergence
of sporadic BCCs, mostly caused by mutations in PTCH1, SMOH and SUFU. Hence,
these tumors appear to occur independently of mutations in the SHH gene.

This study revealed that the SHH ligand may be related to the aggressiveness of
BCC, since it was evidenced that SHH protein expression was associated with the
infiltrative subtype and perineural invasion. Also, it was associated with a poorly
expressed peripheral palisade which is related with a less differentiated profile. However,
the reasons why this occurs are not clear.

We are confident that our results add relevant data in understanding BCC
carcinogenesis. More studies are needed to better clarify mechanisms for this process.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A desregulagdo com aumento da atividade da via SHH ¢ fundamental para o
surgimento da maioria dos CBCs esporadicos. Parece que a maior expressao da via do
SHH se correlaciona com maior agressividade tumoral. Esta desregulagdo se da
principalmente por mutagdes de perda de fungdo no PTCH1. Em menor escala mutagdes
no SMOH e SUFU podem levar ao surgimento tumoral. Mutac¢des no gene SHH sao raras
nos CBCs. Estes tumores parecem ocorrer de forma independente de mutagdes no gene
SHH. Entretanto, uma maior expressdo da proteina parece se correlacionar com maior
agressividade tumoral. Os motivos porque isso ocorre ndo estio claros. E possivel que a
propria célula tumoral mutante secrete mais ligantes no meio. Mais estudos sdo
necessarios para um entendimento completo desse processo.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS
A descoberta da via do SHH proporcionou a criagdo dos inibidores do SMOH que

se constituiram numa revolu¢do no tratamento de CBCs antes em estagios intratdveis.
Entretanto, nem todos os casos respondem e os mecanismos para estas falhas ndo estdo
totalmente compreendidos. O melhor entendimento da via do SHH ¢ fundamental para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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9. ANEXOS

9.1 Protocolo de avaliacao de coleta de dados

Dados pessoais

Nome:

Prontuério:

AP:

Sexo: ()M ()F

Idade do diagnostico:

Cidade de origem:

Fototipo de Fitzpatrick:

Especificacoes do CBC:

Subtipo

Localizagao

Tamanho da lesdo:

Recidivado: ( ) 1. SIM ( )2.NAO Numero de recidivas

Especificacoes histopatologicas do CBC:
Palicada bem expressa ( ) 1. SIM ( ) 2. NAO
Invasdo perineural: ( ) 1. SIM ( )2.NAO
Pigmentado: ( ) 1. SIM ( )2.NAO

Ulcerado: ( ) 1. SIM ( )2.NAO

Infiltrado inflamatoério: DISCRETO: ( ); MODERADO ( ); ACENTUADO: ( )

Espessura:

Limites livres: ( ) 1. SIM ( ) 2. NAO

Elastose intensidade: AUSENTE: ( ); LEVE: ( ); MODERADO: ( ); MARCANTE: (

)
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Elastose profundidade: SEM ELASTOSE ( ); SUPERFICIAL: ( ); MEDIA: ();

PROFUNDA: ( )

Analise de marcadores

SHH ( ) positivo ( ) negativo

() Focal ( )difuso Porcentagem de células coradas

Padrao de marcagdo: ( ) citoplasmatico ( ) Nuclear

Historia pregressa

Unico cancer de pele: ( ) 1. SIM () 2. NAO
Se ndo, qual:

( ) 1. CBC. Numeros de CBCs prévios: ( )

Subtipos Histologicos:

()2.CEC
( ) 3. Melanoma

Histéria médica pregressa:

Uso de medicamentos: ( ) 1. Sim (). Nao.

Se sim, quais:

9.2 STROBE Statement—Checklist of items that should be included in

reports of cross-sectional studies

Item
No Recommendation Pagina
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a 49

commonly used term in the title or the

abstract

Sonic Hedgehog-binding protein expression
is associated with aggressive features in

basal cell carcinoma
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(b) Provide in the abstract an informative and 49
balanced summary of what was done and what was
found

Introduction

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for 49, 50
the investigation being reported

Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified 51
hypotheses

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the 51
paper

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, 51
including periods of recruitment, exposure, follow-
up, and data collection

Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and 51
methods of selection of participants

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, 51
potential confounders, and effect modifiers. Give
diagnostic criteria, if applicable

Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data 51

measurement and details of methods of assessment
(measurement). Describe comparability of
assessment methods if there is more than one
group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of -
bias

Study size 10 Explain how the study size was arrived at 51

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in 51
the analyses. If applicable, describe which groupings
were chosen and why

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those 52
used to control for confounding
(b) Describe any methods used to examine 52

subgroups and interactions

(c) Explain how missing data were addressed
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(d) If applicable, describe analytical methods taking
account of sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses

Results

Participants

13*

(a) Report numbers of individuals at each stage of
study—eg numbers potentially eligible, examined
for eligibility, confirmed eligible, included in the
study, completing follow-up, and analysed

52

(b) Give reasons for non-participation at each stage

(c) Consider use of a flow diagram

53

Descriptive data

14*

(a) Give characteristics of study participants (eg
demographic, clinical, social) and information on
exposures and potential confounders

52

(b) Indicate number of participants with missing
data for each variable of interest

53

Outcome data

15*

Report numbers of outcome events or summary
measures

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable,
confounder-adjusted estimates and their precision
(eg, 95% confidence interval). Make clear which
confounders were adjusted for and why they were
included

55

(b) Report category boundaries when continuous
variables were categorized

56

(c) If relevant, consider translating estimates of
relative risk into absolute risk for a meaningful time
period

Other analyses

17

Report other analyses done—eg analyses of
subgroups and interactions, and sensitivity analyses

Discussion

Key results

18

Summarise key results with reference to study
objectives

59

Limitations

19

Discuss limitations of the study, taking into account
sources of potential bias or imprecision. Discuss
both direction and magnitude of any potential bias

60

Interpretation

20

Give a cautious overall interpretation of results
considering objectives, limitations, multiplicity of

59, 60
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analyses, results from similar studies, and other
relevant evidence

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the 60
study results

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the

funders for the present study and, if applicable, for
the original study on which the present article is
based
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