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RESUMO

z

Introducao: O melanoma cutdneo € uma neoplasia maligna originada pela proliferacao
desordenada de melandcitos. Tem apresentado um aumento na sua incidéncia e mortalidade
com o passar dos anos. Este tipo de neoplasia pode surgir na pele ou em qualquer outro local
em que houve migracao das células da crista neural. Os melandcitos localizam-se na camada
basal da epiderme formando a unidade pigmentar epidermal, associando um melandcito e 36
queratindcitos. A proliferacdo dos melandcitos depende desta relagdo com os queratindcitos,
por juncdes comunicantes, E-caderina e desmogleina. A zona de membrana basal €
responsavel por promover a integridade da pele, suas estruturas de adesdo mostram-se
alteradas em diversas doencas cutianeas. Algumas moléculas que desempenham a fungao de
adesdo nesta membrana sdo as lamininas, colagenos tipo IV e tipo XVII e perlecan.

Objetivo: Andlise da expressdo protéica, de moléculas de adesdo celular, em melanomas por
estudo imunoistoquimico em arranjo tecidual de matriz (TMA).

Pacientes e Método: Foram selecionados blocos de parafina de pacientes que foram
diagnosticados com melanoma cutineo, no periodo de 1995 a 2010, chegando a uma
casuistica de 124 casos. Todos estes passaram por revisao da analise histologica para posterior
confec¢do do arranjo tecidual de matriz (TMA). A expressdo protéica serd analisada por
técnica de imunoistoquimica, usando os marcadores anti-laminina, anti-coldgeno tipo IV e
tipo XVII e anti-perlecan.

Resultados Parciais: Predominaram os pacientes do sexo feminino, caucasianos e da regido
Sudeste do Brasil. Houve maior frequéncia do tipo extensivo superficial ulcerado, com
profundidade de Breslow maior que 4 mm, nivel de Clark IV e indice mitético maior que 6
mitoses por campos de grande aumento.

Conclusoes: Os pacientes, em sua maioria, eram do sexo feminino com idade média de 57,13
anos e caucasianos. O tipo histolégico mais frequente foi o extensivo superficial, seguido do
acral lentiginoso. Predominaram casos muito profundos, com espessura de Breslow acima de
4 mm, Clark IV, ulcerados e em média com 9 mitoses por cga (campos de grande aumento),
levando ao pior prognoéstico desta amostra. Ficou clara a procura tardia destes pacientes pelo
servico médico, sendo demonstrada pelo alto percentual de metdstases em linfonodos
sentinelas. As metdstases viscerais acometeram principalmente pulmdes e cérebro. Os

pacientes que faleceram devido ao melanoma apresentaram uma sobrevida média de 27,7



meses, comprovando a alta letalidade desta patologia. Sendo que 85,5% apresentaram
sobrevida maior que 3 anos.
Palavras-chave: Melanoma; Imunoistoquimica; Coldgeno IV; Coldgeno XVII; Laminina;

Perlecan.



ABSTRACT

Introduction: Cutaneous melanoma is a malignancy caused by the uncontrolled proliferation
of melanocytes. Has been increasing in incidence and mortality over the years. This type of
tumor may arise in the skin or any other place where there was migration of neural crest
cells. Melanocytes are located in the basal layer of the epidermis forming the epidermal
melanin unit, involving a melanocyte to 36 keratinocytes. The proliferation of melanocytes
depends on this relationship with the keratinocytes, gap junctions, E-cadherin and
desmoglein. The basal membrane is responsible for promoting the integrity of the skin, their
adhesion structures shown to be altered in several skin diseases. Some molecules that play the
role of adherence in this membrane are the laminins, type IV collagen and type XVII and
perlecan.

Objective: Analysis of protein  expression of cell adhesion = molecules in melanoma
by immunohistochemistry on tissue microarray (TMA).

Patients and Method: We selected paraffin blocks of patients who were diagnosed
with cutaneous melanoma in the period 1995 to 2010, reaching a sample of 124 cases. All
these have gone through review of preparation for subsequent histological analysis of tissue
microarray (TMA). The protein expression will be analyzed by immunohistochemistry,
using markers anti-laminin, anti-collagen type IV and type XVII and anti-perlecan.

Partial Results: There was a predominance of female patients, Caucasians and southeastern
Brazil. There were frequent in type of extensive superficial ulcers with Breslow depth greater
than 4 mm, Clark level IV and mitotic index greater than 6 mitoses per cga.

Conclusions: The patients, most of them were female with mean age of 57.13 years and
Caucasian. The most frequent histological type was extensive superficial followed by acral
lentiginous. Predominated cases very deep, with Breslow thickness greater than 4 mm,
Clark IV, ulcerated and on average by 9 cga mitosis, leading to worse prognosis in this
sample. It was clear the backlog demand for medical care of these patients, as demonstrated
by the high percentage of metastases in sentinel lymph nodes. The visceral metastases affect
mainly the lungs and brain. The patients who died due to melanoma had a median survival of
27.7 months, confirming the high lethality of this disease. Since 85.5% had a survival rate
greater than 3 years.

Keywords: Melanoma; Immunohistochemistry; Collagen IV; Collagen XVII; Laminin;

Perlecan.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Este projeto € constituido de diversas etapas sequenciais e interdependentes. Uma das
mais importantes refere-se a selecdo dos casos que tenham todas as informacdes necessarias,
tanto clinicas como anatomopatoldgicas. Desta forma, foram incluidos na investigacdo apenas
0s casos que tinham disponiveis laminas para confirmacao dos diagndsticos histopatolégicos
e blocos de parafina suficientes para a confec¢do do arranjo tecidual de matriz (TMA) e
posterior exame imunoistoquimico, e que, além disso, tinham informacdes clinicas e de
seguimento nos seus prontudrios médicos.

Os resultados apresentados nesta monografia referem-se a revisdo de literatura,
levantamento de casos até o momento, incluindo a revisdo histopatologica de todos os
preparados histolégicos e a estatistica descritiva dos aspectos mais relevantes
anatomopatolégicos e clinicos sobre os melanomas encontrados no Departamento de
Patologia da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Estes sdo resultados parciais da investigacdo proposta, uma vez que a etapa de
levantamento e revisiao dos casos para a futura confecc¢io do arranjo tecidual de matriz (TMA)
ainda nao foi concluida. A pesquisa continuard mesmo apds a apresentacao desta monografia.

Como o estudo abrangeu um grande periodo de tempo, de 1996 a 2010, os materiais
(blocos de inclusdo e laminas) mais antigos encontravam-se em arquivo externo a UNIFESP,
fazendo com que houvesse uma maior demora na sua avaliagcdo e separacao.

Além disto, diversas laminas estavam em md condi¢io de armazenamento ou nao
existiam, o que nos obrigou a realizar novos cortes histolégicos dos blocos para revisao.

No levantamento de dados clinicos nos prontudrios do Arquivo Médico da Instituicdo,
constatou-se que muitas informacdes estavam incompletas, devendo ser consultados os
arquivos internos dos departamentos de Cirurgia Plastica e Dermatologia da UNIFESP.

O projeto encontra-se em andamento, as etapas que faltam a serem cumpridas sdo a
confeccdo do TMA, as reacOes de Imunoistoquimica, anélise e leitura das l1aminas.

Os materiais utilizados neste protocolo de pesquisa, anticorpos e kit de imunoistoquimica,
ja foram comprados e estdo armazenados, para a realiza¢do das reagdes imunoistoquimicas,

assim que estiver pronto o TMA.



2. INTRODUCAO

O melanoma cutaneo € definido como uma neoplasia maligna advinda da proliferacao
celular ndo controlada de melandcitos cutaneos. A malignizagdo resulta da interacdo de
diversos fatores genéticos, constitucionais e ambientais. E considerada a principal patologia
fatal originada na pele.

A seguir, abordaremos temas pertinentes ao estudo do melanoma cutdneo, como a

descri¢cdao dos melandcitos, progressao tumoral, epidemiologia e diagndstico, entre outros.

2.1. Melanécitos

Os melandcitos localizam-se na camada basal da epiderme, foliculos pilosos, cordide e
leptomeninges.

As células progenitoras da crista neural migram do tubo neural até a superficie
dorsolateral, tornando-se células com potencial para se diferenciar em melanoblastos,
neuronios, células da glia, células cardiacas e tecido craniofacial [1].

Os melanoblastos sofrem um processo de diferenciacdo na derme originando os pré-
melandcitos precoces e intermedidrios, que expressam marcadores cldssicos como TRP-1
(Tyrosinase-related protein 1) e tirosinase. Na pele, os melandcitos tem seu destino final nos
foliculos pilosos e na camada basal da epiderme, onde permanecem quiescentes [2].

Os melandcitos proliferam a partir de estimulos especificos, como a radiacdo ultravioleta
e a cicatrizagdo, sem estes estimulos eles permanecem quiescentes [3]. O controle desta
proliferagao € feito através do ciclo celular e seus sinais regulatérios.

Os melandcitos s@o responsaveis pela fotoprotecdo da pele, através da produgdo de
melanina, pigmento marrom, que protege as células epidérmicas do dano provocado pela
radiacao solar.

Os melandcitos também podem atuar como células sensoriais e regulatdrias, participando

da homeostase cutanea pela indugdo de respostas neuroenddcrinas e imunomodulatdrias [4].

2.2. Melanoma

Neoplasia maligna originada de melandcitos que, na maioria das vezes, € origindria na
pele, mas pode surgir a partir de mucosas e outros locais, para onde houve migracao das
células da crista neural.

Os melandcitos migram, durante o processo embriondrio,



da crista neural para a epiderme. Esta caracteristica poderia explicar a grande capacidade
metastatizante do tumor, ja que a invasdo e a disseminacao sao caracteristicas destes tipos de
célula.

A média mundial de sobrevida livre de doenca por cinco anos é de 69%, sendo estimada
nos paises desenvolvidos em 73% e nos paises em desenvolvimento em 56% [5].

Apresenta quatro subtipos mais comuns: Extensivo Superficial, Nodular, Acral
Lentiginoso e Lentigo Maligno [6].

O melanoma mais comum € o do tipo extensivo superficial, representando 50 a 70% do
melanomas cutaneos, apresenta uma longa fase de crescimento radial [7]. Pode aparecer em
pacientes jovens e predominam em mulheres [8]. Sua patogénese relaciona-se a exposi¢ao
intermitente a radiagdo ultravioleta [9]. Histologicamente, as células tumorais se apresentam
com citoplasma abundante e eosinofilica, os nicleos podem ser grandes com um ou mais
nucléolos proeminentes [10]. Além disso, este tipo de melanoma € caracterizado pela
disseminagdo pagetoide, definida pela expansdo descontinua de melandcitos para a epiderme
superficial [11]. (Figura 1).

O segundo tipo mais frequente é o nodular, € de rapido crescimento e tende a ocorrer na
cabeca e no pesco¢o. Na superficie cutanea aparenta um nédulo pigmentado uniforme, firme e
simétrico [12]. O tumor apresenta-se com uma porcao invasiva na derme e as células formam

agregados que juntos dao forma ao nédulo [10]. (Figura 2).



Figura 1. Fotomicrografia (400x) do Melanoma Extensivo Superficial (HE) com células predominantemente

aninhadas e com migragdo pagetéide [13].

Figura 2. Fotomicrografia (400x) mostrando a circunscri¢do que caracteriza o Melanoma Nodular (HE) com

proliferacio de melandcitos atipicos, com crescimento através da derme [14].



O melanoma acral lentiginoso ¢ o tipo de melanoma mais usual na populacdo asidtica e
afro-descendente, a lesao € plana, com bordas irregulares e variacdo na cor, de marrom a preto
[15]. Ocorre em locais ndo expostos a radiagdo solar, como palmas das maos, solas dos pés e
areas subungueais. Devido ao aparecimento da lesao em regides de dificil visualizacdo acaba
sendo diagnosticado em estadios avancados, demonstrando um pior progndstico deste tipo de
melanoma [16]. Histologicamente € possivel a visualizagdo de melandcitos dendriticos em
padrdo lentiginoso, seus prolongamentos se dispdem através das camadas de queratindcitos
[17]. (Figura 3).

Ja o tipo lentigo maligno ndo é muito habitual, afeta pessoas mais idosas e tem uma
estreita relacdo com exposi¢cdo solar continua [7]. O componente intra-epidérmico ¢&
caracterizado por células tumorais isoladas na camada basal da epiderme [10]. (Figura 4). Os
padrdes histoldgicos, ligados ao dano solar cronico, mostram exuberante elastose solar, atrofia

da epiderme e queratindcitos basais pigmentados [18].



Figura 3. Fotomicrografia (400x) do Melanoma Acral Lentiginoso (HE) com melandcitos atipicos em ninhos e

solitarios com migragdo pagetdide na epiderme [14].
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Figura 4. Fotomicrografia (400x) do Melanoma Lentigo Maligno (HE) com presenca de elastose solar e

melandcitos com crescimento confluente [19].



2.3. Progressao Tumoral do Melanoma

A progressao tumoral € um processo de transformagao continua de melandcitos normais a
displasia melanocitica, até alcancar as caracteristicas de melanoma maligno [20].

Acredita-se que a primeira etapa deste processo € o nevo melanocitico congénito ou
adquirido, lesdo benigna com melandcitos estruturalmente normais e sem anormalidades
citogenéticas [21], acaba por constituir uma hiperplasia juncional melanocitica estavel
(Figura 5 — Sec¢do B).

Embora ainda em discussio, a etapa subsequente seria a displasia melanocitica, na forma
de nevos atipicos, com estrutura e arquitetura alteradas, devido a aquisicdo e acimulo de
alteracdes genéticas. Esta fase corresponderia ao inicio do processo de transformagao maligna
(Figura 5 -Secdo C) [22].

Com a transformacdo maligna, a fase inicial de melanoma seria de crescimento radial, no
qual o melanoma tende a crescer radialmente através da epiderme e das camadas superficiais
da derme, apresenta baixo potencial metastatizante e sem evidéncias de angiogénese (Figura
5 — Secdo D). Este crescimento aconteceria devido a autonomia parcial adquirida do
crescimento celular, representada pela habilidade de proliferar independentemente e
indefinidamente.

Apoés segue-se uma fase agressiva, de crescimento vertical, no qual as células invadem a
derme de forma mais expansiva e tem alto potencial metastatizante (Figura 5 — Secdo E) [21].
Nesta fase, as células do melanoma adquirem maior capacidade autoproliferativa, de
sobrevivéncia e de invasao, mas nao proporcionam maturacao a essas células.

O estadio, mais avangado é caracterizado pela metastase do melanoma. Usualmente os
melanomas disseminam-se por via linfatica, aos linfonodos regionais, podendo também

disseminar-se por via hematogénica, comprometendo pulmdes, cérebro e figado.
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Figura 5. Passos da Progressdo Tumoral do Melanoma Cutineo



2.3.1. Metdstase

Para sucessdo do processo metastitico € preciso que haja interagdes entre as células
tumorais e as c€lulas adjacentes ao tumor. Além disso, a instalacdo da metdstase depende de
fatores mecanicos, compatibilidade bioldgica, capacidade de sobrevivéncia destas células na
circulacao hematogénica ou linfatica e tipo de invasao tumoral [24].

A metdstase da-se pela dissociacao das células do tumor primério, as quais se infiltram no
estroma e entram na circulagdo sanguinea ou linfética, responsavel por levar estas células para
locais distantes, assim elas extravasam da vasculatura e invadem o tecido [25].

Essas células podem seguir trés caminhos, formar uma massa tumoral no tecido,

permanecer silenciadas ou morrer [25].

2.4. Epidemiologia

Houve um aumento de incidéncia e mortalidade do melanoma cutaneo durante as dltimas
décadas, substancialmente na populagdo caucasiana, enquanto outros tipos tumorais
apresentaram decréscimo na sua incidéncia. Mesmo assim, percebe-se uma ligeira melhora na
sobrevivéncia dos pacientes portadores de melanoma, explicada pela maior quantidade de
informacodes veiculadas e consequente deteccdo precoce da doenca [26].

O melanoma cutineo invasivo tem incidéncia variavel, indo de 0,59/100000 habitantes,
em alguns paises, chegando até a maior taxa, que ocorre em Queensland, na Australia, de 55,8
homens por 100000 habitantes e em 41,1 mulheres por 100000 habitantes, sendo mais alta do
que em qualquer pais europeu [27]. Na Austrdlia o aumento anual de casos a cada ano chega a
3,17% em homens e 0,45% em mulheres [28].

Na América do Norte a incidéncia em 1965 era de 1 a cada 150 habitantes, ja em 2010
essa taxa foi para 1 em cada 39 habitantes [29] [30]. Estima-se que 1 em cada 5 americanos
irdo desenvolver melanoma em sua vida, contribuindo para 1 milhdo de novos casos por ano
[31].

Segundo estimativas de 2010 do Instituto de Cancer (INCA), previu-se 2960 novos casos
em mulheres e 2970 novos casos em homens. No Brasil, as maiores taxas de casos de
melanoma ocorrem na regido sul do pais [5], taxas justificiveis pela cor da pele e também
pela alta incidéncia solar, dada pela posi¢ao geogréfica da regido. O estado de Santa Catarina
apresenta a maior taxa no Brasil, seguido pelo Rio Grande do Sul (em homens: 8,2 novos

casos por 100000 habitantes; em mulheres: 7,29 novos casos por 100000 habitantes) [26].
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2.5. Fatores de risco

Os fatores de risco podem ser divididos em genéticos e ambientais, podendo haver
interagdo entre esses dois tipos.

Estudos demonstram que a exposicdo a luz UV-B pode aumentar o risco de
desenvolvimento de melanoma, comportando-se como um iniciador e promotor tumoral, por
inducdo de mutagdes gendmicas [32]. Um aumento de 10% na exposi¢do a UVB aumenta em
19% o risco de melanoma [33].

O nascimento ou a residéncia nos primeiros anos de vida em lugares com alta radiacio
ultravioleta pode ser considerado um fator de risco para o melanoma, ja que a exposi¢ao solar
¢ cumulativa. Além disso, dependendo do tipo de exposicdo cronica, ocorre 0
desenvolvimento de um tipo especifico de melanoma. A Sociedade Americana de Céncer
demonstrou que em 2007, aproximadamente 60 mil novos casos de melanoma ocorreriam
devido a exposicao excessiva a radiagao UV [5].

Os fatores ligados ao fendtipo do individuo podem se relacionar ao maior risco de
desenvolvimento do melanoma, como a cor clara em cabelos, olhos e pele, além daqueles que
apresentam mais queimaduras solares.

Existem estudos que demonstram a associa¢do entre a presenca de nevos atipicos e o
risco aumentado para conceber o melanoma [34].

A susceptibilidade genética também € importante, encontrando-se em pacientes
portadores de melanoma, mutacdo no 16cus CDKN2A. O segundo gene ligado aos fatores de
risco é o CDK4, que foi identificado em cinco familias afetadas pelo melanoma no mundo

[35].

2.6. Diagnostico do melanoma
De acordo com o “American Joint Comittee on Cancer”, todo paciente portador de

melanoma deve ter estadiamento clinico (EC), o qual pode ser visto na Tabela I:
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Tabela 1. Categorias do estadiamento TNM para melanoma cutaneo [36]

T Espessura (mm) Ulcerag¢do/Mitoses
Tis Nao Aplicavel Nao Aplicavel
T1 < 1,00 a: Sem ulceracdo e mitoses < 1/mm?
b: Com ulceragdo ou mitose > 1/mm?
T2 1,01 - 2,00 a: Sem ulceracao
b: Com ulceragao
T3 2,01 —4,00 a: Sem ulceracao
b: Com ulceragao
T4 > 4,00 a: Sem ulceracio
b: Com ulceragao
N Niimero de nédulos metastdticos Nodulos Metastdticos
NO 0 NA
N1 1 a: Micrometastases
b: Macrometdstases
N2 2-3 a: Micrometdstases
b: Macrometéstases
c: Metéstases em transito/satelitoses
sem nddulos metastéticos
N3 4 ou mais nédulos metastaticos ou
metéstases em transito ou satelitose com
nédulos metastéticos
M Local
MO Sem metdstases a distancia
Diferente de pele, subcutaneo ou metastase
Mla
nodal
MI1b  Metastase pulmonar
Mlc  Metastases em outras visceras

Metastase a distancia
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A progressdo de nevos melanociticos em melanoma pode ser diagnosticada baseada em
uma andlise quantitativa de quatro critérios (Regra do ABCD): Assimetria da lesdo, ao dividir
a lesdo no meio, as duas metades ndo coincidem (Figura 6A); irregularidade no contorno das
Bordas (Figura 6B); variagdao na Cor, com presenca de duas ou mais cores (Figura 6C); e
Diametro maior que 6 mm (Figura 6D) [37]. Este método diagndstico ganhou mais um

critério, a Evolucao da lesdo, dado pelo crescimento desta [38].

maligno

assimetria

Figura 6. Fotografia mostrando os tipos de lesdo conforme a regra de diagndstico ABCD [39].
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2.7. Fatores histopatologicos de prognostico

O melanoma é uma neoplasia com bom prognéstico quando diagnosticada precocemente.
A transicdo de crescimento radial (crescimento horizontal) para crescimento vertical
(crescimento em profundidade) garante ao tumor alto poder invasivo.

Um dos fatores que se correlaciona com o prognoéstico € o nivel de Clark (Figura 7), o
qual corresponde a invasao das estruturas anatomicas da pele, estratificando a lesao em cinco
niveis: I) Melanoma presente somente na epiderme, auséncia de invasao da derme papilar; II)
Invasdo da derme papilar, mas com um pequeno ndmero de células de melanoma atingindo a
interface entre a derme papilar e reticular; I1II) Comprometimento de toda a derme papilar,
sem invadir a derme reticular; IV) Invasdao da derme reticular e V) Invasdo da hipoderme
(chegando ao tecido adiposo).

A profundidade de infiltracdo segundo Breslow (Figura 7), padrao ouro na estimativa do
progndstico, tem correlagdo com o volume da neoplasia. A invasdo € quantificada em
milimetros, a partir da camada granulosa da epiderme até a célula neopldsica mais profunda
encontrada [40]. Os pacientes com melanomas que apresentam espessura menor que 1,0 mm
(conhecidos como melanomas finos) tem sobrevida de 95% em cinco anos, porém se houver
aumento da espessura, o indice de sobrevida diminui [41]. Além de estar ligada a sobrevida,
as lesdes mais espessas apresentam maior risco de metastase linfonodal [42].

De acordo com “American Joint Committee on Cancer”, o nimero de mitoses €
considerado um fator de prognoéstico independente [43]. A contagem de mitoses encontrada
na 4rea invasiva do tumor (hot spot) influencia a sobrevida livre da doenga [44]. As mitoses

sao caracterizadas em nimero por milimetro quadrado (Figura 8).
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Figura 7. Nivel de Clark e profundidade de Breslow com taxa de sobrevivéncia de 10 anos.
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Figura 8. Fotomicrografia de melanoma (HE) com presenca de mitoses, indicadas pelas setas. Aumento de

400x. (Neupatimagem, UNICAMP).
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A presenga de infiltrado inflamatério tem relacdo com a capacidade de resposta do
paciente, sendo considerada como varidvel independente [45].

A ulceragdao € a perda da continuidade da epiderme, substituida por tampao fibrino-
leucocitario sobre a lesdo primdria, em consequéncia da invasdo neoplasica [46]. Este fator €
considerado de pior progndstico do tumor priméario, demonstrando uma alta capacidade
metastatizante [46].

A regressdo histologica é uma drea, onde ha perda das células neoplasicas na epiderme e
na derme, no lugar das mesmas encontra-se tecido fibroso e aumento da vascularizacdo [45].
Ao contrério do que seria esperado, a regressao € vista como um fator de pior progndstico, ja
que indica uma evolu¢do mais reservada, mostrando que antes do processo regressivo a
neoplasia estaria com uma profundidade maior do que a encontrada. Outra explicacdao
plausivel para esta hipdtese é a que indica que o sistema imune reconheceria os clones
selecionados das células neoplésicas, destruindo-os e selecionando clones mais resistentes a
resposta imune do hospedeiro [45]. Entretanto, investigacdes recentes contestam esta
afirmacdo, demonstrando que a regressdao, como o infiltrado inflamatdrio intratumoral, sdao

fatores de melhor progndstico [47] [48]

2.8. Biologia Molecular do Melanoma

Uma célula de melanoma apresenta uma quantidade importante de aberragcdes no DNA,
pelo ganho de funcio dos oncogenes ou pela perda de funcao dos genes supressores tumorais.

A transformacao maligna por instabilidade genética pode ser explicada por mutagdes em
B-RAF juntamente com a delecdo de PTEN ou por mutagdes em N-RAS [22], além da perda
de pl16 e a amplificacdo de ciclinas dependentes de quinase (CdKs) e ciclina D1 [49], entre
outros.

A disfun¢@o de p16 leva a um crescimento descontrolado dado pela falta de inibi¢do de
CdK, no estudo de Soares de Sa e col. [50] praticamente todos os melanomas deixaram de
expressar pl6.

Um em cada trés pacientes com melanoma apresentam mutacdo germinativa de

CdKN2A, no cromossomo 9p21, gene indispensavel no controle do ciclo celular [51].
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2.9. Interacao entre Melandcitos e Queratindcitos

A unidade pigmentar epidérmica apresenta-se como uma associagao entre um melandcito
e aproximadamente 36 queratindcitos. Estas células aparecem alinhadas ao longo da
membrana basal numa razio de 1 melandcito para 5 queratindcitos [52].

A proliferacdo dos melandcitos depende da perda de contato deste com o queratindcito e
consequente retracdo dos dendritos dos melandcitos. Depois de ocorrida a divisdo, os
melandcitos migram pela lamina basal e estabelecem outras interacdes formando uma nova
unidade pigmentar epidérmica [52]. Com este comportamento € possivel manter a
homeostasia, pois se houvesse um distirbio no balango da unidade epidermal melanocitica
haveria o desenvolvimento do nevo ou até de um melanoma.

Esta falta de contato entre queratindcitos e melandcitos, leva esta dltima célula a se
proliferar rapidamente e a expressar moléculas na superficie que possam estar associadas com
o desenvolvimento do melanoma. Neste conjunto encontra-se a molécula de adesdo celular do
melanoma, a MCAM/MUCI1S, que tem sido correlacionada diretamente com a progressao
tumoral e o potencial metastético [25].

Além da regulacdo proliferativa dos melandcitos, os queratindcitos também sdo
responsaveis pela expressdo de moléculas de superficie, crescimento dendritico e pela
quantidade minima de melanina encontrada nos melandcitos, fungdes realizadas através de
fatores de crescimento e moléculas de adesdo célula-célula [53].

Uma importante funcdo do melandcito é a producdo e transferéncia de melanina para os
queratindcitos vizinhos, protegendo-os dos efeitos adversos da radiagdo UV, esta

transferéncia ocorre com ajuda dos inimeros dendritos dos melandcitos [54].

2.10. Moléculas de adesao

Os melandcitos aderem aos queratindcitos via juncdes comunicantes, além das moléculas
de E-caderina e da desmogleina.

Devido ao seu papel, as jungdes comunicantes sdo importantes na manutencdo da
homeostasia do tecido, por formarem canais hidrofilicos entre células adjacentes, que
possibilitam a difusdo passiva de algumas moléculas sinalizadoras [55]. Essas jungdes sdo
formadas por dois hemicanais chamados conexons, os quais sdo formados por seis proteinas
transmembranicas, as conexinas. O tipo de conexina empregada influencia a especificidade e
seletividade do canal [55]. A afinidade desta jun¢do intervém no crescimento e diferenciacao

do queratinécito e na interacdo deste com o melandcito. As jungdes comunicantes
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intracelulares estdo ligadas ao crescimento de fibroblastos e células epiteliais, demonstrados
pela expressdo dos genes da conexina [56].

As juncdes comunicantes sdo moduladas por agentes promotores de tumor, fatores de
crescimento e oncogenes, a regulacdo ocorre pela fosforilagdo de conexinas por produtos
desses oncogenes [57]. Por exemplo, a conexina-43 que sofre fosforilacdo pelo produto do
oncogene v-src, bloqueia a comunicagao intercelular. As conexinas 26 e 43 sdo vistas como
genes supressores de tumor, pois quando expressas revertem a transformagdao maligna do
fendtipo de células mamarias; diversos estudos demonstram que células transfectadas com
cDNA de conexina-43 apresentam proliferacdo controlada [58].

A caderina € uma familia de moléculas de adesao celular, que participa da comunicagao
intracelular. Quando ha alteragdo no seu subtipo ocorre uma mudanca na separacao de células
de tecidos diferentes e na manutencao arquitetural dos tecidos [25]. Os tipos E-caderina e P-
caderina sdo responsdveis por mediar a adesdo célula-célula dependente de Ca?". A E-
caderina € identificada como uma molécula mediadora da interacdo entre os queratindcitos e
entre queratindcitos e outras células [54].

Ao se estudar a progressdao do melanoma percebeu-se que ocorre a perda da fungdo de E-
caderina e um ganho na expressdao de N-caderina, o que pode promover sinais inapropriados.
A expressdao de N-caderina facilita a ligagdao de células melanociticas com fibroblastos e com
células endoteliais, facilitando o extravasamento das células de melanoma para a circulacio e
consequente migracdao das mesmas [59] [60] [61]. Quando ativada, a E-caderina retarda o
crescimento e pode reverter o fendtipo invasivo em células do melanoma [60], porém ndo
existem evidéncias de que a baixa de E-caderina funcione como um promotor do melanoma.

A desmogleina (Dsg) € uma importante glicoproteina que participa da formacdo e
manutencdo dos desmossomos. Quando existem auto-anticorpos contra esta proteina, o
individuo desenvolve patogenias auto-imunes da pele [62]. Nos seres humanos aparecem trés
isoformas de desmogleina, a Dsgl, encontrada nas camadas superiores do epitélio; Dsg2,
expressa em todos tecidos que contem desmossomos; e Dsg3, encontrada nas camadas basal e

suprabasal do epitélio estratificado [63].

2.11. Zona de membrana basal

A zona de membrana basal consiste numa organizacdo de diversas estruturas
especializadas em adesdo celular, que promovem a integridade da pele. Além disso, cria uma
barreira de permeabilidade e liga o citoesqueleto da epiderme basal as fibrilas intersticiais de

coldgeno, na derme papilar.
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A adesdo celular é dada pelos hemidesmossomos dos queratindcitos, formados pela
juncao da plectina, do BPAGI e 2, da integrina a6p4 e do coldgeno tipo XVII.

Os filamentos de ancoragem formam-se a partir da associa¢do do coldgeno tipo XVII, da
integrina a6P4 e de duas proteinas extracelulares, a laminina-332 e a laminina-311. Quando
essas lamininas se juntam com outras moléculas, como a laminina-511, o coldgeno tipo IV e o

nidogen, originam a lamina densa [64].

a. Lamininas

Esta familia de glicoproteinas apresenta um papel essencial na ancoragem da matriz
extracelular de células e tecidos, funcionando como facilitadores de adesdo. As lamininas, ao
interagirem com algumas células, influenciam a proliferacdo, a adesdao e a migracdo das
mesmas.

Apresentam um dominio C-terminal, importante para a interagdo desta proteina com os
receptores de superficie celular, e também possuem um dominio N-terminal, agindo na
interacdo da laminina com outras moléculas de matriz extracelular [65].

A laminina-332 é conhecida por iniciar a forma¢do do hemidesmossomo [66], sintetizada
e secretada numa forma precursora pelos queratindcitos. Esta proteina encontra-se implicada
em diversas doencas bolhosas e em ferimentos na pele, ja foi verificada a deposicao desta
durante a migracao e hiperproliferacao dos queratindcitos.

Ao interagir com receptores epiteliais especificos forma um tipo de estrutura de fixacao,
quando interage com a integrina o331 forma a adesdo focal [67], um tipo de adesdo de curto
prazo, porém ao interagir com a integrina a6p4 constitui uma ancoragem de contato estdvel,
esta confere maior resisténcia a forgas externas [68].

No melanoma, a laminina-332 mostrou-se essencial na fixacdo e migracao destas células,
devido a regulagdo feita pelos queratindcitos através desta mesma laminina [69].

Outro tipo de laminina € a 311, que compartilha com a laminina-332 o mesmo dominio

de integrina, mas a primeira regula diferentemente a migracao e adesao celular [70].

b. Coldgeno Tipo IV

O coldgeno tipo IV juntamente com a laminina desempenha importantes fungdes de
adesdo, migragdo, diferenciacdo e crescimento celular, sendo assim definido como um
componente principal da membrana basal. As cadeias do coldgeno IV sao codificadas por 6

genes, presentes em 3 cromossomos diferentes, 13q34, 2q36 e Xq22.2 [71].
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Quando o coldgeno IV se conecta a integrina 02pf1 de alta afinidade, ocorre uma
intervencdo na adesdo e motilidade das células do melanoma, originando um sinal transdutor
responsavel por induzir a metaloproteinase 1 [72].

Foi determinado que o processo normal de producdo e montagem da membrana basal
quando interrompido, se associa com diferentes estdgios de carcinoma invasivo [71]. Outro
ponto importante € a influéncia dos produtos de degradacdo do coldgeno IV na angiogénese,

remodelagdo do tecido e progressdo cancerigena [73] [74].

c. Coldgeno tipo XVII

O coldageno XVII € uma proteina transmembrana expressa por células epiteliais, faz parte
da placa de fixacao dos hemidesmossomos, atrelando o citoesqueleto ao ambiente extracelular
[75], transmitindo sinais da matriz extracelular para o ambiente interno durante a migracao
celular [76].

Mutacdes no gene COLI7A1 acarretam uma deficiéncia na expressao de colageno XVII,
reduzindo o tamanho do hemidesmossomo e a adesdo dos queratindcitos a membrana basal
[77], aumentando a separacao da pele e a migracao das células.

A deficiéncia de coldgeno XVII induz um fenétipo migratério. Acredita-se, que in vivo a
desmontagem dos hemidesmossomos é um pré-requisito para levar a migracdo dos

queratindcitos [78].

d. Perlecan (Proteoglicano de Heparan Sulfato)

O Perlecan é um dos principais componentes da matriz extracelular e é notério pelo seu
papel na migragdo, adesdo e proliferacdo celular [79]. O perlecan estd expresso em todas as
membranas basais, em particular no subendotélio de vasos sanguineos, influenciando o
extravasamento de células malignas [80].

Este proteoglicano mostra ser um promotor do processo de progressao tumoral, podendo
ser devido ao armazenamento de fatores angiogénicos [81]. A expressdao de perlecan em

melanomas invasivos pode ser vista como um marcador para um fenétipo agressivo.



20

3. JUSTIFICATIVA

O melanoma apresenta-se como uma neoplasia de incidéncia crescente no mundo,
observado pelas taxas de incidéncia e morte maiores que outras neoplasias malignas. Existem
diversos estudos abrangentes, tanto em genes do ciclo celular, como em expressao de
moléculas de adesdo. Estas ultimas ja foram bem elucidadas, porém as estruturas de adesao
que fazem parte da zona de membrana basal ndo foram muito investigadas. Mesmo sabendo
que estas moléculas estdo ligadas a outras patologias epiteliais, ndo hd comprovagdes do seu

verdadeiro papel no desenvolvimento do melanoma.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Analisar a expressao imunoistoquimica de moléculas de adesdo celular em melanoma.

4.2. Objetivos Especificos

1. Criar um banco de dados com caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas de pacientes
portadores de melanoma do Hospital Sao Paulo.

2. Analisar, pela técnica de imunoistoquimica, a expressao de laminina, coldgeno tipo IV,
colageno tipo XVII e Perlecan, em melanomas acondicionados em Arranjo Tecidual de
Matriz (TMA).

3. Correlacionar os dados morfoldgicos com os marcadores estudados e, quando pertinente,

dados clinicos.
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5. PACIENTES E METODO

Para fazer parte deste estudo foram selecionados pacientes diagnosticados com melanoma
cutaneo no servi¢o de dermatologia do Hospital Sao Paulo, da Universidade Federal de Sao

Paulo (UNIFESP).

5.1. Casuistica

O primeiro levantamento feito apresentou 460 casos de melanoma cutdneo primério.
Porém foi observado que, por ser um servigo de referéncia, este seria um nimero inferior ao
esperado, por isso recentemente uma nova pesquisa foi realizada, a qual produziu mais 183
casos. Assim a amostra inicial era formada por 643 casos.

Do total de casos, 271 pacientes foram retirados do estudo devido as condicoes referidas
nos seguintes critérios de exclusao:
a. Auséncia do bloco de parafina no arquivo do Departamento de Patologia, da
Universidade Federal de Sdo Paulo ou blocos que ndo tenham material suficiente para
confeccdo do tissue microarray.
b. Casos revisados por andlise histolégica que nao cobrem as especificacdes do estudo.
c. Pacientes com mais de um melanoma primario cutaneo ou outra neoplasia sist€mica.
d. Aqueles com auséncia de informagdes clinicas.

Sendo assim, a amostra final é constituida de 124 casos de melanoma, do periodo de 1996
a 2010, com seguimento clinico colhido dos prontudrios individuais no Servi¢co de Arquivo
Médico (SAME) da Instituicdo. Além disso, existem 248 casos que ainda terdo seus
prontudrios pesquisados nos Departamentos de Dermatologia e Cirurgia Plastica da
UNIFESP, pois ndo foi possivel obter as informacOes clinicas referentes a lesdo nos

prontudrios lidos no SAME.

5.2. Analise histolégica dos casos selecionados

Todos os casos selecionados para o estudo foram revistos para avaliacdo de critérios
anatomopatoldgicos: tipo histolégico, tipo de crescimento (radial ou vertical), profundidade
de infiltracao segundo Breslow, nivel de Clark, nimero de mitoses, presenca de regressao

histolégica, embolizacdo angiolinfética, invasao perineural, presenca de ulceracdo e satelitose.
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5.3. Confec¢ao do Arranjo Tecidual de Matriz (TMA)

Depois da andlise da lamina, corada por hematoxilina e eosina, dos casos, serd
identificada a 4rea neopldsica de interesse, para posterior pun¢ao do local escolhido no bloco
doador. Serdo escolhidas duas areas neopldsicas com diferenca no tipo celular identificado. O
cilindro retirado do bloco serd transferido para o bloco receptor, com auxilio do equipamento
tissue microarrayer. Quando este bloco estiver pronto, as laminas provindas do TMA deverao

ser confeccionadas de acordo com o niimero necessario para uso dos anticorpos.

5.4. Técnica de Imunoistoquimica

Serdo avaliados os seguintes marcadores biologicos nas laminas preparadas pelo fissue
microarray:

- Anti-Laminina — Rabbit polyclonal anti-human — Clone Abcam cat. ab11575

- Anti-Colageno IV - Rabbit polyclonal anti-human — Clone Abcam cat. ab6586

- Anti-Coldgeno XVII - Mouse monoclonal anti-human — Clone NC16A-3 Abcam cat.
ab79878

- Anti-Perlecan - Mouse monoclonal anti —human - Clone A76 Abcam cat. ab26265

5.4.1. Protocolo da reacdo imunoistoquimica

1. Corte do material e confeccao das laminas silanizadas, que permanecerao por 24 horas em
estufa a 60°C.

2. Estas laminas serdo submetidas a desparafinizagdo em 2 solu¢des de xilol 100% por 5
minutos cada.

3. Posteriormente, realizard a preparacdo das laminas através de passagens sucessivas em
etanol a cada 5 minutos (100%, 95% e 70%) e entdo lavagem em 4gua corrente por 5 minutos.
4. As laminas sdo submetidas a recuperacdo antigénica pelo calor, utilizando-se panela de
pressao (Eterna®, Nigra) e solu¢io tampao citrato 10mM pH 6,0.

5. A seguir, serd realizado o bloqueio da peroxidase endégena com solugdo de perdxido de
hidrogénio a 3% (agua oxigenada 10 vol.), com quatro trocas de 5 minutos cada, seguidas de
lavagens com solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS - phosphate buffered saline - 10
mM e pH 7,2) por 5 minutos.

6. As laminas serdo incubadas com o anticorpo primdrio diluido em tampao PBS, contendo
albumina bovina (BSA) a 1% por 1 hora, a temperatura ambiente, em camara umida. A

titulacdo serd estabelecida em tecidos controle previamente ao experimento. Apds a
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incubacgdo, lavam-se as laminas em tampao PBS adicionado de detergente tween com trés
trocas de 3 minutos cada.

7. Inicia-se, entdo, a incubacdo das laminas com o anticorpo secunddrio biotinilado-reagente
C (Biotinylated goat anti-mouse/rabbit Ig) do kit StreptABComplex/HRP Duet (mouse/rabbit)
(Dako A/S), diluido em PBS, por 30 minutos a temperatura ambiente e posterior lavagem em
tampao PBS e detergente tween com trés trocas de 3 minutos cada.

8. Incubar o complexo reagente A (Streptavidin) no titulo preestabelecido de 1:200 e reagente
B (Biotinylated Peroxydase) no titulo preestabelecido de 1:200, diluido em PBS, por 30
minutos a 37°C e posterior lavagem em tampao PBS com trés trocas de 3 minutos cada.

9. As laminas serdo incubadas em solucdo cromdgena de fosfatase alcalina (kit
Envision/Dako) por 15 minutos.

10. Ap6s a observagdo do desenvolvimento do precipitado vermelho, as 1aminas serdo lavadas
em 4gua corrente por 5 minutos e contracoradas com Hematoxilina de Harris (Merk) por 30
segundos.

11. Segue-se, a montagem das laminas para posterior leitura.

12. As reagdes serdo acompanhadas de controle positivo, em tecido sabidamente positivo para

o0 anticorpo testado, e controle negativo, realizado pela omissao do anticorpo primério.

5.5. Analise Estatistica

Para relacionar as varidveis histologicas e a expressdo dos marcadores pesquisados neste
trabalho serd utilizado o teste de associa¢ao qui-quadrado ou o teste de Fisher.

A andlise de sobrevida sera feita através do método de Kaplan-Meier e para comparacao das
curvas serd utilizado o teste de log-rank.

Todos os resultados dos testes serdo considerados estatisticamente significativos quando

p<0,05.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade

Federal de Sao Paulo sob o n° 0527/11
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6. RESULTADOS PARCIAIS

Neste relatério apresentamos os resultados parciais, devido ao ndo cumprimento do
cronograma sugerido, decorrente da dificuldade no levantamento dos casos, conforme

explicitado nas “Consideragoes Iniciais”.

6.1.1. Dados Demogrdficos

A andlise dos dados demograficos referentes aos 124 pacientes estd demonstrada na
tabela 2. A média de idade ao diagnéstico € de 57,13 anos, variando entre 13 e 85 anos, sendo
65 (52,4%) mulheres e 59 (47,6%) homens. A maior frequéncia étnica foi de caucasianos com
92 (74,2%) pacientes, seguida dos pardos com 27 (21,8%). A regido do pais com maior

numero de casos € a sudeste com 78 (62,9%), destes 66 pacientes sdo do estado de Sdo Paulo.
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Tabela 2. Distribuicao dos dados demograficos

Varidvel Categorias Frequéncia Percentual Percentual Acumulado

Sexo Feminino 65 52,4 52,4
Masculino 59 47.6 100
Total 124 100

Etnia Caucasiano 92 74,2 74,2
Amarelo 0 0 74,2
Pardo 27 21,8 96
Negro 4 3.2 99,2
Sem informagdes 1 0,8 100
Total 124 100

Naturalidade Sul 3 2,4 2.4

(Localizagao Sudeste 78 62,9 65,3

Geografica) Nordeste 37 29,9 95,2
Norte 0 0 95,2
Centro Oeste 0 0 95,2
Sem informagdes 6 4.8 100
Total 124 100

6.1.2. Dados Clinicos

As variaveis clinicas estao descritas na tabela 3.

Apenas 11 (8,9%) individuos apresentaram recidiva local do melanoma cutineo.

De toda a amostra 88 (71%) pacientes fizeram a pesquisa de linfonodo sentinela, destes 34

(38,6%) foram positivos e 21 (23,9%) negativos.

Foi observada a presenca de metastase em 39 (31,5%) pacientes, enquanto em 49 (39,5%)

ndo ocorreu. Naqueles com metastase, 19 (47,5%) pacientes apresentaram acometimento de

viscera, as mais frequentes foram pulmao e cérebro, com 9 (47,4%) e 7 (36,8%) casos,

respectivamente.
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Tabela 3. Distribuicao dos dados clinicos

Varidvel Categorias Frequéncia Percentual Percentual Acumulado

Recidiva Presente 11 8,9 8,9
Ausente 113 91,1 100
Total 124 100

Pesquisa LNS Sim 88 71 71
Nao 21 16,9 87,9
Sem informag¢do 15 12,1 100
Total 124 100

Metastase Presente 39 31,5 31,5
Ausente 49 39,5 71
Sem informagdao 36 29 100
Total 124 100

6.1.3. Dados Histopatologicos

As caracteristicas histopatoldgicas foram verificadas por revisd@o das laminas e consulta
aos laudos anatomopatolégicos de cada paciente. Estas varidveis se encontram descritas na
tabela 4.

O tipo histolégico com maior incidéncia foi o extensivo superficial com 47 (37,9%)
casos, seguido do tipo acral lentiginoso com 34 (27,4%) pacientes. A profundidade de
Breslow variou entre 0,2 ¢ 36 mm, com média de 5,42 mm, apresentando 53 (42,7%)
amostras com espessura maior que 4 mm. Quanto a invasdo segundo nivel de Clark, 59
(47,5%) casos apresentaram nivel IV e outros 32 (25,8%) com nivel de Clark III.

O indice mitético variou de 0 a 50 mitoses por 10 campos de grande aumento (cga), com
média de 9,1 mitoses. Na amostra 61 (49,2%) pacientes tinham o tumor primario ulcerado.

Quanto ao infiltrado inflamatdrio, o tipo peritumoral esteve presente em 85 (68,5%) casos
e o tipo intra-tumoral em 66 (53,2%) pacientes.

A invasdo vascular esteve presente em 24 (19,4%) pacientes, enquanto a invasdo

perineural foi vista somente em 10 (8,1%) casos.
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A regressdao apareceu em 20 (16,1%) pacientes e a presenca de satelitose esteve em 9

(7,3%) casos.

Tabela 4. Distribuicao das varidveis histopatoldgicas

Varidvel Categorias Frequéncia  Percentual Percentual
Acumulado

Tipo histoldgico Extensivo Superficial 47 37.9 37,9
Nodular 28 22,6 60,5
Lentigo Maligno Melanoma 7 5,6 66,1
Acral Lentiginoso 34 27,4 93,5
Outros 8 6,5 100
Total 124 100

Breslow <1 21 16,9 16,9
>1,01<2,0 21 16,9 33,8
>2,01<4 19 15,4 49,2
>4 53 42,7 91,9
Sem informacgao 10 8,1 100
Total 124 100

Clark I 0 0 0
II 10 8,1 8,1
I 32 25,8 33,9
v 59 47,5 81,4
\Y% 13 10,5 91,4
Sem informacgao 10 8,1 100
Total 124 100

Indice Mitético 0 6 4,8% 4,8%
>0<6 42 33,9% 38,7%
>6 57 46% 84,7%
Sem informagdes 19 15,3% 100%
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Ulceracgao Presente 61 49,2 49,2
Ausente 44 35,5 84,7
Sem informagdes 19 15,3 100
Total 124 100

Infiltrado Presente 66 53,2 53,2

Inflamatério Intra- Ausente 58 46,8 100

tumoral Total 124 100

Infiltrado Presente 85 68,5 68,5

Inflamatério Ausente 39 31,5 100

Peritumoral Total 124 100

Invasao vascular Presente 24 19.4 19.4
Ausente 72 58,1 77,5
Sem informagdes 28 22.5 100
Total 124 100

Invasio Perineural Presente 10 8,1 8,1
Ausente 85 68,5 76,6
Sem informacgdes 29 234 100
Total 124 100

Regressao Presente 20 16,1 16,1
Ausente 104 83,9 100
Total 124 100

Satelitose Presente 9 7,3 7,3
Ausente 115 92,7 100
Total 124 100
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6.1.4. Seguimento

Dos 124 pacientes com seguimento, 72 (58,1%) deles permaneceram vivos sem
melanoma, 28 (22,5%) vivos com a doenca, 10 (8,1%) morreram por conta do melanoma e
apenas 2 (1,6%) faleceram por outras causas. Além destes, 12 (9,7%) pacientes ndo tinham

informacdes quanto ao seu status.
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7. DISCUSSAO

Todos estes dados demonstrados nesta monografia e pesquisados no servico sdo de
grande importancia para dar um prognodstico ao paciente do servigo e também para estudos de
sobrevida, necessarios para a melhor elucidag¢io das doencas.

Por ser um centro de referéncia de saide publica e também um conceituado centro de
pesquisa, seria necessdrio uma centralizacio dos dados de seguimentos dos pacientes
atendidos na UNIFESP, para assim poder ter uma ligacdo dentro do préprio servico, como
também com outros servigos. Cada levantamento de caso acarreta uma maior dificuldade, que
demanda maior tempo e disponibilidade do pesquisador, dificultando a obtencdo de
informagdes indispensdveis ao estudo.

O melanoma € uma patologia que apresenta um lugar de destaque entre as neoplasias,
devido ao seu aumento de incidéncia e da sua progressdao acelerada. Atualmente, as
informacdes e esclarecimentos sobre o cancer de pele geral sdo muito bem veiculados,
fazendo com que as pessoas tenham um maior conhecimento, melhorando assim a
sobrevivéncia dos individuos acometidos por essa doenca.

A maioria dos pacientes do estudo é do sexo feminino, caucasianos e apresentam uma
idade média de 57,13 anos, correspondente a média mundial [8] [26].

O tipo histolégico de melanoma mais frequente na amostra ¢ do tipo extensivo
superficial, conforme j4 demonstrado na literatura, porém o segundo com maior incidéncia é
do tipo acral lentiginoso, diferindo da literatura que mostra o tipo nodular sendo mais comum
do que o acral [8] [26]. Os melanomas acrais-lentiginosos sdo mais encontrados na populacdo
afro-descendente e oriental, o que pode explicar a sua maior frequéncia nos pacientes
atendidos na UNIFESP, que se constituem de uma maioria miscigenada, porém com tracos
genéticos oriundos de suas etnias de origem [82].

Dentre as varidveis morfoldgicas dos casos estudados, observa-se a maior profundidade
de Breslow encontrada em muitos deles, exemplificada pela maior frequéncia de melanomas
maiores que 4 mm (42,7%). Quanto ao Clark o nivel de maior incidéncia € o IV (47,5%) e o
nimero de mitoses localizadas apresentou uma média de 9 mitoses por cga, além da maioria
dos tumores primdrios serem ulcerados (49,2%). Esses parametros revelam um pior
prognéstico da amostra do estudo, podendo ser explicado pela procura tardia do servigo de

saude pela populagdo. Corroboram estes dados, o encontro de uma porcentagem alta de
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metdstases em linfonodos sentinela (37%), muito acima da média mundial (até 22%), fato que
ocorre quando o grupo de melanomas tem espessura maior [46].

Devido o alto percentual de metastase encontrada nos linfonodos sentinela, era esperado
que houvesse uma grande quantidade de pacientes com metéstases em outros locais, assim
31,5% dos casos tiveram um histdrico de aparecimento de metdstase, sendo que 47,5% destes
apresentaram acometimento de visceras, principalmente em pulmao e cérebro.

A maioria dos pacientes deste estudo permaneceram vivos sem a doenga até o ultimo
seguimento (58,1%), porém 8,1% faleceram devido ao melanoma e suas conseqiiéncias, com
sobrevida média baixa de 27,7 meses. Nesta amostra 85,5% dos pacientes apresentaram
sobrevida maior que 3 anos, dentro dos limites demonstrados na literatura [8] [83].

Quando esses fatores sdo estudados e observam-se as diferencas entre a amostra da
UNIFESP comparadas a outros centros nacionais ou até mundiais, ndo deve ser esquecida a
heterogeneidade da populacdo brasileira, que pode levar a essa mudanga nas taxas dos
parametros. Mesmo que o estudo tenha a maior parte de caucaséides, isso ndo significa que
nao haja uma mistura de ragas, ja que no Brasil a etnia é uma caracteristica qualitativa.

Todos estes parametros demonstram de forma pratica o que ja foi colocado neste
trabalho, a progressao rapida do melanoma e consequentemente a importancia do estudo desta

patologia.
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8. CONCLUSOES

1. Os pacientes, em sua maioria, eram do sexo feminino com idade média de 57,13 anos

€ caucasianos.

2. O tipo histolégico mais frequente foi o extensivo superficial, seguido do acral

lentiginoso.

3. Predominaram casos muito profundos, com espessura de Breslow acima de 4 mm,
Clark IV, ulcerados e em média com 9 mitoses por cga, levando ao pior progndstico desta

amostra.

4. Ficou clara a procura tardia destes pacientes pelo servico médico, sendo demonstrada
pelo alto percentual de metastases em linfonodos sentinelas. As metdstases viscerais

acometeram principalmente pulmoes e cérebro.

5. Os pacientes que faleceram devido ao melanoma apresentaram uma sobrevida média
de 27,7 meses, comprovando a alta letalidade desta patologia. E 85,5% apresentaram

sobrevida maior que 3 anos.



33



34

9. CONHECIMENTOS ADQUIRIDOS

Neste tempo de 9 meses o aprendizado acumulado foi de grande relevancia, entre os itens
passados estdo: Levantamento de literatura para estudo, desenho de projeto de pesquisa,
estudo de metodologias, levantamento de casos e leitura de Prontudrios, andlise histoldgica de
casos de Melanoma Cutineo e aprendizado das Técnicas de Imunoistoquimica e de

Hibridizac¢ao in situ por fluorescéncia.

10. ATIVIDADES REALIZADAS EM 2011

- Participacdo em reunido cientifica semanal do Departamento de Patologia.

- Avaliacdo Histopatologica dos casos do estudo com o orientador Dr. Gilles Landman.

- Participagcdo conjunta no projeto: Melanoma acral-lentiginoso: andlise imunoistoquimica
da expressdo das proteinas PTEN, c-Kit, Ciclina DI, B-RAF, Myc e avaliacdo por
hibridizacdo in situ por fluorescéncia dos genes PTEN, Myc CCNDI, RREBI, MYB e
centromero 6.

P6s-graduando: Fernando Cintra Lopes (Mestrado)

- Estdgio de curta duragdo para aprendizado da técnica de FISH no Hospital A.C. Camargo.

Carga Horaria: 32 horas

- Curso de Patologia Investigativa

Carga Hordria Total: 84 horas — Créditos: 07

- 11l Workshop: Skin lesions induced by solar radiation and melanoma: pathophysiology,
prevention and therapeutics

Carga Horaria: 12 horas

- IV Encontro Internacional de Patologia Investigativa e XVI Jornada de Patologia do
Hospital A.C. Camargo

Carga Hordria: 31 horas
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- Curso de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e Animas.

Carga Hordria: 36 horas - Créditos: 03

- Curso de Tumores do Sistema Digestorio

Carga Horaria: 96 horas - Créditos: 08

11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Término do trabalho para cumprimento dos objetivos propostos. Posterior redacdo e
submissdo de artigo com resultados finais do estudo.

Matricula no programa de pds graduacdo do Departamento de Patologia da UNIFESP,

para realizacdo de projeto de mestrado voltado a biologia molecular do melanoma cutaneo.
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