RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 15/09/2018.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Juliana Polizel Ocanha

FOXP3 E IMP3: IMPACTO NA EVOLUGAO DOS
DIFERENTES SUBTIPOS CLINICOS DE MELANOMA
CUTANEO

Dissertacao apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtengéo
do titulo de Mestre em Patologia.

Orientadora: Professora Dra. Mariangela Esther Alencar Marques

Botucatu
2016



Juliana Polizel Ocanha

FOXP3 E IMP3: IMPACTO NA EVOLUGAO DOS DIFERENTES SUBTI-

POS CLINICOS DE MELANOMA CUTANEO

Dissertacao de Mestrado apresentada a
Faculdade de Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencao do titulo de Mestre em

Patologia

Orientadora: Mariangela Esther Alencar Marques

Botucatu

2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Ocanha, Juliana Polizel.

FOX P3 e IMP3 : impacto na evolucdo dos diferentes
subtipos clinicos de melanoma cutdneo / Juliana Polizel
Ocanha. - Botucatu, 2016

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Maridngela Esther Alencar Marqgques

Capes: 40105008

1. Pele - Doencas. 2. Pele - Cancer - Progndstico.
3. Metéstase. 4. Melanoma. 5. Neoplasias. 6. Patologia.

Palavras-chave: Dermatopatologia; Melanoma; Neoplasia
metastatica; Progndstico; Taxas de sobrevida.







Dedicatoria

A meus pais, Jodo e Silvia, pelo exemplo de perseveranga e honestidade
A meu irméao, Eduardo, pelo aprendizado constante

A meu noivo, José Candido, pelo companheirismo e carinho



Agradecimentos

A minha orientadora, Professora Dra. Mariangela Esther Alencar Marques,
pela amizade e exemplo de competéncia profissional
Ao pesquisador Dr. José Candido Caldeira Xavier Jr. pela analise sempre
criteriosa dos textos e pela paciéncia.
A Professora Dra. Marcia Guimaraes da Silva pelo apoio na obtengdo do
auxilio Fapesp, sem o qual este projeto ndo seria possivel.

A secretaria Denise Ap. dos Santos pelo levantamento das bidpsias junto
ao arquivo da Patologia. A secretaria Cristina A. Alquati Dorico pelo apoio
em varias etapas.

Aos técnicos Marcos Roberto Franchi, Celene Maria C. Gandin, Luiz Fer-
nando Franchi, José Carlos Pedroso de Lima, e auxiliar Rita de Cassia de
Moraes pelo apoio e compromisso no preparo e entrega das laminas.

A Secretaria Vania A. Soler pela atencéo e gentileza.

Ao estatistico Hélio R.C. Nunes pela presteza na realizacdo das analises
estatisticas.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, pela viabili-

zacao do projeto.



“Eu sou é eu mesmo. Divérjo de todo mundo... eu quase que nada n&o
sei. Mas desconfio de muita coisa”.
Grande sertédo: veredas - Pagina 16, de Jodo Guimardes Rosa - Publicado

por J. Olympio, 1958 - 571 paginas



Resumo

INTRODUCAO: O melanoma apresentou aumento na sua incidéncia com o
passar dos anos. A despeito das melhorias no diagndstico e tratamento,
demonstra mortalidade consideravel. A incapacidade de prever com maior
precisdo sua evolugdo ainda intriga os pesquisadores. Dois marcadores
imuno-histoquimicos, FOXP3 e IMP3 vém sendo relacionados a pior
prognéstico em varios estudos. OBJETIVO: Avaliar se a presenca de
FOXP3 e IMP3 é diferente entre os subtipos clinicos e se ha correlagao
entre a sua presenca e pior prognéstico. METODOS: Estudo do tipo coorte
retrospectiva, que avaliou todos os pacientes diagnosticados com
Melanoma a partir do exame anatomopatologico no periodo de 2003 a 2011
provenientes dos servigos de Dermatologia e Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu (UNESP). As I&minas foram reanalisadas por dois
patologistas e uma dermatologista, para assegurar subtipo clinico, Breslow,
presenca de ulceragdo, mitoses e regressao histologica. A partir dos blocos
mantidos em arquivo se realizou a técnica imuno-histoquimica dos
marcadores FOXP3 e IMP3. Além disso, foi realizado estudo de prontuario
para avaliar aspectos demograficos, clinicos e de evolugdo do paciente.
Foram aplicados os testes Qui-Quadrado ou Exato de Fisher, Kruskall
Wallis, Teste de Dunn e Modelo de Regressdo de Cox. Foi considerado

estatisticamente significante p<0,05. RESULTADOS: A maioria de casos
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teve positividade < ou = a 25% tanto para IMP3 como para FOXP3. A
positividade deles nao pdde ser correlacionada a presenca de metastases
(p= 0,947 e p=0,936, respectivamente). O subtipo nodular foi o subtipo que
mais teve associagdo com metastase (RR = 9), mas todos os subtipos
tiveram maior risco em relagao ao extensivo superficial. Breslow, ulceragao
e mitose foram associados a metastase (RR= 8,33; 544 e 13,44
respectivamente, p<0,001). Regressédo foi inversamente relacionada a
ocorréncia de metastases (RR =0,36, p=0,021). CONCLUSAO: Nzo ha
evidéncia de beneficio do uso de IMP3 ou FOXP3 como marcadores

prognésticos em melanoma primarios na nossa populagao.



Abstract

BACKGROUND: Melanoma keeps growing up in incidence over the years.
Despite of the improvements in diagnosis and treatment, it still has
considerable mortality. The incapability to predict with more precision its
evolution continues to urge specialists. Two immunohistochemistry
markers, FOXP3 and IMP3 have been related to worse prognosis in several
studies. OBJECTIVE: To evaluate if the presence of FOXP3 and IMP3 is
different among clinical subtypes and if there is correlation between their
presence and worse prognosis. METHODS: Retrospective cohort study that
analyzed all patients diagnosed with Melanoma by anatomopathological
species in the period of 2003 to 2011, from Dermatology and Pathology
services of Botucatu Medical School (UNESP). The samples were
reanalyzed by two pathologists and one dermatologist to ensure clinical
subtype, Breslow, presence of ulceration, mitosis and histological
regression. From the species maintained in archives, the FOXP3 and IMP3
immunohistochemistry techniques were performed. Besides that, a records
study was executed in order to evaluate demographic, clinical and evolution
aspects of the patients. It was applied Qui-square, Fisher's Exact test,
Kruskall Wallis’ test, Dunn’s Test and Cox Regression analysis. It was
considered statistically significant p value <0,05. RESULTS: The majority of

cases had positivity of 25% or less for IMP3 and FOXP3. Their positivity
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could not be related to the presence of metastasis (p= 0,947 and p=0,936,
respectively). Nodular subtype was the one which had higher association
with metastasis (OR = 9), but all subtypes had higher risk compared to
superficial spreading. Breslow, ulceration and mitosis were associated to
metastasis (OR= 8,33; 5,44 and 13,44 respectively, p= or <0,001).
Regression was inversely associated to occurrence of metastasis (OR
=0,36, p=0,021). CONCLUSION: There was no evidence of the benefit of
using IMP3 or FOXP3 as prognosis markers in primary melanomas in our

population.
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Lista de Abreviaturas

Ac = Acral Lentiginoso

BRAF = protoncogene que produz proteina B-Raf
cm = centimetros

CTL4 = Proteina 4 associada ao linfécito T citotoxico
ES = extensivo superficial

FOXP3 = fator de transcricdo “Forkhead”

HE = Hematoxilina e Eosina

IMP3 = proteina ligante tipo 3 do RNA mensageiro do fator de crescimento

relacionado a Insulina do tipo 2

INCA = Instituto Nacional do Cancer

LM = Lentigo maligno

mm = milimetros

Nd = nodular

PDL1 = Ligante de morte programada tipo 1
Treg = Células T reguladoras

UNESP = Universidade Estadual Paulista
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1. Introducao

O melanoma cutaneo € um cancer decorrente da proliferagao
anormal de melandcitos na epiderme. Comparativamente a outros tumores
de pele, como carcinoma basocelular e espinocelular, € menos frequente,
porém assume importancia pela sua mortalidade. No Brasil a estimativa é
de 5670 casos novos em 2016, enquanto que para os canceres de pele nao

melanoma a estimativa é de 175760 novos casos em 2016."

Nos Estados Unidos, houve aumento em sua frequéncia de
15/100000 para 21.6/100000 no periodo de 1992 a 2014, o que representa
um aumento por volta de 1.4% ao ano. O numero de mortes € préximo de
2.7/100000 ao ano, o que representa 1.7% de todas as mortes por cancer.
Houve melhora da sobrevida geral no mesmo periodo, de cerca de 90%
para 93,3%.2

Quando é confinado a epiderme (“in situ”) a sobrevida em 5 anos
€ proxima de 98.3%, mas quando metastatico a taxa de sobrevida em 5
anos fica abaixo de 18%. Dessa forma, por ser uma lesdo potencialmente

curavel nas fases iniciais, tem importancia o diagnostico precoce.?

Desde 1969, o melanoma foi subdividido em subtipos, clinicos e
histopatoldgicos, sendo os 4 principais: Extensivo Superficial, Lentigo Ma-
ligno, Lentiginoso Acral e Nodular.® Depois que o estadiamento do Ameri-

can Joint Cancer Committee * incorporou Breslow, taxa mitotica e ulceragao
16



como principais marcadores de pior prognéstico, a importancia do subtipo
histolégico foi reduzida. Mas a descoberta de mutagbes génicas preferen-
ciais em subtipos clinicos, como a presenca de NRAS ser mais comum nos
melanomas acrais, e BRAF mais comum nos extensivos superficiais,>87 re-
forgou a observagao clinica de uma evolugao natural distinta entre os gru-

poS.

O mais frequente é o subtipo Extensivo Superficial, que se ca-
racteriza por lesdo na maioria das vezes, plana, acastanhada, que acomete
predominantemente homens no dorso e mulheres, nos membros inferio-
res.®° Na analise histopatologica observa-se proliferagdo melanocitica ati-
pica com tendéncia a crescimento inicialmente radial e posteriormente ver-
tical. Corresponde de 30 a 70% dos melanomas, variando conforme a po-
pulagdo étnica estudada.'®'" Este subtipo apresenta mecanismo fisiopato-

l6gico melhor compreendido dentre os subtipos.’:12

O melanoma nodular, por sua vez, apresenta crescimento verti-
cal rapido, e nao exibe fase de crescimento radial, o que acarreta em um
prognostico geralmente pior.'>'4 Por causa da sua apresentacgdo clinica é
frequentemente uma lesdo autodiagnosticada,'® ja que se revela como pa-
pula de surgimento abrupto e, muitas vezes, fridvel. Baumert et al.'® mos-
traram, entretanto, que ndo houve correlagcéo entre a espessura tumoral nos

subtipos acral e nodular e maior conhecimento sobre o melanoma, nova-
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mente sugerindo uma agressividade biolégica maior nestes subtipos, e con-
tradizendo a teoria de que sao agressivos por serem diagnosticados tardi-

amente.

O subtipo lentigo maligno se caracteriza por lesdo geralmente
mal delimitada em areas fotoexpostas de pessoas idosas, com crescimento
mais indolente.’”-'® Houve um estudo’® que demonstrou que, caso ndo hou-
vesse abordagem da lesao inicial, um paciente de 45 anos diagnosticado
com Lentigo maligno (lesdo in situ) teria a chance de 3,3% de desenvolver
melanoma aos 75 anos e um paciente de 65 anos teria chance de 1,2% de
desenvolver melanoma aos 75 anos. Levando em conta a idade do paci-
ente, comorbidades e, além disso, a dificuldade cirurgica em muitos casos,
pois as margens cirurgicas sao clinicamente dificeis de delimitar, acarre-
tando em multiplas abordagens, houve uma tendéncia de realizar terapias
mais conservadoras. Entretanto € um tumor com relatos nao tao infrequen-
tes de metastases, principalmente linfonodais,?°?" a despeito de seu cres-
cimento lento.

Por fim, o subtipo lentiginoso acral é o subtipo mais frequente em
individuos da etnia negra e amarela.?>2324 Tem apresentagdo mais comum
em idosos, no halux, e pode se apresentar em regido subungueal através
de faixa enegrecida. Geralmente apresenta diagnéstico mais tardio.?42%26 A
literatura € controversa ao discutir se os melanomas acrais s&o biologica-

mente agressivos ou eles sdo diagnosticados tardiamente, em estagios ja
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avancados. Porém alguns estudos sugerem que este subtipo e o nodular
tém sobrevida menor e prognédstico pior em relagdo aos outros subti-
pos.27’28'29

A incapacidade de prevermos completamente a propenséo de
um melanoma a desenvolver metastases € a principal barreira para o de-
senvolvimento de terapéuticas mais eficazes para a doencga.® A despeito
das tentativas de melhora no seguimento e tratamento dos pacientes, exis-
tem casos que fogem a regra: melanomas pouco espessos desenvolvendo
metastases agressivas e lesdes espessas com longa sobrevida livre de do-
encga.3

A procura dos servigos de saude mais precoce dos pacientes e
novas tecnologias como a dermatoscopia, a microscopia confocal e 0 ma-
peamento digital das lesbes melanociticas tém aprimorado o diagndstico.
Estes métodos vém aumentando o numero de lesdes suspeitas excisadas
em fases iniciais, o que é verificado pelo aumento da incidéncia e estabili-
zacao da mortalidade da doencga.?3!

A patologia permanece o padréo ouro para diagnéstico. O mela-
noma em suas fases iniciais € responsavel por duvidas diagndsticas entre
especialistas. Para estas lesdes ndo existe, até o momento, técnica ou mar-

cador imuno-histoquimico ou molecular definitivo para o diagnédstico.3?
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Um estudo realizado no Massachusetts General Hospital®® de-
monstrou as diferengas de uma segunda avaliagdo do patologista especia-
lista em relagdo a primeira avaliagéo pelo patologista generalista, e o im-
pacto desta nova avaliagdo em relagdo a mudangas em diagndstico e tra-
tamento. Cerca de 35% das lesbes melanociticas tiveram seu diagndstico
alterado de benigno para maligno e vice-versa apos a segunda avaliagao.
Em cerca de 13% dos casos isso implicou em mudangas em relagao a te-
rapéutica. Outro estudo sueco demonstrou mudanca de classificagao de le-
sdes < 1mm ou in situ para>1 mm em 15,5% dos casos, quando comparada
a avaliagdo de um patologista generalista para um especialista.3* Isso mos-

tra quao dificil e desafiador pode ser o estudo das lesbes melanociticas.

Para diminuir a discordancia entre os especialistas, varios esco-
res foram criados com o objetivo de aumentar a reprodutibilidade do diag-
noéstico.323% Entretanto, a aplicagdo dos escores ndo elimina totalmente a
chamada zona cinzenta, na qual, um pequeno numero de lesdes se situa.
Nestas lesdes o diagndstico de malignidade ou benignidade se torna com-
plexo.

Varios marcadores imuno-histoquimicos tém sido utilizados
neste sentido, para auxiliar no diagnéstico do melanoma, dentre eles S-100
(proteina S-100), Melan A (MART-1) e HMB 45. O S-100 é um marcador

para diferenciacdo neural e melanocitica. O Melan A é mais especifico para
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melandcitos, porém tem sensibilidade menor. Ja o marcador HMB 45 é mar-
cador de melandcitos intraepidérmicos, imaturos e ativados,*® podendo
através de sua intensidade de imunocoloragéo indicar grau de maturagao

das células melanociticas.

Melan A, S-100 e HMB 45 nao sao especificos, sendo a co-posi-
tividade dos 3 marcadores identificada em apenas 49,7% dos melanomas.3”
Ainda neste estudo,3” foram avaliados 121 melanomas primarios e 201 me-
lanomas metastaticos, e se avaliou a correlagao entre positividade da colo-
ragao (quando se observou positiva em mais de 25% do tumor), fatores
clinicopatoldgicos e prognostico. O S-100 foi o marcador mais sensivel, com
sensibilidade préxima de 91%, concordando com a literatura, enquanto me-
lan A foi positivo em 73% dos tumores e HMB-45 em 63%. E importante
notar que o melan A teve especificidade de 95%, superior ao S-100, cuja
especificidade varia de 75 a 87%. Nao houve correlagao entre positividade
dos trés marcadores e sobrevida, quando corrigidos para idade e Breslow.
Porém, houve correlagédo entre negatividade para HMB 45 e microsateli-
tose, bem como menor positividade de HMB 45 em tumores que ja sofreram

metastase.

Shah et al.®® ja haviam mostrado menor positividade de HMB 45
em tumores metastaticos e demonstrou sua positividade também em lesdes

benignas como nevos juncionais, maior do que para nevos intradérmicos.
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Ou seja, trata-se de marcador que pode estar positivo tanto em lesdes be-

nignas quanto malignas, uma vez que estes melandcitos estejam ativados.

Recentemente, foi descrito um marcador imuno-histoquimico de-
nominado IMP3 (Insulin-like growth factor-Il messenger RNA (mRNA)-bin-
ding protein-3 ou Proteina ligante tipo 3 do RNA mensageiro do fator de
crescimento relacionado a insulina tipo 2). Participa da modulagao fina pés
transcricional de oncogenes relacionados a proliferagdo celular, metasta-
ses, resisténcia a quimioterapia e sobrevida.3® E expresso por tecidos em-
brionarios e algumas neoplasias. Nos melanécitos, se demonstra por imu-
nocoloragao no citoplasma. Ha poucos estudos do uso de IMP3 para mela-
noma, sendo que neles foi considerada positiva a marcagao se presente

em mais que 10% dos melandcitos por observagdo direta.4041

Foi demonstrada negatividade de IMP3 para nevos comuns e
displasicos, positividade fraca em melanomas finos e nevos de Spitz, e forte
positividade em melanomas metastaticos.*? Houve positividade em 90%
dos melanomas metastaticos, 63% dos melanomas malignos e em 20% dos

nevos, correspondendo apenas a nevos de Spitz, em outro estudo.*°

Também se demonstrou maior positividade de IMP3 em tumores
avangados e metastaticos, indicando provavel pior prognostico nos mela-
nomas IMP3 positivos.*' Este artigo propde, inclusive, um mecanismo para

esta atuacdo, aumentando a migragao e invasao das células do melanoma.
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Ja houve sugestao de seu uso para discriminar nevos benignos intranodais

de metastases linfonodais de melanoma.*?

Entretanto Chokoeva et al.** demonstrou positividade em apenas
40% dos melanomas e 20% dos nevos displasicos, e nao considerou o mar-
cador como bom discriminador de malignidade e benignidade assim como

teria baixa correlagdo com prognostico.

Outro assunto de interesse em relacdo aos melanomas € a res-
posta imune do hospedeiro. Foi demonstrado que o melanoma apresenta
varios mecanismos de “fuga” da resposta imune. Um destes mecanismos
de fuga seria a expressao de um fator de transcri¢gao pelas suas células, o
FOXP3 (Forkhead transcription fator), e também é expresso nas células T
reguladoras, (CD4+CD25high). As células T reguladoras atuam inibindo di-
retamente as células T efetoras, CD8+, langando citocinas inibitdrias, com-
petindo com elas pela ligagdo com as células apresentadoras de antigeno,
levando a apoptose e diminuicdo da proliferagao das células TCD8+, prin-

cipais responsaveis pela defesa do hospedeiro em relacdo ao tumor.4>4¢

O FOXP3 se caracteriza, portanto, por ser marcador nuclear de
linfécitos CD4+CD25high. Varios métodos foram utilizados para demonstrar
sua positividade, sem padronizagao definida. Alguns artigos relatam conta-
gem manual total das células coradas e a partir da mediana das contagens,

classificaram-se os valores acima da mediana como “alta concentragao” e
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os abaixo da mediana como “baixa concentragdo”,*” outros analisaram hot
spots, ou seja, areas com notavel concentragéo de linfécitos, com contagem
manual das células positivas nestes locais,*® e por fim outros realizaram
avaliagao da porcentagem de células positivas e avaliaram intensidade da

coloracéo, como forte, moderada e fraca.*®

Numerosos estudos em animais demonstram correlagao positiva
entre presencga de Tregs e progresséo do tumor. Foi demonstrado em célu-
las de melanoma de murinos que a inibicdo de FOXP3 levou ao atraso no
tempo de aparecimento de leséo visivel, diminuiu o peso do tumor e au-
mentou o tempo de sobrevida.*® A presenca de células FOXP3 positivas foi
associada a progressao mais rapida do tumor e maior numero de metasta-
ses para linfonodo sentinela.*” Foi observado também que a inibigdo do
FOXP3 aumenta a eficacia da vacinagdo tumoral com base celular.?® No
entanto, ha discordancia na literatura sobre essa associagcao entre pre-
senca de FOXP3 em melanomas com sobrevida, pois outros estudos n&o

a demonstraram.48.51

Com relagao as terapias imunoldgicas contra o0 melanoma me-
tastatico, como o anti CTL4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)
Ipilimumabe, demonstrou-se agao de deplecio sobre células CD4/FOXP3

positivas®%3 e também a presenca de células FOXP3 pré-tratamento corre-

24



lacionou-se a melhor resposta a droga.®* Outro estudo sugere que a pre-
senca de células FOXP3+ pré-tratamento também tenha correlacido com
resposta terapéutica nos agentes anti-PDL1 (Programmed death-ligand 1),
como exemplo Nivolumabe®® e inibidores da mutagdo BRAF (protoncogene

que produz a proteina B-Raf), como exemplo Vemurafenib.56

Existe outro fenbmeno que ocorre no melanoma, denominado
‘regressao histolégica”, em que ha substituicdo da lesdo melanocitica por
area de intenso infiltrado inflamatério associado a fibrose e neoformacao
vascular. Ha discussao na literatura sobre se a regressao seria uma mar-
cadora de invasao do tumor, que por este motivo teria desencadeado res-

posta inflamatdria, ou marcador da resposta imune do hospedeiro.57-58

Socrier®® e Munsch et al.?9 ndo encontraram relagao positiva en-
tre regressao e metastases ao linfonodo sentinela nos melanomas finos.
Pacientes com melanomas sucessivos n&o apresentaram regressao histo-
l6gica na lesé&o inicial, mas desenvolveram nas lesdes subsequentes, que
apresentaram melhor classificagdo histoldgica que a lesao inicial.5'62 Re-
centemente, foi realizada metanalise com 10098 pacientes® que demons-
trou que o risco de metastase para linfonodo sentinela é significativamente
menor nos pacientes com regressao histologica. Seria interessante, por-
tanto, observar a presenga de FOXP3 nos linfocitos da regresséo histolo-

gica e correlaciona-la com progndstico.
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Por fim, a proposta deste trabalho é avaliar a expressao dos dois
marcadores imuno-histoquimicos: IMP3, marcador que caracterizaria ma-
lignidade e FOXP3, que avalia a resposta imune do hospedeiro e a secre-
cao tumoral deste fator de transcricdo. Esta avaliacdo de suas distribuicoes
nos subtipos de melanoma e sua correlagcdo com predi¢do progndstica é
inédita. O método é pouco oneroso e de facil realizagao, e possibilitaria
melhor caracterizagdo da lesdo primaria quanto a progndstico; aperfeico-

ando, desta forma, o diagndstico e seguimento dos pacientes.
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