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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.

22



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-
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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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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Descrever os aspectos clinicos, histopatologicos e da evo-
lugéo clinica dos pacientes com diagnostico de melanoma, realizar
analise imuno-histoquimica dos blocos em parafina utilizando dois
marcadores: IMP3 e FOXP3, e avaliar se a presenca deles tem cor-
relagdo com prognostico nos melanomas primarios.

3.2 Objetivos especificos

- Descrever os casos de melanoma através da analise de
prontuario em respeito aos seguintes aspectos: idade, sexo, didame-
tro da lesao, evolugcao para metastase ou o6bito, por melanoma ou

por outras doencas.

- Revisar laminas referentes ao diagndstico anatomopato-
l6gico para avaliar os seguintes dados da lesdo de melanoma: sub-
tipo clinico, Breslow, presenga de mitoses, ulceragédo e regresséo
histologica.

- Avaliar a presenca de positividade dos marcadores
imuno-histoquimicos e se eles sdo marcadores preditores de prog-

nostico no melanoma primario.
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- Avaliar se regresséo histologica se associou a pior prog-

ndstico nos casos estudados.
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4. Materiais e métodos

4.1. Descrigcao da amostra e Tipo de estudo

A amostra foi obtida a partir do total de lesées com diag-
nostico de Melanoma provenientes do servigo de Dermatologia e Patologia
da Faculdade de Medicina de Botucatu — Universidade Estadual Paulista
(UNESP) do periodo de 2003 a 2011 (9 anos). A partir da amostra foi reali-
zado estudo de Coorte retrospectiva, cujo tempo de observagao foi de pelo
menos 4 anos (figura 1).

Figura 1. Demonstragdo do tempo de observacao variavel

da amostra, mas minimo de 4 anos

Tempo de Momento da
observacdo variavel observacgdo
SO ==
a —
° X < X °
2003 2011 2015

4.2. Selegcao dos sujeitos

4.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos 195 casos de pacientes provenientes do

Servico de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, que
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tiveram seu diagndéstico anatomopatoldgico através de pecga cirurgica entre

os anos de 2003 e 2011.

4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos:

1. Pacientes cuja analise do melanoma ocorreu em
consulta, e nao realizaram nenhum acompanha-
mento no servico, ou que iniciaram acompanha-

mento e perderam seguimento (n=56).

2. Melanomas em que houve dificuldade na classifica-

¢ao em relagao ao subtipo histopatoldgico (n=3).

3. Blocos de parafina que nado apresentavam condi-
cOes técnicas para realizacao de analise imuno-his-

toquimica (n=17).

4. Casos que nao apresentavam todas as informagdes

necessarias a analise estatistica (n=7).

Ap0s a aplicagao dos critérios de inclusao e exclusao, a

amostra resultou em 112 casos.
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4.3.1. Variaveis clinicas

Foram extraidas a partir de prontuario médico

Sexo, idade, tempo entre o surgimento da lesao e diagnés-
tico, localizacdo, diametro, evolugao para metastases, obito por melanoma

ou outras doengas.

Todas as metastases foram consideradas como um mesmo
desfecho, sendo locais ou distantes. No anexo 1 (grafico), observamos o

detalhamento das metastases nos casos estudados.

4.3.2 Variaveis histopatologicas

Foram extraidas a partir de revisao das laminas cora-

das por Hematoxilina e Eosina (HE)

Subtipo histopatoldgico, Breslow, ulceragédo, mitoses, re-

gresséo histoldgica.

4.4 Coleta dos dados

Uma vez identificadas e separadas as copias dos laudos
anatomopatolégicos emitidos por médicos patologistas do Servigo de Pato-
logia da Faculdade de Medicina de Botucatu — (UNESP) foram avaliados os
prontuarios em papel e eletrénico de todos os pacientes acompanhados no

servico de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu —
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(UNESP). As laminas e respectivos blocos de parafina encontravam-se ar-
quivados no servico, e foram retirados do arquivo para realizacado deste es-

tudo.

4.5 Processamento de dados

4.5.1 Avaliagao do prontuario

Foram analisados dados epidemiolégicos como sexo e idade. As
informacdes sobre diametro das lesdes foram obtidas a partir dos pedidos
de exame anatomopatoldgico. Ja os aspectos evolutivos, como metastases,
obito por melanoma ou outras doencas foi observado nos dados referentes
aos atendimentos realizados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Me-

dicina de Botucatu.

4.5.2. Critérios histopatolégicos

As laminas dos espécimes anatomopatoldgicos estavam previa-
mente fixadas e coradas pelos métodos de HE, seguindo protocolo do Ser-
vigco de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. Este
material foi avaliado por dois patologistas (J.C.C.X.Jr.e M.E.A.M) e uma
dermatologista (J.P.O) para identificar o subtipo histopatoldgico, avaliar a
presencga de mitoses, ulceracao e regressao histolégica, bem como aferir o

Breslow.
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4.5.3. Técnica de Imuno-histoquimica

A técnica de realizagao de imuno-histoquimica seguiu protocolo

da Instituicdo UNESP — Botucatu:

Preparacao das amostras:

1) As amostras incluidas em parafina foram seccionadas com

navalhas de acgo inox na espessura de 3 micra em micrétomo rotativo.

2) Os cortes das amostras foram estendidos em laminas histolo-
gicas de vidro, foscas de bordas esmerilhadas, previamente tratadas com

organo-silano.

3) Apo6s permanecerem por 18 horas em estufa a 580 C, os cor-
tes passaram pelo processo de desparafinizagao em xilol e em seguida pelo

etanol absoluto seguindo para hidratagao.

Recuperagéo Antigénica:

Recuperagédo antigénica pelo calor em equipamento PT-LINK
(Dako), solugdo de pH alto por 20 minutos apds atingir a temperatura de

950C.

Reacao de imuno-histoquimica automatizada realizada em equi-

pamento Dako Link 48.
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1) Bloqueio da peroxidase enddgena através da incubacgéo das
laminas em solugéo de perdxido de hidrogénio a 3% por 5 minutos em tem-

peratura ambiente.

2) Lavagem em solugéo Salina Tamponada.

3) Incubagédo dos anticorpos FOXP3 (Abcam) na diluigdo de

1:100 e MMP3 (Dako) na diluigdo de 1:100 por 30 minutos.

4) Lavagem em solugdo Salina Tamponada.

5) Incubagéao do anticorpo conjugado (secundario e terciario) La-

belled Polymer Flex’HRP por 10 minutos em temperatura ambiente.

6) Lavagem em solugdo Salina Tamponada.

7) Revelagdo pelo cromoégeno 3,3-diaminobenzidine (DAB —

DAKO) por 5 minutos.

8) Lavagem em solucéo Salina Tamponada.

9) Contra Coloragdo em Hematoxilina (Dako) por 10 minutos.

9.1) Apds a analise de algumas laminas, foi trocada a contra-

coloracao para Giemsa

10) Lavagem em agua destilada.

11) Desidratagcdo em etanol absoluto e xilol.
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12) Montagem com laminulas em resina sintética.

4.5.4. Analise da imuno-histoquimica

Foram observados novamente pelos 2 patologistas e 1 dermato-
logista em microscopio multiobservacional para que, em analise manual,
determinassem em concordancia, a porcentagem de células coradas pelos
marcadores. Foi considerado denominador o total de células (melandcitos

ou linfocitos) de toda a leséo, e realizada estratificagdo conforme tabela 1.

Tabela 1 . Estratificacdo da porcentagem de células coradas pelo imuno-

marcador e graduagao com sistema de “cruzes”

Porcentagem (%) Graduacao em “cruzes”
0 0

0-5% T

6-25% 1t

26-50% 11

51-100% 11t

A seguir, figuras 1 a 5 evidenciando a positividade dos imunomarcadores.
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FOXP3

Figura 1. Ladmina com demonstragcio da positividade do marcador FOXP3, apre-
sentando marcagao negativa na primeira figura (a), 1+ (b), 2+(c), 3+ (d) e 4+ (e)

respectivamente. Contra-coloragcdo em Giemsa, aumento de 400x.
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IMP3

Figura 2. LA&mina com demonstracao da positividade do marcador IMP3, apresen-
tando marcagao negativa na primeira figura (a), 1+ (b), 2+(c), 3+ (d) e 4+ (e) res-

pectivamente. Contra-coloragdo em Giemsa, aumento de 400x.
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4.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica e a testes pa-
ramétricos e ndo paramétricos, tais como Qui-Quadrado ou Exato de Fis-
her, Kruskall-Wallis, Dunn e Modelo de regressdo de Cox. Foram conside-

rados valores positivos quando 1C95% ou p<0,05.
4.7 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, pro-

cesso 33405714.1.0000.5411/2014 (vide Anexo 4).
4.8 Aspectos financeiros

O projeto teve apoio da Fundagcdo de Amparo a pesquisa do Es-

tado de Sao Paulo (FAPESP) processo 2014/16031-5.
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metido ao American Journal of Dermatopathology.

54



1. Artigo 1

Titulo: Diferengas clinicas e histopatoldgicas entre os subtipos de

melanoma: série de 136 casos
Autores: Juliana Polizel Ocanha?, MD (jpocanha@gmail.com)
José Candido C. Xavier-Junior, MD, PhD® (josecandidojr@yahoo.com.br)

Mariangela Esther Alencar Marques, MD, PhD? (mmarques@fmb.unesp.br)

a — Departamento de Dermatologia e Radioterapia, Faculdade de Medicina, Uni-

versidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu-SP, Brasil.

b - Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina, Universidade Estadual

Paulista (UNESP), Botucatu-SP, Brasil.

Autor Correspondente:

Juliana Polizel Ocanha, MD

Departamento de Dermatologia e Radioterapia,

Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Distrito de Rubi&o Junior, s/n

CEP: 18618-970

Botucatu-SP, Brasil.

Telefone: + 55 (14) 991710436

Email: jpocanha@gmail.com

Palavras-chave: melanoma, dermatopatologia, prognéstico, taxas de sobrevida, neoplasia

metastatica.

Conflito de interesse: Nada a declarar

Suporte financeiro: Fapesp:16013-5/2014

55



Resumo

Fundamentos: O melanoma vem aumentando em incidéncia no
Brasil e no mundo, e a despeito nas melhorias no diagndstico e tratamento

a mortalidade vem se mantendo estavel.

Objetivos: Tracar um perfil clinico e histopatolégico dos pacientes

do servigo, bem como correlacionar estes dados com a evolugéo clinica.

Métodos: Estudo de coorte retrospectiva que analisou todos os
pacientes diagnosticados com melanoma do periodo de 2003 a 2011, com
seguimento clinico de pelo menos 4 anos. Foram avaliados prontuarios e
ldminas armazenadas em arquivo. A comparagdo entre os subtipos
histoldgicos realizou-se através de teste de Qui-Quadrado, exato de Fisher,
Kruskall-Wallis e teste de Dunn. P valor abaixo de 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.

Resultados: Nao houve diferenga estatistica entre os grupos com
relacdo a idade. O Breslow foi significativamente menor no subtipo
extensivo superficial (ES) do que nos subtipos acral (Ac) e nodular (Nd). O
subtipo nodular apresentou maior numero de mitoses que ES e lentigo
maligno (LM). ES apresentou menos ulceragdo e metastases que Ac e Nd.
Regressao foi mais presente nos subtipos ES e LM. Nos pacientes que
permaneceram na amostra, sé houveram mortes por melanoma no grupo

Ac.

Limitagdes: Utilizagado do prontuario como fonte de dados
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Conclusbes: Subtipo ES apresenta indicadores de melhor
prognéstico: menor Breslow que Ac e Nd, menos ulceragao e metastases.
Regresséao histolégica € mais presente nos subtipos ES e LM. Nd exibe

mais mitoses que ES e LM.
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Introducgao

Nos Estados Unidos, entre 1992 e 2014, os casos de melanoma
aumentaram em frequéncia em torno de 1,4% ao ano (de 15 casos/ 100000
habitantes para 21,6 / 100.000). Além disso, o numero de mortes por
melanoma € da ordem de 2,7 / 100 mil por ano, o que representa 1,7% de
todas as mortes por cancer. Quando esta confinado a epiderme (“in situ”),
os pacientes com melanoma apresentam sobrevida em 5 anos de cerca de
98,3%; no entanto, quando metastatico, a taxa de sobrevivéncia em 5 anos
€ inferior a 18%. ldentifica-se que as taxas de mortalidade permanecem
estaveis, apesar de uma melhoria no diagnéstico e busca de novos

enfoques terapéuticos.’

No Brasil, o Instituto Nacional do Céncer (INCA) estima 5670 casos
novos de melanoma para 2016 (INCA, 2016).2 Segundo Nasser (2011), em
estudo epidemiolégico realizado no sul do pais, observou-se aumento na
incidéncia e na mortalidade por melanoma nos ultimos 30 anos. Além disso,
foi identificada maior frequéncia dessa neoplasia entre as mulheres, apés
os 50 anos, sendo o tronco o sitio mais acometido.’

Desde 1969, os casos de melanoma tém sido agrupados em quatro
diferentes subtipos clinicos e patoldgicos: extensivo superficial (ES), lentigo
maligno (LM), lentiginoso acral (Ac) e nodular (Nd); que sdo a base para a
classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude;* sendo ES o subtipo mais

frequente (cerca de 60%).°
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Ap0ds a incorporacado da medida do Breslow, indice mitético e ulceragao
como marcadores de pior progndstico pelo American Joint Cancer Comittee
(AJCC), a importancia da classificagdo em subtipos histolégicos tornou-se
questionavel. Por outro lado, a identificacdo de mutagdes genéticas em
subtipos especificos tem retomado a importancia da classificacédo

histoldgica para decisdo terapéutica dos casos.®

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar possivel
associagao entre: variaveis clinicas, evolutivas e histopatoldgicas para os
diferentes subtipos de melanoma, apresentando dados que poderao servir
de referéncia para orientacdo quanto ao seguimento e organizagao das

politicas publicas acerca do melanoma em nosso pais.
Métodos

Trata-se de estudo de coorte retrospectiva, no qual foi realizada
analise confidencial do banco de dados de todos os casos de melanoma
submetidos a exérese cirurgica na Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP — Botucatu — SP) no periodo de primeiro de janeiro de 2003 a 31
de dezembro de 2011. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina — UNESP / Botucatu — SP

(CAAE 33405714.1.0000.5411/2014).

Dados do prontuario foram a fonte para dados clinicos e
demograficos (idade, sitio de acometimento, didmetro em centimetros,

tempo até o diagndstico, metastase, morte relacionada com melanoma e
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morte por outras causas). As laminas foram submetidas a segunda analise
realizada por dois patologistas (MEAM e JCCXJr) e por uma dermatologista
(JPO) para complementar todas as informagdes histoldgicas acerca da
lesao primaria. Foram analisados: Breslow, presenca de ulceracio, mitoses

e regressao histoldgica.

Foram excluidos os pacientes que interromperam o seguimento e
aqueles que nao apresentavam classificagao quanto ao subtipo histoldgico.
As variaveis do local da lesdo e tempo desde o diagndstico ndo puderam
ser avaliadas devido a dificuldade de se estabelecer o sitio primario
adequados nos casos de Ac e porque os pacientes com ES néo

conseguiam determinar o tempo exato desde o inicio da primeira leséo.

Os dados foram submetidos a analise estatistica com utilizacdo do
software SPSS versdo 21.0. Comparagao entre os subtipos histoldgicos
foram realizadas através de testes de Qui-Quadrado, exato de Fisher,
Kruskall-Wallis e teste de Dunn. P valor abaixo de 0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

Resultados

De um total de 195 pacientes diagnosticados com melanoma nos 9
anos do estudo (2003 — 2011) permaneceram 136 pacientes apds serem
aplicados os critérios de exclusao. Foram identificados 67 casos em
homens (49,3%) e 69 em mulheres (50,7%); com média de idade de 57

anos. Considerando os subtipos histoldgicos, o subtipo mais comum foi o
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ES (n=85; 62,5%), seguido pelo Ac (n=21; 15,5%), Nd (n=17; 12,5%) e LM
(n=13; 9,5%). (Figura 1)
A média de idade entre os grupos foi: ES = 58 anos, Ac = 62 anos e

Nd =59 anos e LM =70 anos. (Tabela 1)

Houve também uma diferenga entre os subtipos histologicos acerca
do didmetro e metastases (p<0,001). Nos casos de ES a mediana do
diametro foi de 1,0 cm contra 2,3 e 2,0 cm nos subtipos Ac e Nd,
respectivamente. A presenca de metastases foi significantemente menor
em ES (9,4%) que nos subtipos Ac e Nd (50,0% e 70,6%) Mortes
relacionadas ao melanoma foram maiores no grupo de Ac (15%). Nao
houve mortes por melanoma nos demais subtipos de melanoma. Além
disso, cinco pacientes morreram por outras doengas: 1 paciente do grupo
do ES, 2 pacientes do grupo do Ac, 2 pacientes do grupo do LM. (Tabela 1)

Breslow, ulceragdo, mitoses e regressdo também foram diferentes
entre os grupos (p<0,001). A mediana do Breslow foi de 0,5 mm para ES,
contra 2,0 e 4,6 mm para Ac e Nd. Ulceragao foi menos frequente no grupo
ES. Além disso, o subtipo Nd exibiu maior taxa de mitoses (5 mitoses / mm?)

que os subtipos ES e LM.

Observou-se que frequéncia de regressao histoldégica foi mais
elevada nos casos de ES (58,2%) e LM (69,2%) que nos casos de Ac

(20,0%) e Nd (12,5%). (Tabela 2)
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Discussao

O principal resultado desse estudo foi a identificagdo de
caracteristicas clinico-histopatoldgicas distintas para os diferentes subtipos

de melanoma numa populacéo do interior do Brasil.

Em pacientes caucasianos, o subtipo mais frequente é o ES. Esse
subtipo apresentou menor Breslow, menor didmetro, menor numero de
mitoses, ulceracdo, metastase e frequéncia de mortes por melanoma;
dados em conformidade com a literatura®, justificando o melhor prognostico
desse subtipo. Além disso, ES e LM apresentaram maiores taxas de

regressao.

Lentigo maligno melanoma €& o subtipo histolégico mais
frequentemente correlacionado a exposicdo solar.6” Em semelhanca aos
casos de ES, eles apresentaram elevadas taxas de regressao histologica.
Considerando a idade dos pacientes e o crescimento tumoral lento, além
da dificuldade quanto a exérese completa desses tumores devido a dificil
avaliagdo clinica das margens cirurgicas, tratamentos conservadores no
caso de LM podem ser sugeridos.® Entretanto, neste grupo foram
identificados 13 pacientes (9.5%), sendo que quatro casos (30,8%)
apresentaram metastases, em acordo com as estimativas mais elevadas,®

apesar da auséncia de mortes por melanoma.

Melanoma lentiginoso acral € mais comum na populagdo nao-

caucasiana,’® ocorrendo geralmente em locais ndo expostos ao sol. Em
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conformidade estudos anteriores e com a descendéncia africana da
populacdo brasileira, o subtipo Ac apresentou numero consideravel de
pacientes. '"Os casos de Ac apresentaram, em comparacao aos casos do
subtipo ES, menores taxas de regressao e maior frequéncia de obitos por
melanoma (15%).

A literatura é controversa quanto a agressividade do Ac ou se ha
atraso no diagnéstico desse subtipo histolégico devido ao local em que ele
ocorre. No entanto, identifica-se para os casos de Ac sobrevida de 5 anos
menor em relacdo aos demais subtipos histologicos (80,3% e 91,3%;

respectivamente).’?

Melanoma nodular apresenta frequéncia aproximada entre 10% e
30%, havendo altas taxas de autodiagnostico devido a historia clinica de
crescimento rapido’®. Barbe et al (2012) demonstraram média de Breslow
de 2.02 mm de Breslow,' consideravelmente inferior aos 4.6mm
identificados nesta populagdo podendo caracterizar provavel atraso no
diagnostico. No entanto, apesar da associagdo do subtipo nodular com
metastases linfonodais,'® estas ndo resultaram em aumento na frequéncia
de mortes por melanoma.

Como limitagdes do estudo destacamos que o prontuario foi a fonte
de dados utilizando casos com minimo de 4 anos de seguimento. Além
disso, a populagdo estudada requer estudos futuros para consolidar os

resultados.
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Dessa forma, esse estudo demonstrou que o subtipo extensivo
superficial se apresenta com caracteristicas melhores acerca do
prognéstico em relagédo aos subtipos acral e nodular. Os subtipos extensivo
superficial e lentigo maligno apresentam maior prevaléncia de regressao.
Nesse contexto, os achados reafirmam a importdncia da definicdo do
subtipo histolégico como fator progndstico, influenciando a forma de

abordagem e segmento desses pacientes.
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Figura 1. Distribuicao dos subtipos histolégicos na populagao estu-

dada. Fotos de laminas em Hematoxilina-Eosina.

Melanoma cutaneo
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Tabelas:

Tabela 1. Comparagao entre os subtipos de melanoma cutaneo, em relagao aos aspectos clinicos

Subtipo
Variaveis Extensivo Superficial Lentiginoso Acral Nodular Lentigo Maligno Valor de p'*
Idade ! 58,0 (22,0-83,0) 59,0 (29,0-88,0) 59,0(29,0-88,0) 70,0(41,0-81,0) p=0,051
Didmetro ? 1,0 (0,1-5,0) a 2,3(0,5-6,0) bc 2,0(1,0-6,5) bc 1,5(0,5-15,0)ac  p<0,0011
Metastases 2 8/85 (9,4%) a 10/20 (50,0%) bc  12/17 (70,6%) bd 4/13 (30,8%) acd  p<0,001 2
Obito por outras
causas 2 1/85 (1,2%) a 2/20 (10,0%) ab 0/17 (0,0%) ab 2/13 (15,4%) b p=0,025 ?
Obito por mela-
noma 2 0/85 (0,0%) a 3/20 (15,0%) b 0/17 (0,0%) ab 0/13 (0,0%) ab p=0,005 2

(1) Teste de Kruskall Wallis seguido por teste de Dunn para comparacdes multiplas. Dados em mediana (minimo-ma-
Xximo). Letras iguais indicam similaridade entre os grupos.

(2) Teste de Qui-Quadrado ou teste de Exato de Fisher. Dados em média. Letras iguais indicam similaridade entre os
grupos.
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Tabela 2. Comparagao entre os subtipos de melanoma cutaneo, em relagao aos aspectos histopatolégicos

Subtipo
Variaveis Extensivo Superficial Lentiginoso Acral Nodular Lentigo Maligno Valor de p'?
Breslow ! 0,5(0,0-10,0) a 2,0(0,0-25,0)bc 4,6(1,1-20,00bc 0,7(0,0-8,0)ac  p<0,0011
Mitoses? 0,0(0,0-21,0)a 2,0(0,0-50,0)ab 5,0(1,0-44,0)b 0,0(0,0-15,0)a p<0,001‘
Ulceraco 2 11/79 (13,9%) a 13/20 (65,0%) bc 11/16 (68,8%) bc 5/13 (38,5%) ac p<0,001 2
Regressdo Histoldgica?  46/79 (58,2%) a 4/20 (20,0%) b 2/16 (12,5%) b 9/13 (69,2%)a  p<0,001 2

(1) Teste de Kruskall Wallis seguido por teste de Dunn para comparacdes multiplas. Dados em mediana (minimo-maximo). Letras iguais
indicam similaridade entre os grupos.
(2) Teste de Qui-Quadrado ou teste de Exato de Fisher. Dados em média. Letras iguais indicam similaridade entre os grupos.
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ABSTRACT

BACKGROUND: In spite of improvements in diagnosis and treatment,
melanoma still has considerable mortality. The incapability to predict with
more precision its evolution continues to urge specialists. 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 analyzed 112 patients
diagnosed with Melanoma in the period of 2003 to 2011, from Botucatu
Medical School (UNESP). Samples were reanalyzed by two pathologists
and one dermatologist to ensure histological subtype, Breslow, presence of
ulceration, mitosis and histological regression. From the species stored,
FOXP3 and IMP3 immunohistochemistry staining were performed. Besides
that, a records study was executed in order to evaluate demographic, clinical
and evolution aspects of the patients. Qui-square, Fisher's Exact test,
Dunn’s Test and Cox Regression analysis were used. It was considered
statistically significant when p value <0,05. RESULTS: The majority of
cases had 25% or less positivity of both IMP3 and FOXP3. Their positivity
could not be related to occurrence of metastasis (p= 0,947 and p=0,936,
respectively). CONCLUSION: There is no evidence of benefit in the use of
IMP3 or FOXP3 as prognosis markers in primary melanomas in our
population.

KEY WORDS: melanoma; dermatopathology; prognosis; survival rate;
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Introduction

In the United States, frequency of melanoma has been raising
from 15 to 21.6 cases per 100000 habitants which represents 1,4% raise a
year. Unfortunately, mortality numbers remain stable. When it's confined to
epidermis (“in situ”), the survival in 5 years is near to 98,3% but, when it's
metastatic, that survival is below 18%. ' Therefore, as melanoma is a

potentially curable lesion in the initial steps, the early diagnosis is required.

Since 1969, melanoma was divided in four clinical and
histopathological subtypes: Superficial Spreading (SS), Lentigo Maligna
(LM), Acral (Ac) and Nodular (Nd).2 The discovery of genetic mutations that
are preferred in some clinical subtypes 34, reinforced them as distinct
entities.

The incapability to fully predict the tendency to develop
melanoma metastasis is the main barrier to the development of more
efficient treatments.® Despite the improvement in follow up and treatment,
there are cases which skip the rules: thin melanomas with aggressive

metastasis and thick lesions with long survival free from disease. °

Recently an immunohistochemistry marker named [IMP-3
(Insulin-like growth factor-Il messenger RNA (mRNA)-binding protein-3)
was described. It is expressed by embryonic tissues and some neoplasms.
In melanocytes it sets out as an immunostaining in cytoplasm. Most studies

say it is more positive in malignant and metastatic lesions. 5678
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Another subject of interest in melanomas is the host immune
response. One of melanoma’s scape mechanisms could be the expression
of FOXP3 (Forkhead transcription fator), which is also expressed by
regulators T cells (CD4+CD25high). Its main function is to inhibit response
of TCD8 cells, which are responsible for host defense against tumor. It is
mainly a nuclear marker of CD4+CD25high lymphocytes. °

The purpose of this study is to evaluate IMP3 and FOXP3
expression in melanoma subtypes and to correlate this presence with
metastasis. This method is less expensive than molecular analysis and it
would be a useful prognostic marker leading to a better patients’ follow-up

and treatment.

Methods

All patients diagnosed with Melanoma from Dermatology and
Pathology services from Botucatu Medicine School — Paulista State
University (UNESP) during the period of 2003 to 2011 were included in the
study.

The study was approved by Institutional Review Board approval
(Registration number: 33405714.1.0000.5411/2014) and informed consent
was dispensed.

This retrospective cohort study analyzed records looking for
epidemiologic and clinical variables: gender, age, diameter, evolution to

metastasis, death by melanoma or by other diseases. A review from the
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samples stained in Hematoxilin and Eosin was made to verify: histological
subtype, Breslow, presence of ulceration, mitosis and histological
regression, by the agreement of one dermatopathologist (MEAM), one
surgical pathologist (JCCXJr) and one dermatologist (JPO) in multihead
microscope.

The species fixed in paraffin and stored in archives were
submitted to IMP3 and FOXP3 immunohistochemistry staining.

Patients who have lost follow-up (n= 56), those whose data were
incomplete (n=7), cases of unclassified melanoma (n=3), cases which
histological specimen was not available or it was not enough for new
immunohistochemistry slides (n= 17) were excluded.

Immunohistochemistry technique

The samples were submitted to Botucatu Medical School’s
protocol.

Preparing the samples: all samples fixed in paraffin were cut in
slices of 3 micrometers thickness. The sections were placed in glass
laminas previously treated. After standing for 18 hours in incubator at 58
celsius degrees they were deparaffinized with xylol and hydrated with
ethanol.

Antigenic recovering: Through heat, in the equipment PT-LINK,
high pH solution for 20 minutes after reaching 95 celsius degrees.

Automatized immunohistochemistry technique, realized in
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equipment Dako Link 48 (does not include rinsing with buffered saline water
between each step): Endogenous peroxidase blocking (3% H202 for 5
minutes at 25 celsius degrees). Incubation of the antibodies 1:100 diluted
FOXP3 (Abcam) and 1:100 diluted IMP3 (Dako) for 30 minutes. Incubation
of the conjugated antibodies (secondary and tertiary) Labelled Polymer
Flex/HRP for 10 minutes at 25 celsius degrees. Exposure through cromogen
3,3-diaminobenzidine (DAB — DAKO) for 5 minutes. First, Hematoxilin was
used as contra-staining but after it was switched to Giemsa, with the purpose
of better discrimination between IMP3 and melanin.

Immunohistochemmistry analysis

Since there is no consensus about immunohistochemistry score
in IMP3 and FOXP3, we have established a stratification system which was
applied for both markers. Those patients that had no cells marked in
immunohistochemistry were graduated in 0, followed by 0 to 5% of positive
cells (1+), 6 to 25% (2+), 26 to 50% (3+) and 50 to 100% positivity were
graduated in 4+. Cases scored 2+ or more were considered “positive” for
immunohistochemistry analysis.

Statistical analysis
Data was submitted to parametrical and non-parametrical

tests such as Qui-square and Fisher’s Exact Test, Kruskall Wallis, Dunn’s
test and Cox’s regression analysis. It was considered statistically significant
when Cl was > 95% or when p value was < 0,05.
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Results

All patients with melanoma diagnosed between the years of
2003 and 2011 were 195 in total. After applying excluding criteria, 112
patients were submitted to IMP-3 and FOX P3 immunohistochemistry
(Figures 1 and 2). All metastasis, local or distant were considered as the

same denouement event.

In this sample, 47,3% of the patients were females (Table
1) what have not been associated with metastasis (p=0,495) (Table 2). Age
after 61,5 years old was associated to metastasis, comparing to the younger
group (p=0,032). ROC'’s curve was applied in order to obtain age’s cut off.

Subtypes frequency was similar to previously described in
literature (Table 1) but Acral group has a higher frequency comparing to
Caucasian studies, reflecting a higher presence of black and Asian
population in our country. Our sample had thin Breslow, low frequency of
mitosis, ulceration and evolution to metastasis and death (Table 1) which
represents probably a high number of early diagnosed lesions.

Nodular subtype was the one which had more association
with metastasis (OR=9), but all subtypes had greater risk in comparison with
superficial spreading.

Breslow, ulceration and mitosis were associated to

metastasis. The OR for 1 to 4 mm of Breslow was 8,33 and for Breslow> 4
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mm the OR was 14,44 (p<0,001). (Table 2) When there were more than 5
mitosis the OR was 15,65 against 13,44 when there were few mitosis.

Presence of ulceration was related to metastasis with a OR of 5,44, p<0,001.

Almost half of the patients showed histological regression
(49,1%) (Table 1). Regression was inversely associated to metastasis
(OR=0,36, p=0,021).

The majority of cases had 25% or less positivity of both
IMP3 and FOXP3. (Table 1 and 2). Their positivity could not be related to
metastasis (p=0,947 and p=0,936, respectively), even when cut off number
was changed. Because the number of deaths was very low (3 deaths) it was
not possible to analyze this event.

Discussion

The main finding of that study was the usefulness of
immunostaining of IMP3 an FOXP3 to predict melanoma metastasis in all
subtypes in the studied sample.

IMP3 works in post transcriptional modulation of oncogenes
related to cell proliferation, metastasis, chemotherapy resistance and
survival." There are few studies of the use of IMP3 immunostaining in
melanoma, and mainly it was considered positive if present in at least 10%
of melanocytes by direct observation.”8 It was demonstrated to be negative
in common and displastic nevi, weak positivity in thin melanomas and Spitz

nevi and strong positivity in metastatic melanomas. &7 Some authors have
79



suggested a worse prognosis in IMP3 positive cancers & and Mentrikoski et
al.® have suggested its use to discriminate benign nevi inside lymph nodes
of metastasis.

Nevertheless, Chokoeva et al. '> have shown positivity in
only 40% of melanomas and 20% of displastic nevi, suggesting it is a weak
prognostic marker. In our study approximately 10% of the melanomas had
more than 25% positivity, and this positivity was present in also 11% (3/27)
of the melanomas that developed metastasis, which means near 89%
(24/27) metastatic melanomas had less than 25% positivity. Our study did
not show correlation between IMP3 and metastasis (p=0,947), what has
been confirmed by another statistical analysis considering 6% as the cutoff
for IMP3 positivity value.

FOXP3 is a transcription factor that is produced by
melanoma cells and is present in regulator T cells (CD4+CD25+). It is
implied in many mechanisms of inhibiting effective T Cells (CD8+), declining
the main defense against tumor. 13

Several studies in animals indicate positive correlation
between CD4+CD25+FOXP3+ cells presence and tumor progression.
Murine melanomas had a delay in time to visible lesion, decrease in tumor’s
weight and increase in survival time when FOXP3 was inhibited. 'Its
inhibition raises vaccination against tumor-associated antigens efficiency.

Positivity of FOXP3 cells was associated with faster
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progression and a high number of metastasis to sentinel lymph node, ' but
also correlated with a better response to immunotherapy'”-'819_ [pilimumab,
an anti CTL4 immunotherapy agent have depleted CD4+CD25+FOXP3+
cells 20:21,

However, Ladanyi et al. 22 and Hillen et al. 22 have not
associated FOXP3 presence to worse prognosis. This study did not show
its correlation with metastasis (p=0,936). By the way, those studies analyzed
the primary lesion, as our study did. FOXP3 could have a better use by
analyzing metastasis instead of primary lesions.

The main limitation of our study was low frequency of
denouement events, mainly death. Therefore, the study collected all
possible patients in our service in a period of nine years, with minimum
follow-up of 4 years and a maximum of 12 years which represents a good
portrait of our population.

In conclusion, there was no evidence of benefit in the use
of IMP3 or FOXP3 as prognosis markers in primary melanomas in our
population. Clinical and pathological features as mitoses, Breslow,
ulceration and histological subtype were associated with metastasis in
accordance to previous studies. Regression was inversely associated with
metastasis. More researches are needed in order to reinforce those
statements. Pathologists and dermatologists could be cautious before

accomplishing new prognostic markers in their routine.
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Figure 1. Positivity to FOX P3, score zero (a), 1+ (b), 2+ (c), 3+ (d) and 4+ (e).

Contra-colored by Giemsa, 400x.
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Figure 2. Positivity to IMP3, score zero (a), 1+ (b), 2+ (c), 3+ (d) and 4+ (e).

Contra-colored by Giemsa, 400x.
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Table 1 - Sample's profile (n=112)

Varies n %
Gender
Female 53 47,3
Male 59 52,7
Age (years) 59(22-92)
Subtype
Superficial Spreading 72 64,3
Acral Lentiginous 17 15,2
Nodular 12 10,7
Lentigo maligna 11 9,8
Breslow 0.70 (0.0- 25.0)
Number of mitosis 0(0-50)
Ulceration
No 78 69,6
Yes 34 30,4
IMP3
0 83 74,1
1+ 6 5,4
2+ 11 9,8
3+ 7 6,3
4+ 5 4,5
FoxP3 7 6,3
1+ 33 29,5
2+ 59 52,7
3+ 12 10,7
4+ 1 0,9
Regression
No 57 50,9
Yes 55 49,1
Metastasis
No 85 75,9
Yes 27 24,1
Death
No 109 97,3
Yes 3 2,7

Numeric summary - median (min-max)




Table 2 — Metastasis’ risk related to clinical and histopathological variables.

Variables WIthOUt. With . OR (CI195%) p
metastasis metastasis

Gender Female 42(79%) 11(21%) 1.00

Male 43(73%) 16(27%) 1.30 (0.60—-2.81) 0.495
Age* <61.5 55(85%) 10(15%) 1.00

>61.5 30(64%) 17(36%) 2.35(1.07 -5.13) 0.032
Subtype SS 66(92%) 6(8%) 1.00

Ac 9(53%) 8(47%) 5.65 (1,95 - 16.27) 0.001

Nd 3(25%) 9(75%) 9.00 (3.20 — 25.28) <0.001

LM 7(64%) 4(36%) 4.36 (1.23 —15.46) 0.022
Breslow* [0a1] 62(95%) 3(5%) 1.00

(1a4] 16(62%) 10(38%) 8.33(2.29-30.27) 0.001

>4 7(33%) 14(67%) 14.44 (4.15 - 50.26) <0.001

. Absence 70(90%) 8(10%) 1.00

Ulceration

Presence 15(44%) 19(56%) 5.44 (2.38 — 12.44) <0.001
Mitosis* 0 58(97%) 2(3%) 1.00

[1a5] 16(55%) 13(45%) 13.44 (3.03 - 59.59) 0.001

>5 11(48%) 12(52%) 15.65 (3.50 - 69.93) 0.001
IMP3* <2+ 76(76%) 24(24%) 1.00

>2+ 9(75%) 3(25%) 1.04 (0.31-3.45) 0.947
FOXP3* <2+ 75(76%) 24(24%) 1.00

>2+ 10(77%) 3(23%) 0.95 (0.28 - 3.16) 0.936
Regression Absence 37(65%) 20(35%) 1.00

Presence 48(87%) 7(12%) 0.36 (0.15-0.85) 0.021

Cox’s Regression model.
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CAPITULO V - Conclusio
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e Frequéncia semelhante de melanoma entre os sexos.

¢ |dade superior a 61,5 anos se correlacionou mais a me-

tastases que o grupo mais jovem.

e Todos os subtipos foram mais associados a metastase

que ES.

e Breslow, ulceracdo e mitoses foram associados a

metastases.

e Regressao foi inversamente associada a presenga de

metastases.

¢ A maioria de casos teve positividade menor que 25%

para IMP3 e para FOXP3.

e A minoria dos casos metastaticos foi positiva para

IMP3 e FOXP3.

e A positividade IMP3 e FOXP3 nado pode ser

correlacionada a metastases.

¢ Nao ha evidéncia de beneficio do uso de IMP3 ou
FOXP3 como marcadores prognésticos em melanoma primarios

na nossa populagao.
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Anexo 1. Grafico demonstrando a distribuicdo das metastases nos casos estudados (n=27).

Localizacao das metdstases de acordo com subtipo clinico

lJdd..

Extensivo superficial  Lentiginoso Acral (n=8/17) Nodular (n=8/12) Lentigo Maligno (n=4/11)
(n=7/72)

I

w

N

[N

H Sem informagdo M Local mLinfonodal M Distdncia
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Anexo 2 - Tabela 1 — Modelo final ajustado para o risco de metastase em fungao das
variaveis clinicas e histopatoldgicas mais fortemente associadas (p<0.05) na fase

bivariada.
B ep Wald p RR (1C95%)
Breslow (Ref=[0a1l]) 1.00
(1a4] 1.29 0.75 2.92 0.088 3.62 (0.83 —15.81)
>4 1.66 0.74 494 0.026 5.23(1.22-22.54)
Mitoses (Ref=0) 4.05 0.132
[1a5] 1.73 0.86 4.05 0.044 5.63 (1.05-30.31)
>5 1.60 0.90 3.18 0.075 4.96 (0.85 —28.82)

Selegdo Backward com critério de saida p < 0.10. Modelo final obtido em 5 passos
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Anexo 3 - Tabela 2 — Associagdo entre subtipo e IMP3, FOXP3

Subtipo
Esup Ac Nod LM
(n=72) (n=17) (n=12) (n=11) p
IMP3 > 1+ 15(21%) 3(18%) 5(42%) 6(55%) 0,056
FOXP3 > 1+ 70(97%) 14(82%) 12(100%)  9(82%)

Teste exato de Fisher
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