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RESUMO

Souza KS. Expressdo das Proteinas VEGFR1, PPARG, FABP4, IMP3, TFE3 e
IF116 em melanomas cuténeos extensivos superficiais e lentiginosos acrais e sua
associacdo com variaveis clinico-patologicas. Sdo Paulo; 2012. [Dissertagdo de

Mestrado-Fundagao Antdnio Prudente]

Introducdo: Nosso grupo de pesquisa identificou previamente um conjunto de genes
associados com resposta ao tratamento com melfalano e TNF num modelo de
melanoma murino. Acreditamos que a avaliagdo da expressdo das proteinas
codificadas por estes genes em amostras de melanoma humano e sua correlagdo com
caracteristicas clinicas e patoldgicas podem ser de consideravel relevancia para
melhor compreensdao da biologia do tumor e para o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento para esta neoplasia. Objetivo. Avaliar a expressio
imunoistoquimica das proteinas VEGFR1, PPARG, FABP4, IMP3, TFE3 e IFI16 em
melanomas cutdneos extensivos superficiais e lentiginosos acrais. Materiais e
Metodos: Estudo de coorte retrospectiva, incluindo 136 pacientes com diagnostico
de melanoma cutaneo do tipo extensivo superficial e 43 pacientes com diagnostico
de melanoma do tipo acral-lentiginoso, cujos blocos de parafina do tumor primario e
metastatico estavam disponiveis nos arquivos do Departamento de Anatomia
Patologica. Através da reagao de imunoistoquimica foram analisadas a expressao dos
marcadores e avaliada associa¢do estatistica com os dados clinico-patologicos
atualizados dos pacientes. Resultados: Sessenta por cento da amostra era do sexo
feminino e 86,4,% de cor branca. A idade média dos pacientes foi de 55,24 anos. As
lesdes foram mais frequentemente encontradas no tronco, (35,6%), seguido dos pés
(23,3%). Noventa e dois por cento das lesdes estavam em fase de crescimento
vertical, e a maioria ndo apresentava regressao (85,9%), nem ulceragdo (67,8%). O
tamanho médio das lesdes foi de 2,26 cm (mediana). A maior parte dos pacientes
apresentava lesoes profundas, com indice de Breslow médio de 3,47mm e nivel de
Clark III em 41,0% dos casos. FABP4 mostrou imunomarca¢ao em 80% dos casos,

TFE3 em 44%, VEGFRI1 esteve expresso em 58% dos casos, IFI16 em 54% das



amostras e a expressdao de PPARG foi observada em 75% dos casos. Nao foi possivel
avaliar a expressao de IMP3. A expressao destes marcadores nao influenciou de
maneira significativa nem a sobrevida global, nem a sobrevida livre de doenga. O
tipo extensivo superficial, Breslow <2,0mm, auséncia de acometimento linfonodal,
estadio inicial, Clark <III e auséncia de ulceragdo estiveram associados com maior
sobrevida global na anélise univariada. Estadio inicial, Breslow<2,0mm, auséncia de
acometimento linfonodal, Clark <III e auséncia de ulceracdo estiveram associados
com maior sobrevida livre de doenga na analise univariada. Nenhum dos marcadores
se correlacionou com sobrevida global ou livre de doenga na andlise univariada. Na
analise multivariada, PPARG e o Breslow estiveram associados com sobrevida
global como fatores independentes, bem como PPARG e estadio com sobrevida livre
de doenca. Conclusdes: Todos os marcadores mostraram associa¢do com estadios
iniciais (in situ e I) e com o tipo extensivo superficial. PPARG, juntamente com
Breslow e estadio, ¢ um fator prognostico independente para sobrevida global e livre

de doenca, respectivamente.



SUMMARY

Souza KS. [Protein expression of VEGFR1, PPARG, FABP4, IMP3, TFE3 and
IF116 in superficialy spreading and lentiginous acral cutaneous melanoma and
its association with clinicopathologic charactheristics]. Sdo Paulo; 2012.

[Dissertagdao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente]

Background: We have previously identified a set of genes differentially expressed
after treatment with melphalan and TNF in murine melanoma model. We believe that
evaluating the expression of proteins codified by these genes in samples of human
melanoma and correlating it with clinical and pathologic features may be of
relevance to better understanding of tumor biology and the development of new
treatment  strategies for this neoplasm. Objective: To evaluate the
immunohistochemical expression of VEGFR1, PPARG, FABP4, IMP3, TFE3 and
IFI16 in superficialy spreading (SS) and lentiginous acral (LA) cutaneous
melanomas. Materials and methods: A retrospective cohort study including 136
patients diagnosed with cutaneous melanoma of the SS type and 43 patients
diagnosed with melanoma, LA type, whose paraffin blocks of primary tumor and
metastases were available in the archives of the Department of Pathology. The
expression of the selected markers was analyzed by immunohistochemical reaction
and its statistical association with the updated clinical and pathological data of
patients was evaluated. Results: Sixty percent of the sample was female and 86.4,%
white. The medium age of patients was 55.24 years. The lesions were more
frequently found in the trunk (35.6%), followed by the feet (23.3%). Ninety-two
percent of the lesions were in the vertical growth phase, and most of them showed no
regression (85.9%) or ulceration (67.8%). The medium size of the lesions was 2.26
cm. Most patients had thick lesions, with mean Breslow thickness of 3.47 mm and
Clark level III in 41.0% of cases. FABP4 showed immunostaining in 80% of cases,
TFE3 in 44%, VEGFR1 was expressed in 58% of cases, IFI16 in 54% of the samples
and the expression of PPARG was observed in 75% of cases. It was not possible to

evaluate the expression of IMP3. The expression of these markers did not influence



significantly overall survival neither disease-free survival. The SS type, Breslow <
2.0 mm, absence of lymph node involvement, early stage, Clark < 3 and absence of
ulceration were associated with increased overall survival in univariate analysis.
Initial stage, Breslow < 2.0 mm, absence of lymph node involvement, Clark < 3 and
absence of ulceration were associated with increased disease-free survival in
univariate analysis. None of the markers correlated with overall survival or disease-
free in the univariate analysis. In multivariate analysis, Breslow and PPARG were
associated with overall survival as independent factors, as well as PPARG and
staging with disease-free survival. Conclusions: All markers showed association
with early staging (in situ and stage I) and the SS type. PPARG, along with Breslow
and stage, is an independent prognostic factor for overall survival and disease free

survival, respectively.
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1 INTRODUCAO

A pele funciona como uma barreira protetora, controlando a perda de agua,
além de ser vital na regulacdo da temperatura e na protecdo contra luz ultravioleta
(HARRIST et al. 2002). Ela pode ser dividida em trés camadas basicas que sdao a
epiderme (mais superficial), a derme e a hipoderme (subcutanea) (HARRIST et al.
2002).

A epiderme ¢ um epitélio estratificado (mais de uma camada de células),
amoldando-se perfeitamente sobre a camada papilar da derme, pavimentoso (células
achatadas), queratinizado e avascular. A maioria das células (90%) sdo
queratinocitos que durante seu processo de diferenciagdo formam células anucleadas,
ricas em queratina na superficie da pele. Os 10% restantes sdo constituidos por

melanoécitos, células de Langerhans e de Merkel (CHU et al. 2003).

1.1 OS MELANOCITOS

Os melanocitos sdo células originarias da crista neural e responsaveis, em
grande parte pela da sintese de melanina, o pigmento que da a pele a sua cor natural.
Apds seguirem uma via migratdria mesenquimatosa, assumem localizagdo na
epiderme, da oitava semana embriondria em diante, e sdo as primeiras células
imigrantes a chegar nessa localizacdo. Em torno do quarto més de gestagcdo, comeca

a sintese de melanina e a transferéncia dos granulos sintetizados de pigmento ocorre



em torno do sexto més. Esse ¢ o comecgo da pigmentacdo original de uma pessoa
(HARRIST et al. 2002).

Na vida pos-embrionaria, os melandcitos residem na camada basal da
epiderme, onde tendem a pender da epiderme dentro da derme papilar. Entretanto,
sdo separados da derme pela zona epidérmica da membrana basal. Um determinado
melanocito supre dendritos para cerca de 36 queratindcitos, formando um complexo
conhecido como unidade epidermo-melanocitica. H4 um melandcito para cada 4-10
queratindcitos da camada basal (HARRIST et al. 2002).

Ha variacdo étnica da pigmentagdo, que se deve a atividade do melanécito e
nao ao aumento do numero destas células. Quando a pele ¢ exposta ao sol, os
melandcitos produzem mais pigmento, fazendo com que a pele bronzeie, ou seja,
escureca (National Center Institute-NCI 2011).

A grande maioria dos melanécitos localiza-se na pele e apenas uma pequena
parte ¢ encontrada em outras regides do corpo. Portanto, o mais comum ¢ o
melanoma ser de origem cutinea (GAMONAL 2002).

Nas coloragdes de rotina (hematoxilina-eosina), os melanocitos aparecem na
camada basal com ntcleo basofilico e citoplasma claro, porém podem ser
reconhecidos mais facilmente por coloragdes especiais que revelam melanina, como
a de Fontana-Masson, ou por imunoistoquimica (anticorpos que reconhecem
antigenos especificos como Melan-A, HMB-45 ¢ S100) (SALVIO ¢ MARQUES

2006).



1.2 NEOPLASIAS MELANOCITICAS

As neoplasias de pele sdo um paradigma para a compreensdo dos canceres em
geral, particularmente porque se sabe que o principal agente carcinogénico na
maioria dos canceres cutancos ¢ a luz ultravioleta (HARRIST et al. 2002). A
patologia da maioria dos estdgios de desenvolvimento das neoplasias especificas da
pele ¢ conhecida. A pronta disponibilidade de tecido tumoral, oriundo de lesdes
sequenciais, permite estudos in vitro de células tumorais e sua correlagdo com o
comportamento observado das lesdes clinicas (HARRIST et al. 2002). Os tumores
solidos, como o melanoma, sdo constituidos de uma soma variavel de células
neopldsicas e estromais (fibroblastos, células endoteliais, células imunocompetentes,
principalmente macréfagos e linfocitos) (ALLAVENA et al. 2008).

A incidéncia de melanoma maligno cutaneo estd aumentando a uma taxa
maior do que a de qualquer outra forma de cadncer humano, com um aumento na
incidéncia de aproximadamente 4 a 7% ao ano por década (AGUIAR et al. 2009;
PECTASIDES et al. 2009). Seus sitios primarios incluem: pele, Givea, mucosas e
leptomeninges, sendo a pele o sitio mais comum de acometimento (90%) (WEBER
2007; FECHER et al. 2007).

Estima-se que mais de 1% das criangas nascidas atualmente irdo desenvolver
melanoma maligno. O prognoéstico ¢ excelente se a lesdo for reconhecida antes de
entrar na fase de crescimento vertical. Entretanto quando o tumor estende-se em
profundidade na derme, 75% dos pacientes afetados morrerdo de doenca metastatica

(HARRIST et al. 2002).



Segundo dados do Surveillance Epidemiology and End Results (SEER 2010)
nos EUA, o melanoma é a sexta neoplasia mais incidente, sendo a quinta na
populacdo caucasiana, enquanto nas demais etnias ¢ de baixa incidéncia.

No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) foi de 5.930
novos casos em 2010, sendo 2.970 casos na populagdo feminina e 2960 casos na
populacdo masculina (Ministério da Satde 2009). As maiores taxas de incidéncia por
estado ocorrem em Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parand e Santa Catarina
(Ministério da Satde 2009). O melanoma ¢ menos frequente do que os outros
canceres de pele (basocelular e carcinoma de células escamosas), no entanto, sua
letalidade ¢ mais elevada (Ministério da Saude 2009).

A descoberta precoce do melanoma ¢ fundamental para possibilitar o controle
da doenga. O diagndstico clinico do melanoma invasivo ¢ mais facil, porque ele
apresenta cor variada, aumento de tamanho, irregularidades na superficie, como
noédulos ou ferida (ulceragdo), além de sangramento e prurido (MASCI e BORDEN
2002). Entretanto, melanomas iniciais mostram sinais sutis, ndo muito faceis de
observar, como irregularidades nas bordas e cores levemente variadas (WEBER et al.
2007).

O risco de morte ¢ maior para os pacientes com o melanoma detectado em
fase tardia. A sobrevida em 5 anos para melanoma detectado e tratado em estagio
inicial varia de 89 a 95%, mas ¢ de 5 a 10% para aqueles no estagio IV (WEBER
2008), e a sobrevida mediana é de 6 a 9 meses, além disso, as opgdes de tratamento
sdo limitadas neste estagio (JEMAL et al. 2005; CAMACHO et al. 2009).

Uma das razdes para tal insucesso do tratamento parece ser a notoria

resisténcia de células de melanoma metastatico a agentes citotoxicos convencionais.



Como as cé¢lulas do melanoma sdo altamente resistentes a quimioterapia
convencional, as taxas de sobrevida apods a disseminag¢@o do tumor continuam pobres
e, portanto, hd uma necessidade urgente de novas opgdes terapéuticas (SOENGAS e

LOWE 2003).

1.3 FASES DE CRESCIMENTO E SUBTIPOS DE MELANOMA

O melanoma tem quatro subtipos, identificados por suas caracteristicas
histologicas da fase de crescimento radial, isto €, quando cresce horizontalmente e
estd restrito a epiderme e a derme superior, ou invasivo, quando apresenta
crescimento vertical para a derme profunda e pode evoluir com metéstases a
distancia.

CLARK et al. (1969) classificaram o melanoma cutdneo em trés subtipos
clinico-patologicos: melanoma nodular, melanoma lentigo maligno, melanoma
extensivo superficial e, em 1976, REED acrescentou outro subtipo: o melanoma

lentiginoso acral (PHAN et al. 2007).

1.3.1 LesOes intermediarias: melanoma em fase de crescimento radial
(melanoma de disseminacéo superficial)

O aparecimento de lesdes intermedidrias marca o comeco da malignidade
(melanoma). Existem quatro formas comuns e varias formas incomuns de melanoma
(HARRIST et al. 2002).

O melanoma extensivo superficial ¢ o mais frequente nas pessoas de pele

clara (fototipo I a III). Seu diagnoéstico € feito quando ocorre uma mudanga brusca na



aparéncia de uma pinta que, ao longo dos anos, apresentou apenas pequenas
variagdes. A lesdo inicial € plana, com coloragdo bastante variada, dos tons de
castanho, marrom, preto ¢ vermelho as cores cinza, azul e branco, que correspondem
as areas de regressdo. Mas, tardiamente, podem surgir nodulagdes negro-
acinzentadas ou negro-azuladas sobre a “mancha” preexistente. Ele pode aparecer em
qualquer local da pele, sendo mais comum na regido da cabega, pescogo e tronco, nos
homens, e nos membros inferiores e extremidades nas mulheres (CHUDNOVSKY et

al. 2005).

1.3.2 Melanoma em fase de crescimento vertical

Uma etapa fundamental na progressao do melanoma ¢ a transicao do tumor
primario a partir da fase de crescimento radial (RGP - radial growth phase) para uma
fase de crescimento vertical (VGP - vertical growth phase) (ROBERTSON et al.
1996).

Apds um tempo variavel (geralmente um a dois anos), a caracteristica de
crescimento da fase de crescimento radial muda focalmente. Os melandcitos exibem
atividade mitética focal e crescem como nodulos esferdides, de maneira semelhante a
do crescimento de lesdes metastaticas. Os nodulos expandem-se mais rapidamente do
que o restante do tumor na derme papilar circundante. O direcionamento final do
crescimento tende a ser perpendicular aquele da fase de crescimento radial, dai a
expressao fase de crescimento vertical (HARRIST et al. 2002).

A medida da espessura de tumores em fase de crescimento vertical ¢ feita a

partir da camada mais externa do estrato granuloso até a parte mais profunda do



tumor (HARRIST et al. 2002). As caracteristicas da fase de crescimento vertical sao

as seguintes:

As células tendem a diferenciar-se em aspecto daquelas da fase de
crescimento radial. Por exemplo, podem conter pouco ou nenhum pigmento,
enquanto as cé¢lulas da fase de crescimento radial sdo melandticas;

O agregado celular que caracteriza a fase de crescimento vertical ¢ maior do
que os aglomerados de células que formam os componentes intraepidérmicos
invasivos da fase de crescimento radial. O sitio dominante do crescimento do
tumor ¢ desviado da epiderme para a derme;

Tumores que se estendem para a metade inferior da derme reticular estdo, por
defini¢do, na fase de crescimento vertical,

A resposta imunologica celular do hospedeiro pode estar ausente na fase de
crescimento vertical.

Mesmo quando os tumores entram na fase de crescimento vertical, ainda

podem faltar as propriedades necessarias para metastases. Alguns tumores tém pouca

capacidade de dar metéstases, enquanto outros tém maior potencial. Por exemplo,

melanomas em fase de crescimento vertical, com menos de 1,0 mm de espessura,

dificilmente apresentam mitoses evidentes, exibem um leve infiltrado de linfécitos e,

raramente, ddo metastases. J4 melanomas em fase de crescimento vertical com mais

de 3,6 mm de espessura, que exibem mais de seis mitoses/mm? ¢ nao contém

linfécitos infiltrando o tumor, geralmente dardao origem a metastases (HARRIST et al.

2002).



1.3.3 Melanoma nodular

Embora, em geral, um cancer adquira suas propriedades de forma gradual,
alguns tumores surgem com todas as suas caracteristicas malignas expressas na lesao
inicial (ERKURT et al. 2009). O melanoma maligno nodular ¢ um exemplo desse
tipo de tumor. Essa lesdo, felizmente a forma mais rara de melanoma, surge como
noédulo elevado e circunscrito, isto é, sobre a pele integra surge uma lesdo nodular
desde o inicio. Inicialmente, tende a ser esferoidal, ou seja, ndo se desenvolve através
de uma fase de crescimento radial. Histologicamente, sua cor em tom enegrecido ¢é
uniforme, mas ele também pode ter coloragdo negro-azulada com veios acastanhados.
No exame clinico, ndo se observa o componente da “mancha’ ao redor do nédulo. O
melanoma nodular compde-se de um ou mais nodulos de células que crescem
claramente de uma forma expansiva na derme. Em outras palavras, o tumor estd na
fase de crescimento vertical ja quando observado inicialmente (HARRIST et al.

2002; ERKURT et al. 2009).

1.3.4 Melanoma lentigo maligno

O melanoma lentigo maligno, também conhecido como sarda de Hutchinson,
¢ uma grande macula pigmentada que ocorre na pele lesada pelo sol. Essa lesdo
desenvolve-se quase exclusivamente em pessoas brancas de pele clara, geralmente,
idosos. Ocorre nas superficies expostas do corpo e, de forma semelhante a outros
tipos de melanoma, provavelmente relaciona-se com exposi¢do a luz ultravioleta
(HEDBLAD e MALLBRIS 2011). Na sua fase de crescimento radial, o lentigo
maligno ¢ uma placa achatada, irregular, de cor marrom a preta, que pode cobrir uma

grande area da face ou o dorso das maos. As células da fase de crescimento radial



encontram-se predominantemente na camada basal, formando, algumas vezes,
pequenos ninhos que penetram a derme papilar. A invasdo ndo é tdo proeminente,
nem tio extensa na fase de crescimento radial do melanoma lentigo maligno como ¢
no melanoma extensivo superficial. As células da fase de crescimento radial,
especialmente aquelas dispostas em ninhos, t€ém tamanho varidvel. A derme
subjacente mostra um infiltrado linfocitico modesto e, quase invariavelmente,
degeneragdo solar avancada do tecido conjuntivo (HARRIST et al. 2002).

Na fase de crescimento vertical, as células tendem a ser fusiformes.
Ocasionalmente, as células desta fase provocam uma resposta de tecido conjuntivo,
formando uma placa firme (melanoma desmoplésico). As células na fase de
crescimento vertical também podem crescer ao longo de nervos pequenos (fase de

crescimento vertical neurotréfica) (HARRIST et al. 2002).

1.3.5 Melanoma acral lentiginoso

O melanoma acral lentiginoso (ALM) ¢ classicamente descrito como sendo
mais comum em pessoas de pele escura. Trata-se de lesdo agressiva, de crescimento
insidioso pela dificuldade de visualizagdo, pois se encontra essencialmente limitado
as palmas, solas e regides subungueais ((LANGLEY et al. 1998). Embora raro,
ocorre um tumor semelhante nas membranas mucosas, denominado melanoma
lentiginoso de mucosas (HARRIST et al. 2002; WEBER et al. 2007).

Na fase de crescimento radial, o0 melanoma acral lentiginoso forma uma area
irregular de coloracdo marrom a preta, cobrindo uma grande parte da palma ou da
sola, ou surge sob uma unha, geralmente, a do artelho maior ou a do polegar.

Microscopicamente, as maiorias das células encontram-se confinada a camada basal
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da epiderme e mantém dendritos longos. Com frequéncia, hd uma leve resposta
linfocitica liquenéide. A medida que a fase de crescimento vertical se desenvolve, as
células podem crescer para cima na epiderme e tornar-se mais epitelidides. A fase de
crescimento vertical ¢ semelhante aquela do melanoma lentigo maligno, consistindo
comumente em células fusiformes. Caracterizado na sua fase in situ, por melanocitos
anaplasicos, frequentemente dendriticos, muito pigmentados, intra-epidérmicos,
dispostos em padrdo lentiginoso ao longo da camada basal, se disseminando entre as
varias camadas de queratinocitos. Ocasionalmente também se encontra
neurotropismo (HARRIST et al. 2002).

Quando invasivo, ndo difere substancialmente dos melanomas de outros sitios
anatomicos. O comportamento biologico parece depender, a exemplo de outros
melanomas, de fatores como profundidade de infiltragdo, ulceragdo, mitoses, invasao
de vasos sanguineos e linfiticos ou comprometimento perineural, além da

disseminagdo linfatica ou sistémica (PHAN et al. 2007).

1.3.6 Melanoma extensivo superficial

Melanomas novos, na fase de crescimento radial, apresentam uma borda
levemente elevada e palpavel. A neoplasia possui cor variavel ao acaso. Algumas
partes sdo incomumente pretas ou marrons escuras, enquanto sombras de cor marrom
mais claro sdo mescladas com tonalidades cor-de-rosa ou azul mais claro.
Ocasionalmente, a lesdo toda ¢ simplesmente marrom-escura (HARRIST et al. 2002).

O tipo extensivo superficial ¢ o tipo mais comum (70% dos melanomas) e
geralmente acomete tronco nos homens, ¢ membros inferiores nas mulheres

(CHUDNOVSKY et al. 2005). H4 uma disposi¢do caracteristica das células na fase
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de crescimento radial. Melandcitos epitelidides grandes estao dispersos em ninhos e
como células individuais através de toda a espessura da epiderme, ¢ nenhum ninho
apresenta preferéncia de crescimento (tamanho maior) sobre as células circundantes.
Esses melandcitos podem estar apenas na epiderme (melanoma in Situ), mas a
extensdo focal para a derme papilar ¢ a regra (MUTO 2007). Os melanocitos da fase
de crescimento radial estdo tipicamente associados a uma leve resposta linfocitica.
Dessa forma, os melandcitos da fase de crescimento radial crescem em todas as
diregdes: para cima na epiderme, perifericamente na epiderme e para baixo, a partir
da epiderme para a derme. Nao s3o observadas mitoses dérmicas. O aumento dessas
lesdes circulares da-se na periferia; dai o termo fase de crescimento radial. E
importante notar que o melanoma na fase de crescimento radial, apenas raramente,
apresenta metastase. Exceto pelas lesdes menores (< 6 mm de didmetro), o
melanoma superficial em disseminacdo pode ser diagnosticado na fase de
crescimento radial com consideravel precisdo (HARRIST et al. 2002).

O melanoma adquire a capacidade de metastizar a partir da fase de
crescimento vertical. Geralmente, as metastases iniciais envolvem os linfonodos
regionais, embora seja comum também a disseminacdo através da corrente sanguinea.
Quando ocorrem metastases pela corrente sanguinea, elas s3o incomumente
disseminadas em comparagdo a outras neoplasias; praticamente todo sistema ou
orgdo pode ser envolvido (SVIDERSKAYA et al.2003).

Melanomas metastatizam por diferentes mecanismos, incluindo invasao direta
dos tecidos vizinhos, se espalhando através do sistema linfatico ou do sistema

vascular. Apesar de sua relevancia clinica, os mecanismos moleculares que orientam
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a via de propagacao e localizagdo das metastases em tecidos diferentes nao sdo bem

conhecidos.

14

FATORES PROGNOSTICOS

Os fatores progndsticos em melanoma sao:

Sexo (género): as mulheres apresentam um prognostico melhor do que os
homens. Por exemplo, mulheres com melanomas axiais com 0,8 a 1,7 mm de
espessura apresentam uma taxa de sobrevida de quase 90 % dez anos apos a
excisdo da lesdo, enquanto, em homens, esta ¢ de apenas 60% ((HARRIST et
al. 2002; MERVIC 2012 );

Idade;

Localizagdo Anatomica do tumor primario: melanomas nas extremidades
apresentam um prognostico melhor do que aqueles na cabega, pescogo ou
tronco (axial). Entretanto, melanomas na sola do pé ou na regido subungueal
apresentam um prognostico semelhante ou pior em comparagao com lesdes
axiais;

Espessura e ulceragdo do tumor;

Nivel de invasdo e tipo histolégico;

Padrio de crescimento;

Variantes desmoplastica ou neurotrdpica;

Contagem de mitoses: um forte indicador da proliferacdo do tumor e se
evidencia como um fator prognostico importante no melanoma (BARNHILL

et al. 2005). O namero de mitoses ¢ um fator prognostico independente até
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0ito anos apds a remocgao do melanoma primario e, exceto pela fase de
crescimento do tumor primario, é a caracteristica prognodstica mais poderosa.
Os pacientes cujos tumores ndo mostram mitoses apresentam uma chance de
sobrevida 12 vezes maior do que aqueles nos quais a taxa mitética é superior
a 6/mm” (OLIVEIRA et al. 2011);

Regressdo: muitos melanomas primdrios mostram alguma evidéncia de
regressdo espontanea, indicada clinicamente por uma alteragdo para uma
coloracdo azul-esbranquicada ou branca. Microscopicamente, tal regressao
caracteriza-se por derme papilar alargada, com melan6fagos e infiltrado
linfocitico. Os pacientes cujos tumores mostram essas alteragdes apresentam
um prognostico pior do que aqueles nos quais ndo ha regressao;

Pigmentacao (FITZPATRICK et al. 1993);

Infiltrado linfocitico: a interacdo de linfocitos e células tumorais na fase de
crescimento vertical ¢ um indicador prognodstico importante. A resposta
celular ¢ relatada como sendo infiltrativa quando os linfocitos realmente
infiltram e rompem o tumor, frequentemente formando rosetas ao redor das
células tumorais. Se houver linfocitos infiltrando o tumor na fase de
crescimento vertical, ou estes forem vistos cruzando toda a base da fase de
crescimento vertical, diz-se que o infiltrado ¢ leve. O paciente cujo tumor
exibe um infiltrado leve tem uma probabilidade de sobrevida 11 vezes maior
do que a de pacientes cujo melanoma ndo possui linfécitos infiltrando o
tumor;

Volume Nuclear;
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o Prognosticos Moleculares e de tratamento (CLARK et al. 1969; MORTON et
al. 1993);

o Acometimento linfonodal: o melanoma cutaneo drena para o sistema linfatico
e seus niveis subsequentes. O linfonodo sentinela ¢ o primeiro linfonodo a ser
atingido pela metastase, se negativo, existe alta probabilidade de que os
demais linfonodos nao estejam acometidos (SOENGAS e LOWE 2003). Uma
importante mudanca nos estudos de melanoma foi a adogao do mapeamento
linfatico pela bidpsia do linfonodo sentinela, que com grande acuracia e
minima morbidade indica o estadiamento dos linfonodos regionais a lesao
(CLARK et al. 1969).

Os principais fatores prognosticos no melanoma estao relacionados a dados
histopatologicos como avaliagdo da espessura (Breslow) e a invasao das camadas da
pele de acordo com o nivel de Clark (apenas para melanomas finos), com
classificagdo de [ a V (BRESLOW 1970; CLARK et al. 1969; BALCH et al. 2001).

O nivel de invasao tumoral refere-se ao grau de penetracdo do tumor dentro
das camadas anatomicas da pele. E um preditor da probabilidade de metastase,
embora ndo seja tdo preciso quanto a espessura do tumor. Apesar dos niveis de
invasdo nao serem indicagdes prognodsticas independentes de desfecho clinico, a
invasdo de nivel IV pode predizer metastase para linfonodos e pode fornecer
informagao prognostica adicional para tumores com mais de 1,0 mm (HARRIST et al.
2002).

Nivel I  As células tumorais situam-se completamente acima da membrana basal

(in situ).
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Nivel I Células invasivas presentes apenas na derme papilar (fase de crescimento
radial).

Nivel IIT O tumor entrou na fase de crescimento vertical e compromete até a derme
reticular, formando pequenos nddulos expansiveis que alargam a derme
papilar.

Nivel IV As células tumorais claramente invadem a regido entre os feixes de
colageno da derme reticular.

Nivel V. O tumor estende-se para a gordura subcutanea (FARMER e HOOD 1990;
EDER et al. 1997; BALCH et al. 1991).

A espessura do tumor medida em milimetros (indice de Breslow) ¢ o fator
mais importante na determinagdo do risco de recorréncia e metastases, bem como ¢ o
principal determinante no manejo dos pacientes (GARBE et al. 2000; PHAN et al.
2007). Pode ser medida a partir da camada mais externa do estrato granuloso até uma
penetracdo mais profunda do tumor na derme (BRESLOW 1970). Na prética,
geralmente a espessura ¢ registrada, e pode ser o Unico atributo utilizado para
determinar o prognoéstico. Nessa circunstancia, o prognostico pode ser previsto com
certa precisdo dividindo-se os tumores em quatro grupos de espessura, sem atengao a
fase de crescimento do tumor (HARRIST et al. 2002).

Pacientes com lesdes menores que 0,75mm de espessura histologica tém um
bom prognostico e poucos apresentam recorréncia do tumor. Em lesdes suspeitas de
tamanhos pequenos ¢ médios deve-se proceder exérese de toda a lesdo com margem
de seguran¢a minima (1 a 2 mm). Melanomas com Breslow acima de 4,0 mm tém
alto risco de recorréncia local (10 a 20%), mesmo seguindo-se este padrdo nas

ressecgoes (BARNHILL et al. 2005).
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A identificacao dos pacientes com metéstase linfatica oculta ¢ importante no
manejo da doenga. Para o Grupo Brasileiro de Melanoma (GBM), as indicagdes para
a pesquisa do LS devem ser realizadas nas seguintes condi¢des: Breslow > 0,76mm,
Breslow < 0,76mm s6 nos casos que estejam associados a ulceragdo, regressoes
histologicas, ou Clark IV/V (EMMERT-BUCK et al. 1996). Esta técnica permite a
identificacdo de metastases ganglionares assintomaticas, ndo acessiveis por exames
de imagem, reservando o esvaziamento ganglionar regional aos pacientes que
comprovadamente apresentarem dissemina¢do da doenca, reduzindo a morbidade
relacionada a este procedimento (BARNHILL et al. 2005; Hospital A.C. Camargo
2011).

Ulceracao ¢ definida como solugdo de continuidade da epiderme, substituida
por tampao fibrino-leucocitario sobre a lesdo primaria, em decorréncia da infiltragao
neoplasica (SA 2005). A ulceracio é o segundo fator prognéstico de maior
importancia nos melanomas localizados (estadios I e IT) (SA 2005). Nos melanomas
em estadio III, € a caracteristica histologica de pior prognostico do tumor primdrio
(SA 2005). Nos melanomas com espessura acima de 1 mm é considerada o fator
preditivo mais significativo, representando maior risco de desenvolvimento de
metéstases (SA 2005). A presenca de ulceracio define os subgrupos da categoria T
(tumor) de acordo com o novo estadiamento determinado pelo American Joint

Committee on Cancer (BALCH CM et al. 2001b).
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15 EXPRESSAO GENICA EM MELANOMAS CUTANEOS -

TECNICAS PARA ESTUDO

O termo expressao gé€nica refere-se ao processo em que a informagado codificada por
um determinado gene ¢ decodificada em um RNA mensageiro. Teoricamente, a
regulacdo em qualquer uma das etapas desse processo pode levar a uma expressao
génica diferencial. Em organismos multicelulares, a expressao génica controlada
regula um programa genético fundamental para o desenvolvimento embrionario e a
diferenciagdo. Dentre as técnicas para analise de expressao génica incluem PCR
(polymerase chain reaction), differential display, Northern blot, entre outros,
entretanto uma das limitagdes destas metodologias se baseia no pequeno numero de
genes que pode ser estudado em um Unico experimento (GOTO et al. 2006)

Nos ultimos anos, ficou claro que o estudo da expressdo génica de
determinados grupos de células podia ser contaminado pelo seu microambiente. Com
a finalidade de reduzir a possibilidade de contaminagdo, foram desenvolvidos varios
sistemas de disseccao tecidual utilizando raios laser para isolar grupos de células de
interesse. A técnica de microdissecgdo a laser desenvolvida em 1996 por
pesquisadores do National Cancer Institute (NCI) dos EUA (EMMERT-BUCK et al.
1996) tornou-se uma ferramenta extremamente importante na pesquisa bioldgica,
potencialmente ampliando o uso de técnicas ja existentes de Biologia Molecular.
Com esta técnica € possivel a obtencdo de pequeno numero de células tumorais,
reduzindo a possibilidade de contaminagdo por células estromais, de material celular
homogéneo de tecidos ou de preparados citologicos heterogéneos. O material

extraido pode ser previamente fixado em parafina (material de arquivo) ou congelado.
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Grupos de células semelhantes, estruturas multicelulares, ou mesmo, células tnicas e
cromossomos podem ser isolados. Mas esta técnica ainda mantém a limitagdo no
nimero de amostras a serem estudadas (EMMERT-BUCK et al. 1996).

Buscando a identificagdo dos alvos moleculares da agdo do MEL (Melfalano)
e do TNF (Tumor Necrosis Factor) no melanoma, um estudo foi conduzido nesta
instituicdo no qual foi determinado o perfil de expressio génica do melanoma
cutaneo em resposta ao tratamento com as referidas drogas isoladamente ou em
combinagdo em modelo murino (LIMA 2007). Foi identificado, empregando-se a
técnica de oligonucleotide microarray, um conjunto de genes cuja expressdo foi
modulada no melanoma, apds 3 horas de tratamento com MEL, TNF ¢ MEL+TNF,
num modelo tumoral in vivo murino. A administragdo de MEL promoveu uma
menor velocidade de crescimento tumoral e isso ndo foi modificado pela
coadministragdo de TNF (LIMA 2007). Entretanto, tumores tratados com TNF
apenas ou em combinagdo com MEL apresentaram mais necrose € menos mitoses.
Um numero menor de mitoses também foi observado em resposta a MEL (LIMA
2007). O tratamento com MEL ou MEL+TNF esteve associado com aumento da
sobrevida livre de progressdo. Dentre os genes cuja expressdo foi modulada pelos
tratamentos estdo Fabp4 (FABP4), Fltl (VEGFR1), Ifi202b (IF116), Tfe3 (TFE3) e
Igf2bp3 (IMP3).

O tratamento com MEL+TNF modulou positivamente a expressdao dos genes
Ifi202b e 1gfbp3. Flt-1 foi modulado negativamente nos tumores de animais tratados
com TNF combinado ou ndo a MEL (LIMA 2007).

Fabp4 apresentou grande variagdo de expressdo. Nos grupos tratados com

TNF (TNF e TNF+MEL) foi regulado negativamente e, no grupo do MEL,



19

positivamente, sendo que em todos os grupos foi observada uma razao de expressao
> 2,0. Embora sem atingir significancia estatistica no microarray, os dados de qRT-
PCR mostraram diferenca de expressdo estatisticamente significantes em relagdo ao
controle (LIMA 2007).

Desta maneira, acreditamos que tais genes e seus produtos poderiam
representar marcadores de resposta a quimioterapia, ¢ eventualmente de resposta a

terapia bioldgica.

16 VEGFR1

A angiogénese ¢ um processo fisiologico definido como a formagao de novos
vasos a partir de vasos préexistentes, e desempenha um papel importante tanto em
condigdes fisioldgicas normais, como patologicas (BERGERS e BENJAMIN 2003;
HICKLIN e ELLIS 2005).

Esse processo ocorre durante a formagdo de novos tecidos, quando sdo
requeridos oxigénio e nutrientes para o crescimento das células e depende de
substancias que o estimule, como os fatores de crescimento vascular endotelial. O
VEGF (vascular endothelial growth factor) ¢ expresso por uma variedade de células,
incluindo o musculo liso, células endoteliais, epiteliais, mondcitos, macrofagos,
linfocitos T e neutrofilos (MENENDEZ et al. 2006; FRANK et al. 2011).

A familia de VEGF ¢ composta por seis glicoproteinas estruturalmente
relacionadas. As moléculas sio VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE ¢ o
fator de crescimento placentario PIGF (Placenta growth factor) 1, 2 ¢ 3 (KERBER et

al. 2008).
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A regulacdo da angiogénese depende do equilibrio entre indutores e
inibidores deste processo, interagindo através de receptores especificos nas células-
alvo (KERBER et al. 2008).

A superexpressao de VEGF frequentemente tem sido associada com mau
prognoéstico e com progressao tumoral em varios tumores, incluindo melanomas,
aumentando a probabilidade de metéstases e diminuindo a ocorréncia de apoptose
espontanea (HICKLIN e ELLIS 2005; MENENDEZ et al. 2006; KERBER et al.
2008).

O VEGF ¢ um dimero proteico, formado pela interagdo de duas proteinas. E
um sinalizador com agdo autdcrina e paracrina, que ativa receptores
transmembranares, principalmente em células endoteliais. Sua molécula liga-se a
receptores das células endoteliais (VEGFR) para estimular o crescimento e a
sobrevivéncia celular. E uma etapa essencial no desenvolvimento tecidual pré e pos-
natal e também participa da cicatrizagdo, reproducdo, doengas inflamatorias e
degenerativas, distirbios metabolicos e mobilizagdo das células progenitoras
endoteliais (EPCs) da medula 6ssea para a circulacdo periférica (SMYTH et al. 1996;
HICKLIN e ELLIS 2005).

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e seus dois receptores
(VEGFR), tirosina-quinase Fms-like 1 ou Flt-1 (VEGFR1) e KDR/Flk-1 (VEGFR2),
tém demonstrado ser um sistema de regulagdo essencial para formacdo de vasos
sanguineos em mamiferos (HIRASHIMA et al. 2003).

VEGFR2 ¢ um transdutor de sinal importante e positivo para angiogénese
através da sua forte atividade tirosina-quinase (TK). VEGFRI1 tem uma afinidade

bioquimica para o VEGF que ¢é pelo menos 10 vezes maior do que a de VEGFR2,
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mas sua atividade TK ¢ muito fraca, 10 vezes menor do que a de VEGFR2, e nao
induz atividades biologicas em condigdes normais, tais como proliferagdo ou
migracdo de células endoteliais, sugerindo uma fungdo diferente da VEGFR2. O
VEGFR1 e o VGFR2 sdo especificamente expressos em células endoteliais
vasculares, ¢ como uma exce¢do, 0 mRNA de flt-1 foi mostrado ser expresso em
monocitos / macrofagos (HIRASHIMA et al. 2003).

Recentemente, muitos estudos tém demonstrado que VEGFRI1 tem uma agao
negativa de regulacdo da angiogénese fisioloégica do embrido (HIRASHIMA et al.
2003; HIRATSUKA et al. 2001). No entanto, ainda ¢ discutivel se a TK de VEGFR1
tem papel positivo na angiogénese em estadios adultos. Resultados indicam que
VEGFR1 ¢ um regulador positivo, usando a sua tirosina-quinase sob condigdes
patologicas em que o ligante especifico de VEGFR1, PIGF, ¢ anormalmente expresso
(HIRATSUKA et al. 2001). Elevagdes de PIGF em carcinomas de células renais,
bem como alguns tumores cerebrais, ¢ o aumento do mRNA do VEGFB em
pacientes com melanoma sugerem que ndo apenas VEGFR2, mas também VEGFR1
estdo envolvidos durante a angiogénese em tumores de uma maneira geral
(HIRATSUKA et al. 2001; MILLAUER 1993).

Portanto, além do bloqueio do VEGF e do VEGFR2, a supressdo do eixo
VEGFRI1/PIGF/VEGFB pode ser necessaria para diminuir certos tipos de
angiogénese patologica in vivo. Isso porque o VEGFRI1 pode-se ligar ao VEGF,
PIGF e ao VEGFB com afinidades diferentes. Assim, VEGFR1 tem uma dupla
funcdo na angiogénese, atuando de maneira positiva ou negativa em diferentes

condigdes biologicas (HIRATSUKA et al. 2001; MILLAUER 1993).
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Evidéncias indicam que FIt] induz a expressdo da metaloproteinase de matriz
9 (MMP9), envolvida no desenvolvimento de metastases pulmonares e na
angiogénese patologica em tumores (MENENDEZ et al. 2006; SINGH et al. 20006).

STRAUME et al. (2001) demonstraram uma associagdo entre a expressao de
FLTI e de VEGF em amostras de melanoma em crescimento vertical. Observaram
também a correlagdo positiva entre FLT1 e pl6 nuclear (proteina com atividade
supressora sobre ciclina D e, portanto, capaz de regular a progressao do ciclo celular).
A presenga de proliferagdes microvasculares glomeruldides (GMPs), brotamentos
proliferativos focais de células endoteliais que lembram um glomérulo renal, esta
associado com um pior progndstico em melanomas. Foi visto também uma
associagdo positiva entre a expressdo de VEGFA, KDR, FLT1 e neuropilina-1 ¢ a
formacdo de GMPs em melanomas em fase de crescimento vertical (STRAUME e

AKSLEN 2001).

1.7 FABP4

Fabp4 codifica a proteina aP2 (Fabp4), uma pequena molécula de 15 KDa
que faz parte da familia de LBPs (lipid-binding proteins), mais especificamente das
FABPs (fat acid binding proteins - proteinas que se ligam a acidos graxos de cadeia
longa) (LIU et al. 2008), como os acidos graxos de cadeia longa, os eicosandides,
leucotrienos e prostaglandinas.

Atualmente existem 9 FABPs identificadas em mamiferos, sendo expressas

numa variedade de tecidos. Particularmente, FABP4 ¢ expressa principalmente no
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tecido adiposo, mas estudos recentes sugerem que pode ser mais amplamente
expressa (BIRON-SHENTAL et al. 2007; LIU et al. 2008).

A expressao diminuida de FABP4 se correlacionou com estadios mais
avancados e grau histologico elevado em tumores de bexiga (BOITEUX et al. 2009).

VEGF induz FABP4 via VEGFR2 e ndo VEGFRI1 ¢ o tratamento com os
agonistas de VEGFRI1, PIGF1 e PIGF2, ndo aumenta a expressao FABP4, enquanto
que a inibi¢do quimica de VEGFR2 quase inibiu completamente a inducdo de
FABP4 pelo VEGF (ELMASRI et al. 2009). E sabido que as atividades angiogénicas
de VEGF, incluindo prolifera¢do, sobrevivéncia, migracdo e¢ permeabilidade, sdo
transduzidas principalmente através VEGFR2. Assim, pode-se sugerir que FABP4
tenha papel na atividade angiogénica mediada pela via VEGF/VEGFR2. No entanto,
estudos in vivo sdo necessarios para determinar se FABP4 promove a sobrevivéncia
ou a proliferacdo de células endoteliais de microvasos em condigdes patologicas
caracterizadas por ativagdo da via VEGF/VEGFR2, como isquemia, hipdxia, ou
desenvolvimento do tumor (ELMASRI et al. 2009).

Fabp4 (aP2) pode regular a expressdo génica ativando véarias classes de
receptores nucleares, sendo PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) o
melhor caracterizado. PPARG estd envolvido em processos como diferenciagdo
adipocitaria, modulagdo da sensibilidade a insulina e fungdo de macréfagos. Também
inibe a proliferagdo celular, inclusive induzindo apoptose em algumas linhagens de
carcinomas (AYERS et al. 2007). Dessa forma, a modulagao da expressao de FABP4
teria um efeito direto sobre a atividade de PPARG, aumentando ou diminuindo a

atividade do mesmo.
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1.8 PPARG

O receptor nuclear PPAR (peroxisome proliferator and activator receptor) ¢
de fundamental importancia para a homeostase energética, ja que os PPARs regulam
diversos aspectos do metabolismo energético ao nivel da transcrigdo (BENSINGER e
TONTONOZ 2008; WANG 2010). Sao reconhecidos varios ligantes enddgenos de
PPAR como 4cidos graxos, derivados de acido linoléico, eicosanoides, e
componentes oxidados de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e muito baixa
densidade (VLDL) (WANG 2010). O comprometimento funcional ou desregulagdo
destes receptores leva a uma variedade de doencas metabolicas (JEMAL et al. 2005).

Os estudos destes receptores tém avangado nosso conhecimento do
metabolismo energético e nos ajudou a compreender os mecanismos patogénicos da
sindrome metabdlica. A subfamilia de receptores nucleares PPAR ¢ composta por
trés proteinas: PPARA, PPARD (ou PPARB) e PPARG, também conhecidas como
NRIC1, NR1C2 e NR1C3, respectivamente (PETERS et al. 2012).

Os trés PPARs tém diferentes distribui¢cdes nos tecidos, mas se sobrepdem
funcionalmente. No entanto, ¢ evidente que as atividades ou niveis de expressdo de
PPARs estdo sujeitos a modulagdo por dieta, estado nutricional e estado metabdlico.

Através de suas fungdes distintas, mas sobrepostas, e distribuicao nos tecidos,
os trés PPARs atuam como sensores de dacidos graxos para controlar varios
programas metabdlicos que sdo essenciais para a homeostase energética sistémica.
Nao surpreendentemente, eles t€ém implicagdes importantes para doencas metabolicas

em seres humanos.
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PPARG ¢ um regulador mestre do tecido adiposo e da adipogénese e ¢
essencial para a homeostase da energia do corpo inteiro (BENSINGER e
TONTONOZ 2008). Outra funcdo importante do PPARG ¢ a inibigdo de processos
inflamatorios ao nivel de expressdo génica (WANG 2010).

Agonistas de PPARG demonstraram previamente um efeito antiproliferativo
em células de melanoma maligno com eficacia superior a outros agentes
(FREUDLSPERGER et al. 2010). Varios grupos demonstraram que agonistas de
PPARG inibem proliferagdo celular, induzem parada de crescimento celular e
apoptose, diminuem a densidade vascular e reduzem o potencial metastatico em
modelos de melanoma e cancer de pulmdo de células ndo-pequenas (PANIGRAHY

et al. 2005; BOTTON et al. 2009).

19 IMP3

Ao longo dos ultimos anos, IMP3 foi identificado como um importante
biomarcador de progndstico capaz de identificar pacientes com um alto potencial
para desenvolver metastase (SITNIKOVA et al. 2008; OZDEMIR et al. 2011;
JIANG et al. 2006). IMP3, um membro da familia IMP, formada por IMP1, IMP2 e
IMP3 (LIAO et al. 2005; YUAN et al. 2009; HAQ e FISHER 2011), caracteriza-se
por apresentar 6 dominios de ligacdo ao RNA, sendo dois dominios de
reconhecimento de motivos e quatro dominios de homologia a ribonucleoproteina
heterogénea nuclear K (LIAO et al. 2005).

O gene 1gf2bp3 em camundongos codifica a proteina Imp3 (Insulin-like

growth factor-Il mRNA-binding protein 3) que se liga a regido 5’ ndo traduzida do
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mRNA de IGF2 (Insulin-like growth factor 2) e regula a expressao do referido gene
(1gf2), este ultimo ¢ um dos principais ligantes do receptor de Igfl e estimula sua
fosforilacdo nos residuos de tirosina, transduzindo sinais mitogénicos dentro da
célula que poderiam estar envolvidos com a tumorigénese (LI et al. 2008). O gene
IMP3 estd localizado no cromossomo 7pll.2, em humanos, ¢ ¢é expresso
principalmente durante o desenvolvimento de epitélios, musculos e placenta nas
fases iniciais do desenvolvimento embrionario humano, mas ¢ expresso em
concentragdes baixas ou indetectdveis em tecidos adultos e, em alguns tumores
(SITNIKOVA et al. 2008; JIANG et al. 2008). Assim, IMP3 ¢ considerada uma
proteina oncofetal que, quando superexpressa, pode desempenhar um papel
fundamental na regulacdo, proliferacdo e invasdo da célula cancerosa por estar
geralmente associados com tumores agressivos e avangados (LI et al. 2008; ZHENG
et al. 2008).

A metastase a distancia € a principal causa de morte por cancer ¢ o potencial
metastatico dos tumores ¢ bastante imprevisivel. IMP3 foi relatado como tendo valor
progndstico para o carcinoma da bexiga e o carcinoma de células renais (LI et al.
2008; HOFFMANN et al. 2008).

Comparada com a de carcinomas de células renais ndo metastaticos, a
expressao de IMP3 foi encontrada aumentada, consideravelmente, ndo s6 em
tumores metastaticos, mas também em um subgrupo de tumores primarios que
podem ser susceptiveis ao posterior desenvolvimento de metéstases. Pacientes com
tumores primarios localizados que nao expressavam IMP3 tiveram uma sobrevida
livre de metastases maior do que aqueles com tumores que expressavam IMP3 (LI et

al. 2008).
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A deteccdo de IMP3 apenas em carcinomas uroteliais invasivos, embora
alguns deles fossem de baixo grau, mostrou que a expressao de IMP3 pode estar
relacionada ao comportamento agressivo destes (JIANG et al. 2008; HOFFMANN et
al. 2008).

A hipétese de que IMP3 ¢ expresso no melanoma maligno, mas ndo em nevos,
e de que ele € um biomarcador de progressao no melanoma maligno foi testada em
um estudo realizado por PRYOR et al. (2008). Neste estudo, lesdes melanociticas,
incluindo nevos benignos, nevos displasicos, nevos de Spitz ¢ melanomas malignos,
foram analisados quanto a expressao de IMP3. IMP3 ndo foi detectada em nevos
benignos nem em nevos displasicos. Os nevos de Spitz, ocasionalmente, expressaram
IMP3, mas a intensidade da imunoexpressdo foi muito fraca. Em contrapartida, a
maioria dos melanomas malignos expressou IMP3 e a intensidade da
imunoexpressao foi de moderada a forte. Estes resultados indicam que IMP3 pode ter
um valor de diagnoéstico ao segregar os nevos de melanoma maligno (PRYOR et al.

2008; MENTRIKOSKI et al. 2009).

1.10 1F1202 (IF116)

Os interferons (IFNs) sdo citocinas com atividade antiviral, antibacteriana,
antiprotozoario, imunomoduladora e com funcdo de promover crescimento e
regulacdo celular. Exercem estas fungdes através do controle da expressdo de varios
genes que codificam proteinas efetoras. Uma delas ¢ a P202, uma proteina nuclear

que ¢ codificada pelo gene IF1202 (MIN et al. 1996).
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A proteina P202 (52 kDa) ¢ um modulador de transcri¢gdo induzivel que
pertence a familia da proteina p200 das IFN-inducible-proteins (p202a, p202b, p203,
p204 e D3).

A capacidade da P202 para modular a transcricdo dos genes depende da sua
capacidade de se ligar e inibir a atividade transcricional de fatores tais como E2Fs,
NFKB, c-Myc e AP-1 (XIN et al. 2006).

A expressdo aumentada da proteina p202 (codificada pelo gene 1fi202) foi
correlacionada com defeitos na apoptose (inibi¢do), diminuindo a proliferacdo de
células T e desempenhando, assim, um papel direto na proliferagdo ou sobrevivéncia
de células T (MIN et al. 1996; CHENA et al. 2008; ZIMMERMAN et al. 2010).

Num modelo de células 1929 transfectadas com pcDNA para expressao de
p202 e tratadas com IFNB, observou-se que essa proteina inicialmente aparece no
citoplasma, onde se acopla a componentes subcelulares de sedimentacdo rapida e
entdo se acumula no nucleo (na metafase, p202 parece associar-se a cromatina
nuclear). Algumas proteinas podem se ligar a p202 in vitro e in vivo, como pRB
(retinoblastoma susceptibility protein) que tem papel central no controle do ciclo
celular. Sabe-se que a expressdo aumentada de p202 em células transfectadas
diminui a velocidade de proliferagdo, inibindo a expressao génica através de sua
atividade sobre os fatores de transcricdo NFKB, FOS e JUN. Uma das atividades de
NFKB seria o controle da expressdo de genes da resposta inflamatdéria e imune
(inclusive INF) (MIN et al. 1996).

O IFI16 ¢ o equivalente humano da P202 (Ifi202) em camundongos.
Presumivelmente, IF116 regula a atividade de certos fatores de transcricdo nucleares

que estdo envolvidos com controle de morte celular. Estudos recentes tém
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demonstrado que IFI16 ¢ detectado em nucleos de linfocitos no bago, timo,
linfonodos, e tonsilas palatinas, mas também ¢ encontrada em células epiteliais
nestes tecidos. A proteina IFI16 também ¢é expressa em tecidos nao-linfoides,
incluindo a traquéia, trato gastrointestinal, pele e testiculos. Dada a expressdo de
IFI16 em células epiteliais, ¢ provavel que IFI16 possa ser importante para algumas
fungdes especificas de células epiteliais (FUITUCHI et al. 2004; KIM et al. 2008).

Em relacio ao comportamento do melanoma, as proteinas descritas
anteriormente podem ser de grande importincia para caracterizagdo dos efeitos
bioldgicos, pelo papel fundamental que exercem em varias etapas da tumorigénese
como proliferacdo, adesdo, migracao, apoptose e angiogénese, além de poderem estar
associados a resposta terapéutica a tratamentos sist€émicos (imunoterapia) ou locais
(perfusdo isolada de membros) (CHOUBEY et al. 2000).

Até o presente, varias estratégias terapéuticas sdo aplicadas no combate ao
cancer, algumas promovendo melhora na saide dos pacientes acometidos, todavia
para o melanoma pouco avanco tem sido obtido. A identificagdo de alvos
moleculares para novas drogas e o papel de agentes anti-angiogénicos t€m sido tema
de pesquisas recentes. Dessa maneira, acreditamos que a melhor compreensdo dos
eventos celulares e moleculares subjacentes a acdo das drogas citadas acima pode
fornecer subsidios para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes
e menos téxicos para essa neoplasia de tratamento com resultados ainda tdo

frustrantes (CHOUBEY et al. 2000).
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1.11 TFE3

A familia dos tumores MiTF ¢ representada por um grupo de neoplasias
determinadas geneticamente por alteragdes dos fatores de transcri¢gdo microftalmia
(TFEB, TFE3, TFEC e MiTF - fatores de transcricdo homoélogos) (GODING 2000;
HAQ e FISHER 2011). Sao reguladores fisiolégicos do crescimento celular,
diferenciagdo e sobrevivéncia em diversos tipos de tecidos (LEVY et al. 2006; HAQ
e FISHER 2011). Isso porque sua desregulacdo pode levar a neoplasia melanocitica
associada a TFE3 (Transcription factor E3), a melanomas malignos cutaneos,
carcinoma de células renais associados a translocacdo Xpll e t(6;11) e alguns
sarcomas alveolares de partes moles e células claras.

A neoplasia melanocitica associada a TFE ¢ uma neoplasia maligna
epitelidide renal muito rara que mostra fusdo do TFE3 e produz melanina. Os casos
iniciais ocorreram em criangas e apresentaram-se muito agressivos com doenca
metastatica disseminada. A neoplasia ¢ positiva para Melan-A e HMB-45 e negativa
para CKs, marcadores de tubulos renais e musculares. Fusdes do TFE3 confirmadas
por imunoistoquimica onde a coloragdo deve ser nuclear, limpa e visivel em menor
aumento, cujo, controle interno negativo ¢ muito importante, e técnicas moleculares
(PSF-TFE3) (CHANG et al. 2009).

Sao neoplasias de dificil classificacdo com caracteristicas que se sobrepdem
com carcinoma de células claras renais com translocacdo Xpll e melanoma. A
negatividade para CD10, PAX2 e PAXS8 diferenciam esses tumores dos classicos
Xpll. A neoplasia ¢ negativa para MiTF ao contrario dos melanomas (ARGANI et

al. 2009).
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Esses fatores sdo capazes de regular a melanogénese celular e de ativar a
expressdo de HMB-45 e Melan-A. Essa familia de tumores tende a mostrar graus
variados e sobrepostos de diferenciacdo epitelial e melanocitica (STEINGRIMSSON

et al. 2002).

1.12 TISSUE MICROARRAYS (TMAS)

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou Tissue microarrays (TMAs), €
uma técnica descrita em KONONEN et al. (1998), que permite a avaliagdo dos
produtos génicos (GOULD ROTHBERG et al. 2009), bem como sua localizagao,
paralelamente num grande numero de amostras. Tem sido utilizada em lesdes
melanociticas, permitindo a andlise global dos genes expressos em diferentes tipos de
abordagens (CHOUBEY et al. 2000; REZZE 2008; SA 2005).

Sdo aquisi¢des recentes em Anatomia Patologica, na qual, a esséncia do
procedimento ¢ o estudo histopatologico detalhado, demarcando pequenas amostras
que representem cada varidvel morfologica a estudar, seguindo-se sua extracdo do
bloco correspondente (blocos doadores) com o uso de uma agulha, dando origem a
pequenos cilindros de tecido fixados em formalina que serdo distribuidos em blocos
de parafina convencionais em posi¢do perfeitamente orientada no bloco receptor (a
depender do calibre da agulha utilizada, o bloco poderd conter dezenas ou até
centenas de cilindros) (KONONEN et al. 1998; KIM et al. 2002). Deste modo,
pequenas amostras representativas de regides especificas, bem caracterizadas
morfologicamente de tecidos de multiplos pacientes podem ser submetidas a estudos

moleculares simultaneamente (RUBIN 2001; KORABIOWSKA et al. 2004). Isso
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possibilita a criacdo de bancos compreendendo melanomas primarios em diferentes
estadios e suas possiveis metastases, em localiza¢des diversas, permitindo o estudo
de diversas proteinas para a determinagdo de possiveis marcadores biologicos de

prognostico e resposta terapéutica (RUBIN 2001; KORABIOWSKA et al. 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

O melanoma cutaneo embora uma neoplasia pouco prevalente, vem
apresentando incidéncia crescente, e apresenta alta mortalidade quando nao
diagnosticado em estadio precoce.

E uma neoplasia extremamente complexa e que apresenta multiplas
interacoes com o hospedeiro em nivel sistémico e em seu proprio microambiente.

Previamente observamos a modulagdo de alguns genes, em um modelo
murino, em resposta a tratamento com melfalano e TNF, genes estes envolvidos em
processos como modulacao de resposta imune inata e adaptativa, proliferacao celular,
angiogénese ¢ metabolismo lipidico, alguns inclusive para os quais existem terapias
em desenvolvimento (inibidores de PAKI, inibidores de tirosina-quinase do
VEGFRI1, inibidores de FABP e agonistas de PPAR).

Desta forma, acreditamos que a caracterizagdo da frequéncia de
imunoexpressao destas proteinas em amostras de melanoma e sua correlagdo com
caracteristicas clinicas e patoldgicas podem ser de consideravel relevancia para
melhor compreensdao da biologia do tumor e para o desenvolvimento de novas

estratégias de tratamento para esta neoplasia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar a imunoexpressdo para VEGFR1, PPARG, FABP4, IMP3,
TFE3 e IF116 com dados clinicos e patoldgicos em melanomas cutdneos extensivos

superficiais e lentiginosos acrais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressao imunoistoquimica das proteinas VEGFRI1, PPARG,
FABP4, IMP3, TFE3 e IFI16 em melanomas cutidneos extensivos superficiais e
lentiginosos acrais.

Avaliar a associagao dos marcadores citados acima entre si.

Quantificar o impacto da imunoexpressao VEGFR1, PPARG, FABP4, IMP3,
TFE3 e IF116 na sobrevida global e livre de progressao dos pacientes.

Calcular a sobrevida global e livre de progressao em funcdo dos dados clinico-

patologicos e da expressao dos marcadores supracitados.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se do estudo de duas coortes retrospectivas, nas quais foram
selecionados pacientes diagnosticados, e tratados, no Centro de Tratamento e
Pesquisa Hospital do Céancer A.C. Camargo com melanoma cutdneo do tipo
extensivo superficial e melanoma lentiginoso acral.

Projeto de Pesquisa aprovado pelo Comité de Etica da Instituicdo sob o
numero 1570/11.

Foram realizadas avaliacdo e revisdo dos prontudrios dos pacientes para
analise de varidveis demograficas, dados clinicos, estadiamento, tratamento,
evolucdo e status conforme protocolo estabelecido pelo Grupo Brasileiro de
Melanoma. Estes dados foram registrados em fichas de coleta de dados (Anexo 1 € 2)
e, posteriormente, transferidos para uma planilha de Excel. Para este estudo
especificamente, as duas planilhas foram uniformizadas para permitir a analise

conjunta dos dois grupos.

4.1.1 Critérios de Incluséo

1 Pacientes com diagnostico de melanoma extensivo superficial e de melanoma
lentiginoso acral.

2 Diagnostico realizado no Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do

Cancer, cujos blocos de parafina estiveram disponiveis nos arquivos do
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Departamento de Anatomia Patologica, com material suficiente para
confecgdo do tissue microarray.

Pacientes com metastases foram incluidos quando os blocos de parafina
estavam disponiveis nos arquivos do Departamento de Anatomia Patologica e
dispunham de material suficiente para confec¢ao do tissue microarray.

Pelo menos 2 anos de seguimento clinico, a partir do diagnoéstico
histopatologico de melanoma cutaneo do tipo extensivo superficial e do tipo
lentiginoso acral, para que ao final do estudo existisse 6 anos ou mais de

acompanhamento.

Critérios de Exclusao

Auséncia de material biologico disponivel nos blocos de parafina.

Tratamento realizado fora do Hospital A. C. Camargo.

DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Originalmente, foram coletados dados como:

Dados do paciente: data de nascimento, idade ao diagndstico, sexo, raga,

naturalidade, nacionalidade;

Fatores de risco: casos de melanoma maligno na familia, grau de parentesco,

fototipo de pele, nevo melanocitico atipico, nevo congénito, nevo melanocitico

multiplo, histéria de queimadura solar, melanoma relacionado a gravidez;
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Dados do_tumor _(clinica): data do diagndstico no hospital, tumor metacronico,

tamanho da lesdo primaria, localizacdo da lesdo primaria (cabega e pescogo, tronco,
MMSS (membros superiores), MMII (membros inferiores), maos ou pés);

Histopatologia da lesdo primaria: tipo histoldégico (melanoma acral lentiginoso

invasivo, melanoma acral-lentiginoso in situ), tipo de crescimento (vertical ou radial),
indice mitdtico, Breslow (mm), Clark, presenca de ulceracdo, presenca de regressao;

Estadiamento locorregional: pesquisa de linfonodo sentinela (LNS), numero do

anatomopatoldgico do LNS, data da cirurgia, base linfonodal encontrada (axilar,
inguinal, cervical, poplitea, outras) e resultado do exame histopatologico (LNS
positivo/LNS encontrado, macro ou micro);

Metéstases: presenga de doenga metastatica, local (pele, linfonodo, viscera);
Estadiamento AJCC 2001: tumor, nddulo, metastase, estadiamento final;

Evolucdo da doenca: primeira alteracdo de estadio, data da primeira alteragdo de

estadio e novo estadio, segunda alteragdo de estadio, data da segunda alteragdo de
estadio e novo estadio, data da ultima noticia, status do paciente (vivo com doenga,
vivo sem doenga, morte por cancer, morte por outras causas).

Entretanto, nem todos os dados coletados nos levantamentos iniciais foram
analisados neste estudo em particular, ja que a associacdo de algumas varidveis com
a expressao ou nao dos marcadores ora estudados ndo seria justificada (AGUIAR et

al. 2009).
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ANALISE HISTOLOGICA

Verificou-se a disponibilidade dos preparados histologicos e blocos de

parafina no Departamento de Anatomia Patologica para a revisdo histopatologica dos

casos, para confirmagdo diagndstica e avaliacdo das varidveis anatomopatologicas,

estabelecendo-se os pardmetros prognosticos de acordo com protocolo estabelecido

pela Sociedade Brasileira de Patologia e pelo Grupo Brasileiro de Melanoma.

4.4

Dos dados anatomopatologicos foram utilizados os seguintes parametros:
Tipo histologico (melanoma lentiginosos acral invasivo, melanoma
lentiginoso acral in situ ¢ melanoma cutaneo do tipo extensivo superficial);
Tipo de crescimento (radial ou vertical);

Espessura de Breslow (mm) para determina o volume da neoplasia e
correlaciona-se diretamente com a profundidade de infiltragdo do tumor;
Nivel de Clark;

Indice mitotico que é expresso como o niimero de mitoses em 10 campos de
grande aumento (400X) na 4rea invasiva do tumor;

Presenca de ulceragao;

Presenca de regressao histologica.

CONFECCAO DOS TISSUE MICROARRAYS - TMAS

Para a confec¢dao do tissue microarray (TMA) com amostras de melanoma

extensivo superficial foi utilizada o tissue microarrayer (Beecher Instrunents ®,

Silver Spring, EUA), aparelhagem disponivel no Departamento de Anatomia
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Patologica do Hospital A.C. Camargo. A darea identificada no bloco doador foi
puncionada em 2 locais diferentes (selecionados previamente) com agulha de 1,0mm
e os cilindros obtidos foram transferidos para um bloco de parafina receptor. Foram
incluidas 111 amostras em duplicata, totalizando 222 amostras no TMA. As 111
amostras incluiram 72 tumores primarios (melanomas extensivos superficiais acima
de 1,0 mm), 29 tumores metastaticos (13 metastases cutaneas, 8 linfonodais e 8
pulmonares) e 10 nevos compostos. Todas as metastases cutaneas e linfonodais € um
caso de metastase pulmonar tém melanoma primario incluido no TMA. As sete
amostras restantes foram incluidas para possibilitar a andlise comparativa de
expressao das proteinas estudadas entre os diferentes grupos de tumor metastatico.
Confeccionou-se 100 laminas a partir do bloco receptor, em cortes sequenciais de 6
um. As laminas 01, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 foram coradas com hematoxilina e
eosina para controle do material incluido. Através de mapa construido em planilha
Excel®, com identificacdo detalhada de cada cilindro, é possivel a localizagdo
precisa de cada caso no bloco e laminas do TMA (BUBENDOREF et al. 2001;
KIELHORN et al. 2003; ALONSO et al. 2004; SA 2005).

Para o TMA contendo as amostras de melanoma acral, a partir do corte
original corado em hematoxilina e eosina, as areas neopldsicas apos marcagdo com
caneta, serviram de guia para identificacdo da area equivalente a ser puncionada no
bloco doador. O cilindro de tecido retirado do bloco doador foi transferido para o
bloco receptor através do uso do equipamento disponivel no Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital do Cancer: tissue microarrayer (Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, USA). O bloco de TMA foi confeccionado com

cilindros de 1,0mm de didmetro a partir de 53 amostras de melanomas acrais



40

representados em duplicata. Utilizou-se um cilindro de tecido hepatico para
orientacdo inicial de cada sequéncia dos casos utilizados (SHEN et al. 2003; CALY
2010).

A construcdo destes TMAs e a coleta de dados dos pacientes incluidos nos
mesmos ja foram avaliados, previamente, pelo Comité de ética em Pesquisa desta

instituicao e os respectivos processos aprovados sob os numeros 465/03 e 879/07.

45 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Os blocos de TMA foram cortados no micrétomo rotativo na espessura de 5,0
um. O corte obtido ¢ afixado a uma fita adesiva apropriada e, posteriormente, esta
fita € colada sobre uma lamina de vidro adequada para imunoistoquimica. Um rolo ¢
passado manualmente sobre a fita para assegurar a retirada de qualquer bolha que
tenha se formado.

A lamina com a fita foi irradiada com UV por 30 minutos, sendo em seguida
mergulhada em solugdo solvente (TPC) e seca a temperatura ambiente. As fitas sdo
retiradas apos a secagem. A lamina sofre banho de parafina, estando pronta para o
armazenamento em freezer.

Para desparafinizagdo, as laminas foram inicialmente deixadas por 24 horas
em estufa a 60°C e depois submetidas sequencialmente as seguintes etapas:

. Xilol a 60°C por 20 minutos;
o Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos;
o Etanol 100% por 30 segundos;

o Etanol 85% por 30 segundos;
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o Etanol 70% por 30 segundos.

As laminas foram lavadas em agua corrente e destilada.

Para recuperacdo de antigenos, uma solucdo tampao TRIS/EDTA {Trizma
Base 10mM (Sigma T1503) + EDTA 1 mM (Sigma E5134)} pH=9,0 foi fervida em
panela de pressdao (Eterna, Nigro®) destampada. As laminas mergulhadas nesta
solugdo e lacradas com a valvula de seguranca da panela aberta. Apds a saida do
vapor saturado, a valvula de seguranca foi abaixada e aguardou-se a pressurizagao
total. Contou-se 4 minutos apds esse tempo. Deixou-se a panela fechada, sob agua
corrente, até a despressurizacdo total. Destampou-se a panela com as laminas e
lavaram-se as laminas em dgua corrente e destilada

Procedeu-se o bloqueio da peroxidase endogena com H,O, 3,0%, (dgua
oxigenada 10 vol.) com 4 trocas de 5 minutos, ¢ em seguida lavou-se em agua
corrente e destilada

Lavou-se com solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS - phosphate
buffered saline) 10mM pH=7,4 por 5 minutos.

Incubaram-se as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-
estabelecido conforme tabela abaixo (Tabela 1) em tampao PBS contendo albumina
bovina (BSA) 1,0% (Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, por 30 min.

a 37,0°C e por 18 horas a 4,0°C em camara imida.



Tabela 1 — Painel de anticorpos utilizados.
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Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
Anti-TFE3 Policlonal feito em Coelho 1:100 Abcam, Cambridge, MA, EUA
cat# ab70008
Anti-FABP4 Policlonal feito em Coelho 1:200 Abcam, Cambridge, MA, EUA
cat# ab13979
Anti-PPARG Policlonal feito em Coelho 1:50 Abcam, Cambridge, MA, EUA
cat# ab59256
Monoclonal feito em 1:100 Abcam, Cambridge, MA, EUA
Anti-VEGFR1 Coelho para VEGF
Receptor 1
cat# [Y103] ab32152
Anti-IF116 Monoclonal feito em Rato 1:100 Abcam, Cambridge, MA, EUA
cat# ab55328
Anti-IMP3 Monoclonal feito em Rato  pronto parauso  Abcam, Cambridge, MA, EUA

cat#f ab82044

Lavou-se em PBS, com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubou-se por 30 min. a 37,0 °C com Post Primary Block (NovoLink Max

Polymer cod # RE7260-k, Reino Unido).

Lavou-se com PBS, com 3 trocas de 3 min cada.

Incubou-se com o NovoLink Polymer por 30 min. a 37,0° C

Lavar em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubou-se as laminas em solugdo substrato {100 mg de tetrahidrocloreto de

3,3’- diaminobenzidina (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1,0 mL de Dimetilsulféxido

(DMSO); 1,0 mL de H,0, 6,0% (dgua oxigenada 20 vol); 100 mL de PBS}; por 5

minutos a 37,0°C, ao abrigo da luz.

Observou-se ao microscopio, nos controles positivos, o desenvolvimento de

precipitado castanho-dourado, como produto final da reagao.

Lavou-se em agua corrente e agua destilada por 3 minutos.
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Contracorou-se com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.

Lavou-se bem em agua corrente e destilada

Imergiu-se 2 vezes em agua amoniacal (solucdo de hidroxido de amonio
0,5%), lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Desidratou-se as laminas sequencialmente em:
. Etanol 80%, 30 segundos;

. Etanol 95%, 30 segundos;

Etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada;

Xilol 4 vezes, 30 segundos cada;

Montaram-se as laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha).

46 LEITURA DAS LAMINAS

A andlise da expressdo imunoistoquimica das proteinas supracitadas foi
realizada por um patologista, sem informacdo das caracteristicas clinicas dos
pacientes. As representacdes histoldgicas dos tumores, nos TMAs e suas duplicatas,
foram avaliadas ao microscopio optico (Olympus BX41) em aumento de 400x.
Foram consideradas as marcagdes nucleares, citoplasmaticas ¢ de membrana
conforme as localizagdes especificas de cada proteina analisada.

Com relacdo a avaliagdo das proteinas serdo considerados escores de
intensidade de positividade e de porcentagem de células marcadas em cada amostra
tumoral e sua duplicata.

A gradagdo quanto a intensidade sera definida como: negativa, expressao

fraca, moderada ou forte, e ndo avalidvel para as proteinas com marcacdes
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citoplasmaticas FABP4 e de membrana (VEGFRI tem expressdo tanto
citoplasmatica como de membrana).

Para as proteinas IF116, PPARG e TFE3 com expressao nuclear foi definida a
gradacdo de intensidade e o nimero de células marcadas utilizando-se a seguinte
gradacdo: negativo, 1-20%, 20-50% e acima de 50% de células com expressdo

nuclear da proteina a ser analisada.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontudrios foram digitados e arquivados em planilha
do software Excel da Microsoft. Para as varidveis quantitativas foram apresentadas
as principais medidas resumo, como média, desvio-padrao, valor minimo e valor
maximo e para as variaveis qualitativas foram apresentadas as respectivas
distribuicdes de frequéncias absolutas e relativas.

Associagdes entre variaveis qualitativas e os marcadores foram avaliadas por
meio do teste qui-quadrado. No caso de frequéncias esperadas inferiores a cinco foi
realizada a corregdo de continuidade proposta por YATES (1934).

A sobrevida global foi avaliada da data do diagndstico até a data da morte por
qualquer causa. A sobrevida livre de doencga foi avaliada da data do diagnostico até a
data da progressdao de doenca locorregional, progressdo de doenga a distdncia ou
morte. Os pacientes perdidos para seguimento foram censorados na Ultima consulta
médica onde se tinha registro de estarem vivos. Pacientes vivos ou sem progressao

na ultima consulta de retorno foram censorados nesta data.



45

Nas analises de sobrevida global e livre de doenga/progressao, foi empregada
a técnica de Kaplan-Meier. A diferenga entre curvas de sobrevida foi avaliada pelo
teste de Logrank. O nivel de significancia adotado foi o de 5%.

Na analise de sobrevida multipla foi empregado o modelo de riscos
proporcionais de Cox. Devido ao grande nimero de informagdo ndo encontrada nos
prontudarios, optou-se por incluir no modelo multiplo apenas as variaveis clinicas:
Breslow, estadio e acometimento linfonodal, além dos marcadores.

O software livre R versdo 2.13 foi empregado na andlise estatistica (R

Development Core Team (2010); Vienna, Austria, http://www.R-project.org).
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5 RESULTADOS

51 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DA

AMOSTRA

Ap6s término do levantamento, identificamos 108 pacientes (60,0%) do sexo
feminino e 72 pacientes (40,0%) do sexo masculino. Destes, a maioria 121 pacientes
(86,4,%) era de cor branca. A idade média dos pacientes foi de 55,24 anos, com uma
mediana de 55 anos (Tabela 2).

Em relagdo as caracteristicas do tumor, as lesdes foram mais frequentemente
encontradas no tronco, sendo esta regido acometida em 64 pacientes (35,6%),
seguida de pés (23,3%). Noventa e dois por cento das lesdes estavam em fase de
crescimento vertical, e a maioria ndo apresentava regressao (85,9%), nem ulceragdo
(67,8%). Apenas 12,6% dos pacientes tinham tumores com Indice Mitotico >10
mitoses/campo.

O tamanho médio das lesdes foi de 2,26 cm (1,80 cm mediana). A maior
parte dos pacientes apresentava lesdes profundas, com indice de Breslow (3,47mm) e

nivel de Clark III (41,0%) (Tabela 3).



Tabela 2 - Distribuicdo dos
caracteristicas demograficas.

47

pacientes com diagnostico de melanoma quanto as

Variavel Categoria N (%)
Feminino 108 60,0
Género Masculino 72 40,0
Nao Informado 21
Amarela 4 29
Branca 121 86,4
Cor Negra 7 5,0
Parda 8 5,7
Nao Informado 61
Meédia (Desvio Padrao) 55,24 (16,5)
Idade Mediana 55,00
Nao Informado 23
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Tabela 3 - Distribuigdo dos pacientes com diagndstico de melanoma em relagdo as
caracteristicas patologicas.

Variavel Categoria N (%)
Cabega/Pescoco 12 6,7
Maios 6 3,3
MMII 35 19,4
Localizagéo MMSS 21 11,7
Pés 42 233
Tronco 64 35,6
Nao Informado 21
Radial 13 7,6
Crescimento Vertical 157 91,8
Vertical e Radial 1 0,6
Nao Informado 30
I 19 10,1
11 18 9,6
Clark 11 77 41,0
v 46 24,5
v 28 14,9
Nao informado 21
Nao 116 67,8
Ulceragéo Sim 55 32,2
Nao Informado 30
Nao 146 85,9
Regressdo Sim 24 14,1
Nao Informado 31
<10 146 87,6
indice Mitético >10 21 12,6
Nao informado 34
Tamanho (cm) Média (Desvio padréo) 2,26 (1,69)
Mediana 1,80
Meédia (Desvio padrao) 3,47 (3,72)

Breslow (mm)
Mediana 2,20
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52 EXPRESSAO DOS MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS

(FABP4, IFI16, TFE3, VEGFRL1, PPARG, IMP3)

IFI16 apresentou marcacdo nuclear (Figura 1) e esteve expresso em 54% dos
casos (Tabela 4). A marcagao positiva para IFI16 foi mais frequente nos individuos
cujas lesdes tinham Breslow <2,0mm; sem ulceracao; apresentavam regressao € eram

do tipo extensivo superficial (Tabela 5).

Tabela 4 - Distribuigdo da expressao dos diversos marcadores no TMA.

Negativo Positivo Faltante Total
Marcador N (%) N (%0) N N
IFI16 67 (46) 80 (54) 54 201
FABP4 27 (20) 110 (80) 64 201
TFE3 71 (56) 56 (44) 74 201
VEGFR1 55 (42) 75 (58) 71 201
PPARG 32 (25) 98 (75) 71 201

As percentagens demonstradas na tabela acima referem-se apenas aos casos

avaliaveis.
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Legenda: Microfotografia representativa de corte histologico de melanoma acral, mostrando
marcagdo nuclear forte uniforme para IFI116. As laminas foram reveladas com DAB e contracoradas
com hematoxilina de Harris (400x).

Figura 1 — Expressao nuclear de IF116.
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Tabela 5 — Associagdo entre as caracteristicas clinico-patologicas dos tumores com a

expressao de [F116.
IFI16
Negativo  Positivo
Caracteristica Categoria N (%0) N (%) Total p
Cabega/Pescoco 4 (50) 4 (50) 8
) MMII 34 (57) 26 (43) 60
Localizagéo 0,09
MMSS 6 (33) 12 (67) 18
Tronco 15 (34) 29 (66) 44
] Radial 3 (33) 6 (67) 9
Crescimento 0,736
Vertical 51 (45) 62 (55) 113
<=III 34 (42) 46 (58) 80
Clark 0,2835
IVouV 30 (52) 28 (43) 58
<=2 16 (33) 33 (67) 49
Breslow (mm) 0,04
>2 37 (52) 34 (48) 71
o o <=10 43 (42) 60 (58) 103
Indice Mitético 0,5349
>10 8 (50) 8 (50) 16
Nio 26 (34) 50 (66) 76
Ulceracéo 0,004
Sim 28 (61) 18 (39) 46
Nio 51 (47) 58 (53) 109
Regresséo 0,045
Sim 2(17) 10 (83) 12
In situoul 18 (33) 37 (67) 55
Estadio 1T ou ITI 22 (47) 25 (53) 47 0,0095
v 19 (68) 9 (32) 28
] ] Nio 45 (44) 57 (56) 102
Acometimento Linfonodal 0,7081
Sim 13 (48) 14 (52) 27
) Acral 29 (62) 18 (38) 47
Tipo 0,007
Extensivo 38 (38) 62 (62) 100

Foi empregado teste de Qui-quadrado para avaliar a associagdo das variaveis, considerando-se o

resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

FABP4 apresentou marcagdo citoplasmatica, como esperado (Figura 2), e

esteve expresso em 110 (80%) casos (Tabela 4). A expressio de FABP4 esteve

significativamente associada com Breslow, com o tipo e com estadio (Tabela 6). A

expressio de FABP4 foi mais frequente entre os individuos cujas lesdes
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Legenda: Microfotografia representativa de corte histolégico de melanoma, mostrando marcagio
citoplasmatica forte para FABP4. As laminas foram reveladas com DAB e contracoradas com
hematoxilina de Harris (400x).

Figura 2 — Expressao citoplasmatica de FABP4.

Legenda: Microfotografia representativa de corte histologico de melanoma, mostrando marcagio
nuclear forte, embora descontinua, para TFE3. As laminas foram reveladas com DAB e contracoradas
com hematoxilina de Harris (400x).

Figura 3 — Expressdo nuclear de TFE3.
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Tabela 6 — Associagdo entre as caracteristicas clinico-patologicas dos tumores com a
expressao de FABP4.

FABP4
Negativo Positivo
Caracteristica Categoria N (%0) N (%) Total p
Cabega/pescoco 2 (29) 5(71) 7
) MMII 10 (18) 46 (82) 56
Localizagéo 0,7281
MMSS 2 (12) 15 (88) 17
Tronco 6 (14) 37 (86) 43
) Radial 1(13) 7 (87) 8
Crescimento 0,8603
Vertical 18 (17) 89 (83) 107
<=[1I 13 (17) 62 (83) 75
Clark 0,5551
IVouV 12 (21) 44 (79) 56
<=2 1(3) 42 (97) 43
Breslow (mm) 0,0008
>2 19 (27) 51 (73) 70
o . <=10 15 (16) 78 (84) 93
Indice Mitético 0,8527
>10 4 (21) 15 (79) 19
Nio 10 (14) 62 (86) 72
Ulceracao 0,3252
Sim 9(21) 34 (79) 43
Nio 19 (19) 83 (81) 102
Regressdo 0,2193
Sim 0(0) 12 (100) 12
In situ ou I 2(4) 46 (96) 48
Estadio T ou IIT 9(19) 38 (81) 47 0,005
v 9(32) 19 (68) 28
) ) Nio 17 (18) 78 (82) 95
Acometimento Linfonodal 0,5853
Sim 3(11) 24 (89) 27
) Acral 15 (33) 31 (67) 46
Tipo 0,007
Extensivo 12 (13) 79 (87) 91

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associac@o entre as variaveis, considerando-se o

resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

Quarenta e quatro por cento dos tumores apresentaram expressao de TFE3
(Tabela 4), sendo sua expressao nuclear (Figura 3). A expressao de TFE3 esteve

associada com regressao e com o tipo (Tabela 7). A expressao deste marcador foi
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mais frequente nos casos onde as lesdes apresentavam regressao € eram do tipo

extensivo superficial.

Tabela 7 — Associagdo entre as caracteristicas clinico-patologicas dos tumores com a
expressao de TFE3.

TFE3

Negativo Positivo

Caracteristica Categoria N (%0) N (%0) Total p
Cabega/pescoco 5(71) 2 (29) 7
) MMII 35 (63) 21 (37) 56
Localizagéo 0,147
MMSS 7 (44) 9 (56) 16
tronco 15 (42) 21 (58) 36
) Radial 5(63) 337 8
Crescimento 0,9865
Vertical 56 (55) 45 (45) 101
<=[1I 39 (57) 29 (43) 68
Clark 0,8423
IVouV 30 (56) 24 (44) 54
<=2 17 (46) 20 (54) 37
Breslow (mm) 0,2125
>2 41 (59) 29 (41) 70
o . <=10 49 (56) 39 (44) 88
Indice Mitético 0,659
>10 9 (50) 9 (50) 18
Nio 34 (51) 33 (49) 67
Ulceracao 0,1658
Sim 27 (64) 15 (36) 42
Nio 57 (59) 40 (41) 97
Regressdo 0,046
Sim 3(27) 8(73) 11
In situ ou I 21 (48) 23 (52) 44
Estadio T ou III 23 (50) 23 (50) 46 0,1193
v 18 (72) 7 (28) 25
Acometimento Nao 49 (55) 40 (45) 89 0.53
linfonodal Sim 12 (48) 13 (52) 25 ’
] Acral 32 (73) 12 (27) 44
Tipo 0,005
Extensivo 39 (47) 44 (53) 83

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo entre as variaveis, considerando-se o

resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.
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VEGFRI1 apresentou marcacdo, preponderantemente, citoplasmatica (Figura
4) e esteve expresso em 58% dos casos (Tabela 4). A expressdo de VEGFRI1 esteve
associada significativamente com Breslow e com estadiamento (Tabela 8). A
expressao positiva foi mais frequentemente observada nos casos cujas lesdes tinham

Breslow <2,0mm e apresentavam-se em estadio inicial (in situ e estadio I).

Legenda: Microfotografia representativa de corte histolégico de melanoma, mostrando marcagéo
citoplasmatica forte e homogénea para VEGFRI. As laminas foram reveladas com DAB e

contracoradas com hematoxilina de Harris (400x).

Figura 4 — Expressao citoplasmatica de VEGFRI.
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Legenda: Microfotografia representativa de corte histologico de melanoma mostrando marcagdo
nuclear forte para PPARG. As laminas foram reveladas com DAB e contracoradas com hematoxilina
de Harris (400x).

Figura 5 — Expressdo nuclear de PPARG.
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Tabela 8 — Associagdo entre as caracteristicas clinico-patologicas dos tumores com a

expressdo de VEGFRI1.
VEGFR1
Negativo Positivo
Caracteristica Categoria N (%) N (%) Total p
Cabeca/Pescoco 3(43) 4 (57) 7
) MMII 20 (36) 36 (64) 56
Localizagéo 0,8602
MMSS 7 (44) 9 (56) 16
Tronco 17 (44) 22 (56) 39
) Radial 2 (22) 7 (78) 9
Crescimento 0,4275
Vertical 41 (42) 57 (58) 98
<=[1I 26 (37) 44 (63) 70
Clark 0,3044
IVouV 25 (46) 29 (54) 54
<=2 10 (26) 28 (74) 38
Breslow (mm) 0,017
>2 34 (50) 34 (50) 68
o . <=10 33 (38) 53 (62) 86
Indice Mitético 0,4688
>10 9 (47) 10 (53) 19
Nio 23 (35) 42 (65) 65
Ulceracao 0,2475
Sim 20 (47) 23 (53) 43
Nao 42 (43) 55(57) 97
Regresséo 0,08
Sim 1(10) 9 (90) 10
In situ ou I 9(21) 34 (79) 43
Estadio I ou III 27 (56) 21 (44) 48 0,003
v 11 (41) 16 (59) 27
) ) Niéo 39 (42) 53 (58) 92
Acometimento linfonodal 0,3473
Sim 8 (32) 17 (68) 25
] Acral 20 (48) 22 (52) 42
Tipo 0,3971
Extensivo 35 (40) 53 (60) 88

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associac@o entre as variaveis, considerando-se o

resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

Setenta e cinco por cento das amostras apresentaram marcagdo positiva para

PPARG (Tabela 4), sendo observada constantemente marcagao nuclear (Figura 5). A

imunomarca¢do para PPARG associou-se com um Clark <=III e esteve mais

expresso nos melanomas extensivos superficiais (Tabela 9).
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Nao foi possivel realizar a leitura de um dos marcadores em 26 a 36,8% dos
casos, dependendo do marcador avaliado (Tabela 4), em vista de perda de “spots”,

pouca amostra no “spot” ou marcac¢ao inadequada.

Tabela 9 — Associagdo entre as caracteristicas clinico-patologicas dos tumores com a
expressao de PPARG.

PPARG
Negativo  Positivo
Caracteristica Categoria N (%) N (%0) Total p
Cabega/Pescoco 0(0) 8 (100) 8
) MMIIL 18 (33) 36 (67) 54
Localizacéo 0,1026
MMSS 2(13) 14 (87) 16
Tronco 9 (23) 31 (77) 40
) Radial 4(67) 2 (33) 6
Crescimento 0,06757
Vertical 25 (24) 79 (76) 104
<=I1I 12 (17) 59 (83) 71
Clark 0,008
IVouV 20 (38) 33 (62) 53
<=2 8 (20) 32 (80) 40
Breslow (mm) 0,3574
>2 19 (28) 49 (72) 68
. . <=10 23 (25) 68 (75) 91
Indice Mitético 0,7728
>10 4 (25) 12 (75) 16
Nio 16 (24) 50 (76) 66
Ulceracéo 0,5363
Sim 13 (30) 31 (70) 44
Nio 25 (26) 70 (74) 95
Regressao 0,9497
Sim 321 11 (79) 14
Insituoul 9 (20) 37 (80) 46
Estadio T ou III 9 (20) 37 (80) 46 0,05912
v 11 (42) 15 (58) 26
) ) Nio 19 (21) 72 (79) 91
Acometimento Linfonodal 0,1477
Sim 9 (35) 17 (65) 26
. Acral 17 (40) 25 (60) 42
Tipo 0,004
Extensivo 15(17) 73 (83) 88

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associacdo entre as variaveis, considerando-se o

resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.
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Testamos também a associagdo da expressao dos marcadores entre si, como
proposto nos objetivos. Os resultados podem ser vistos nas tabelas abaixo (Tabelas

10, 11, 12 e 13).

Tabela 10 — Associagdo da expressdo de IFI16 com a expressdo dos demais

marcadores. Os melanomas in situ foram excluidos desta analise.

IFI116
Negativo Positivo
Marcadores N (%) N (%) Total p

FABP4

Negativo 11 (46) 13 (54) 24 0,7969
Positivo 41 (49) 43 (51) 84

TFE3

Negativo 35 (61) 22 (39) 57 0,002
Positivo 14 (30) 32 (70) 46
VEGFR1

Negativo 21 (45) 26 (55) 47 0,4178
Positivo 29 (53) 26 (47) 55

PPARG

Negativo 21 (81) 5(19) 26 0,0002
Positivo 30 (39) 47 (61) 77

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

A expressdao de IFI16 apresentou associagao significativa com a expressao
dos marcadores TFE3 (p=0,002) e PPARG (p=0,0002) (Tabela 10).

A expressdao de FABP4 apresentou associagdo significativa com a expressao
do marcador VEGFR1 (p<0,0001) (Tabela 11).

A expressao de TFE3 apresentou associacao significativa com a expressao do

marcador PPARG (p=0,012) (Tabela 12).
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Tabela 11 — Associacdo da expressio de FABP4 com a expressdo dos demais
marcadores. Os melanomas in Situ foram excluidos desta anélise.

FABP4
Negativo Positivo
Marcadores N (%0) N (%0) Total p
TFE3
Negativo 14 (25) 41 (75) 55 0,302
Positivo 8(17) 39 (83) 47
VEGFR1
Negativo 19 (40) 29 (60) 48 <0.0001
Positivo 4(7) 51(93) 55
PPARG
Negativo 3(12) 23 (88) 26 0,2375
Positivo 16 (22) 56 (78) 72

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

Tabela 12 — Associacdo da expressio de TFE3 com a expressio dos demais
marcadores. Os melanomas in situ foram excluidos desta analise.

TFE3
Negativo Positivo
Marcadores N (%) N (%0) Total p
VEGFR1
Negativo 26 (57) 20 (43) 46 0,9227
Positivo 30 (56) 24 (44) 54
PPARG
Negativo 22 (85) 4 (15) 26 0,0003
Positivo 31 (43) 41 (57) 72

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.
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A expressdao de VEGFRI1 apresentou associagdo com a expressao de PPARG

(p=0,012) (Tabela 13).

Tabela 13 — Associagdo da expressio de PPARG com a expressdo dos demais
marcadores. Os melanomas in situ foram excluidos desta analise.

VEGFR1
Negativo  Positivo
Marcadores N (%) N (%) Total p
PPARG
Negativo 6 (24) 19 (76) 25 0,012
Positivo 38 (53) 34 (47) 72

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

Posteriormente, refizemos as mesmas analises sem a exclusdo dos casos de

melanoma in situ (Tabelas 14, 15, 16 ¢ 17).

Tabela 14 — Associacdo da expressdo de IFI16 com os demais marcadores, incluindo
os melanomas in situ.

IF116
Negativo Positivo
Marcadores N (%) N (%) Total p
FABP4
Negativo 12 (48) 13 (52) 25 0,7701
Positivo 47 (45) 58 (55) 105
TFE3
Negativo 40 (59) 28 (41) 68 0,0003
Positivo 14 (26) 40 (74) 54
VEGFR1
Negativo 23 (44) 29 (56) 52 0,7496
Positivo 33 (47) 37 (53) 70
PPARG
Negativo 22 (73) 8(27) 30 0,0006
Positivo 34 (37) 57 (63) 91

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.
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A expressao de IFI116 manteve a associacao significativa com a expressao dos
marcadores TFE3 (p=0,0003) e PPARG (p=0,00006) (Tabela 14).

FABP4 apresentou associagdo significativa com o marcador VEGFRI
(p<0,0001) (Tabela 15).

A expressdo de TFE3 apresentou associagdo com a expressdo do marcador

PPARG (p=0,0002) (Tabela 16).

Tabela 15 — Associagao da expressdo de FABP4 com os demais marcadores,
incluindo os melanomas in situ.

FABP4
Negativo  Positivo
Marcadores N (%) N (%) Total p
TFE3
Negativo 15 (23) 51(77) 66 0,2534
Positivo 8 (15) 47 (85) 55
VEGFR1
Negativo 20 (38) 33 (62) 53 <0,0001
Positivo 4 (6) 66 (94) 70
PPARG
Negativo 4 (13) 26 (87) 30 0,5105
Positivo 16 (19) 70 (81) 86

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

VEGFRI1 apresentou associagdo significativa com o marcador PPARG

(p=0,0467) (Tabela 17).
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Tabela 16 — Associacdo da expressdao de TFE3 com os demais marcadores, incluindo
os melanomas in situ.

TFE3
Negativo Positivo
Marcadores N (%) N (%) Total p
VEGFR1
Negativo 29 (58) 21 (42) 50 0,8722
Positivo 39 (57) 30 (43) 69
PPARG
Negativo 25 (83) 5(17) 30 0,0002
Positivo 37 (44) 47 (56) 84

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associacdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

Tabela 17 — Associagdo da expressdo de VEGFR1 com os demais marcadores,
incluindo os melanomas in situ.

VEGFR1
Negativo  Positivo
Marcador N (%) N (%) Total p
PPARG
Negativo 8 (28) 21 (72) 29 0,0467
Positivo 41 (49) 43 (51) 84

Foi empregado teste de Qui-quadrado para testar a associagdo dos marcadores entre si, considerando-

se o resultado estatisticamente significativo quando p<0,05.

Nao conseguimos realizar a padronizagdo do anticorpo IMP3, um dos
marcadores selecionados para esta dissertacdo, mesmo apds inimeras tentativas, com
diferentes tampodes, marcagdes com fosfatase alcalina e com DAB. A marcacao
obtida foi inespecifica e, desta forma, resolvemos exclui-lo da analise. Tentaremos
avaliar a possibilidade de utilizar outras estratégias de recuperagdo antigénica ou

outro clone de anticorpos.
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5.3 SOBREVIDA GLOBAL E SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

A expressdo dos marcadores por nds avaliados neste estudo aparentemente
ndo influenciou de maneira significativa nem a sobrevida global, nem a sobrevida

livre de doencga dos pacientes (Figuras 6, 7, 8, 9, 10).

Sobrevida Global b)
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢do do tempo em meses
de acordo com a expressdo do marcador IFI116. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de
pacientes livres de recidiva em fungdo do tempo em meses de acordo com a expressdo de IFI16. O
grafico demonstra que ndo houve influéncia estatisticamente significante da expressdo do marcador

em nenhuma das duas situagdes.

Figura 6 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com a expressao de
IFI16. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier ¢ as

comparagoes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢do do tempo em meses
de acordo com a expressdo do marcador FABP4. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem
de pacientes livres de recidiva em fungdo do tempo em meses de acordo com a expressdo de FABP4.
O grafico demonstra que nao houve influéncia estatisticamente significante da expressdo do marcador

em nenhuma das duas situagdes.

Figura 7 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com a expressao de
FABP4. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as

comparagdes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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a) Sobrevida Global b) Sobrevida Livre de Doenca
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fungdo do tempo em meses
de acordo com a expressdo do marcador TFE3. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de
pacientes livres de recidiva em fun¢ido do tempo em meses de acordo com a expressdo de TFE3. O
grafico demonstra que ndo houve influéncia estatisticamente significante da expressdo do marcador

em nenhuma das duas situacdes.

Figura 8 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com a expressao de
TFE3. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as

comparagoes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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a) Sobrevida Global b)  sobrevida Livre de Doenca
o o
— — ]
© ©
o | o |
[
=
=]
o
[%] (]
g2 « | - @
Z o s ©
(%] (%]
[} (]
= =
@ =
< ]
< — <t
s 3 5 3
o
5+
o
R
[ N
o o
VEGFR1 VEGFR1
— negativo — negativo
o —_ e _ o —_ e _
S T positivo LogRank p=0.74 S Tl positivo LogRank p=0.16
1 1 1 \ 1 1 1 \
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tempo (meses) Tempo (meses)

Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢do do tempo em meses
de acordo com a expressdo do marcador VEGFR1. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem
de pacientes livres de recidiva em fung¢do do tempo em meses de acordo com a expressdo de
VEGFRI. O grafico demonstra que ndo houve influéncia estatisticamente significante da expressdo do

marcador em nenhuma das duas situagdes.

Figura 9 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com a expressao de
VEGEFRI. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e

as comparagoes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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a) Sobrevida Global b) Sobrevida Livre de Doenca
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em func¢do do tempo em meses
de acordo com a expressdo do marcador PPARG. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem
de pacientes livres de recidiva em fung@o do tempo em meses de acordo com a expressdo de PPARG.
O grafico demonstra que nao houve influéncia estatisticamente significante da expressdo do marcador

em nenhuma das duas situagdes.

Figura 10 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com a expressido
de PPARG. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e

as comparagodes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.

A andlise dos resultados das caracteristicas clinico-patologicas do tumor em
relacdo a sobrevida global e a sobrevida livre de doenga dos pacientes demonstraram
piora significativa para os niveis de Clarck IV e V (Figura 11), para presenca de
ulceracao (Figura 12) para melanoma do tipo Acral lentiginoso (Figura 13) para
estadio III (Figura 14) espessura maior que 2,0 mm (Figura 15) e presenga de

acometimento linfonodal (Figura 16).
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢do do tempo em meses
de acordo com o nivel de Clark. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de pacientes livres
de recidiva em fungdo do tempo em meses de acordo com o nivel de Clark. O grafico demonstrou

sobrevida inferior para tumores nos niveis IV ou V.

Figura 11 — Analise sobrevida global e livre de doenca de acordo com Nivel de
Clark. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as

comparagdes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fungdo do tempo em meses
de acordo com a ulceragéo. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de pacientes livres de
recidiva em fun¢do do tempo em meses de acordo com a ulceragdo. O grafico demonstrou resultado

pior para presenga de ulceragdo.

Figura 12 — Analise sobrevida global e livre de doenca de acordo com a ulceragio.
As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as

comparagdes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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a) Sobrevida Global b) Sobrevida Livre de Doenca
o o
— 7 — ]
© [ee]
o | o 7|
©
2
=]
o
8 o s ©
2 S g S
%) "
2 2
o >
2 =
g < g <
< o | é o 7|
©
o
RS
N (V]
o | o 7|
Tipo de Melanoma Tipo de Melanoma
o — acral ° — acral
S | T extensivo LogRank p <0.0001 o 71 T extensivo LogRank p=0.12
T T T T T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tempo (meses) Tempo (meses)

Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢ao do tempo em meses
de acordo com o tipo de melanoma acral ou extensivo. b) Sobrevida Livre de Doenca com a
porcentagem de pacientes livres de recidiva em func¢do do tempo em meses de acordo com o tipo de

melanoma acral ou extensivo. O grafico demonstrou resultado pior para melanoma do tipo acral.

Figura 13 — Analise sobrevida global e livre de doeng¢a de acordo com tipo de
melanoma (acral x extensivo superficial). As curvas foram calculadas empregando-se
o método de Kaplan-Meier ¢ as comparagdes foram realizadas com o teste do log-

rank considerando-se p<0,05.
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a) Sobrevida Global b) Sobrevida Livre de Doenga
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fungdo do tempo em meses
de acordo com o estidio. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de pacientes livres de
recidiva em funcdo do tempo em meses de acordo com o estadio. O grafico demonstra resultado pior

para estadio III.

Figura 14 — Analise sobrevida global ¢ livre de doenga de acordo com estadio (no
estadio I foram agrupados também os melanomas in situ). As curvas foram
calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as comparagdes foram

realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fungdo do tempo em meses
de acordo com a espessura de Breslow. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de
pacientes livres de recidiva em funcdo do tempo em meses de acordo com a espessura de Breslow. O

grafico demonstra sobrevidas inferiores para espessura > 2,0mm.

Figura 15 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com a espessura de
Breslow. As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as

comparagdes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢ao do tempo em meses
de acordo com o acometimento linfonodal. b) Sobrevida Livre de Doenga com a porcentagem de
pacientes livres de recidiva em fungdo do tempo em meses de acordo com o acometimento linfonodal.

O grafico demonstra resultado pior para presenga de acometimento linfonodal.

Figura 16 — Analise sobrevida global e livre de doenca de acordo com o
acometimento linfonodal. As curvas foram calculadas empregando-se o método de
Kaplan-Meier e as comparacdes foram realizadas com o teste do log-rank

considerando-se p<0,05.
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Na analise multivariada, apenas o Breslow e a expressio de PPARG

permaneceram como variaveis independentemente associadas com sobrevida global.

Da mesma forma, apenas estadio e a expressdo de PPARG estiveram estatisticamente

associados, de maneira independente, sobrevida livre de doenga. Foram incluidos no

modelo de analise multivariada a expressao de todos os marcadores, o estadiamento,

o indice de Breslow e o acometimento linfonodal (Tabela 18).

Tabela 18 - Analise multivariada das variaveis clinico-patoldgicas sobre a sobrevida

global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD).

SG (n=68)
Variavel Categoria RR I1C (95%) p
Breslow

<=2 1 - -

>2 16,26 2,16 122,16 0,007
PPARG

Positivo 1 - -

Negativo 2,32 0,95 5,63 0,063
SLD (n=72)
Variavel Categoria RR I1C (95%) p
Estadio

in situ ou | 1 - -

IT ou IIT 10,84 2,96 39,69 0,0003

v 14,65 3,40 63,20 0,0003
PPARG

Positivo 1 - -

Negativo 3,07 1,21 7,80 0,019
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Foram incluidas no modelo as varidveis: expressdao imunoistoquimica de
TFE3, VEGFR1, FABP4, PPARG e IFI16, acometimento linfonodal, Breslow e
estadio. Empregou-se método de regressio de Cox, mantendo-se no modelo as
variaveis que atingiram um p<0,05.

A inclusdo dos casos com melanoma in situ pode ter afetado favoravelmente
a sobrevida dos pacientes, bem como terem interferido nas associagdes observadas.
Desta maneira, realizamos as mesmas analises descritas acima, excluindo-se os casos

de melanoma in situ. Estes resultados estdo demonstrados no ANEXO 3.
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6 DISCUSSAO

Nao somente no Brasil, sobretudo na regido sul, mas em todo o mundo, a
incidéncia de melanoma vem aumentando significativamente, sendo o tumor de pele
mais agressivo (DIMATOS et al. 2009). Novos estudos vém sendo realizados para
uma melhor compreensao do comportamento bioldgico do melanoma.

Especificamente nesta dissertacdo, melanomas do tipo extensivo superficial e
lentiginoso acral foram selecionados como objeto de estudo.

O tipo extensivo superficial, normalmente esta associado a tumores finos.
Numa série contendo 307 individuos com melanoma extensivo superficial, houve
uma distribuicdo quase equitativa entre os sexos (48% de homens e 52% de
mulheres), sendo a mediana de idade de 51 anos. O Breslow mediano nesta amostra,
para este subtipo de melanoma, foi de 1,Imm. Estes tumores parecem ter um
crescimento mais indolente, em vista do maior tempo entre a primeira vez que o
paciente a percebe e procura ajuda médica para diagndstico (9 meses x 5 meses para
melanoma nodular) (WACHYKA et al. 2008).

Numa série de 1413 pacientes portadores de melanoma lentiginoso acral,
levantada no banco de dados do SEER (Surveilance, Epidemiology, and End Results)
de 1986 a 2005, Bradford et al. (2009) observaram uma frequéncia mais alta deste
subtipo entre afro-americanos, com acometimento preferencial das extremidades
inferiores. A sobrevida melanoma-especifica em 5 e 10 anos observada foi inferior
(80,3% e 67,5%, respectivamente) para o subgrupo de individuos com melanoma
lentiginoso acral quando comparadas a de portadores de melanoma como um todo

(91,3% e 87,5%, respectivamente, p<0,001) (BRADFORD et al. 2009).
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Os resultados apresentados foram obtidos, basicamente, pela associacao dos
dados clinico-patolégicos com a expressio dos marcadores VEGFRI1, PPARG,
FABP4, IMP3, TFE3 e IFI16 nas amostras de tumores através da técnica de
imunoistoquimica em amostras parafinizadas. Este ¢ um estudo retrospectivo e
empregou TMA ja previamente disponivel, realizando-se a atualiza¢do do banco de
dados preexistente. A maior dificuldade encontrada foi atualizar as informagdes
clinicas sobre os pacientes das amostras de melanoma do tipo lentiginoso acral
provenientes da Bolivia.

Neste estudo, observamos uma maior propor¢do de acometimento de
pacientes do género feminino (60% dos casos) (AGUIAR et al. 2009; AVILES et al.
2006; MARGHOOB et al. 2000; CRIADO et al. 1999; KALADY et al. 2003;
FERRARI et al. 2008), com uma média de idade de 55,24 anos (SORTINO-
RACHOU et al. 2008, DIMATOS et al. 2009), e predominio de individuos da cor

branca (86,4%) (DIMATOS et al. 2009; AGUIAR et al. 2009).

As localizagdes mais frequentes das lesdes foram tronco e pés. O segundo
lugar ocupado pelos pés como topografia mais comum de acometimento nesta
amostra, deveu-se, provavelmente, ao fato de termos agrupado aqui casos de
melanoma lentiginoso acral, que notoriamente t€ém predilecao por esta topografia

(BRADFORD et al.2009).

Os dados acima sao compativeis com os encontrados na literatura, inclusive
com dados encontrados na propria populacdo brasileira. Bonfa et al. (2011)
levantaram 328 pacientes portadores de melanoma tratados no Complexo Hospitalar
da Santa Casa de Porto Alegre - RS, de 2000 a 2005, e observaram uma maior

prevaléncia entre individuos do sexo feminino (57%), com uma média de idade de
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55,63 anos. O sitio de acometimento mais frequente foi o tronco (38,11%) (BONFA

et al. 2011).

Houve ainda um predominio de tumores na fase de crescimento vertical,
totalizando 91,8 % (157 pacientes) da amostra. O Breslow médio foi de 3,47 mm
(3,72), e mediana de 2,20 mm. A média de tamanho transversal da lesdo de 2,26 cm
(1,69) e mediana de 1,80 cm. Em relagdo ao nivel de Clark, 41% dos tumores se

encontravam no nivel I11.

A auséncia de ulceracdo (67,8%) e de regressao (85,9%) foi observada na
maioria dos casos. Dados semelhantes foram encontrados na mostra do Rio Grande
do Sul, sendo que 75,6% ndo apresentavam ulceracdo e 79,8% ndo apresentavam

regressdo (BONFA et al. 2011).

O indice mitdtico se manteve menor que 10 mitoses/campo em 87,6% dos
casos, compativel com dados encontrados em outras séries (BATTISTI et al. 2009;

DIMATOS et al. 2009; WEBER et al. 2007; BONFA et al. 2011).

A avaliagdo dos dados apresentados acima indica tratar-se de uma amostra
que reproduz o comportamento bioldgico habitual encontrado na literatura para

melanomas nos diversos estadios.

Durante a andlise imunoistoquimica, encontramos algumas dificuldades
relacionadas a forte pigmentacdo das células pela melanina em alguns casos e em
outras situagdes o esgotamento de material bioldgico em determinados "spots" nos
cortes avaliados, tornando o caso em questdo nao avaliavel.

Para tentar contornar o problema da pigmentacio pela melanina,
primeiramente as ldminas foram coradas com fosfatase alcalina e "Fast Red" (cor

vermelha), entretanto observou-se muita inespecificidade na marcacao.
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Posteriormente, as reagdes foram repetidas com todos os anticorpos, corando-se as
laminas com peroxidase e DAB (cor castanha), conseguindo-se assim uma marcagao
mais especifica e com menos "background". Nao conseguimos avaliar a expressao de
IMP3 nas nossas amostras devido ao fato de ndo termos conseguido padronizar a
reacdao imunoistoquimica para o anticorpo que tinhamos disponivel contra o mesmo.

IFI16, um dos marcadores utilizados neste estudo, apresentou positividade
relativamente baixa (54%) em relacdo aos demais marcadores.

A expressdo de IF116 esteve associada a estadios iniciais (in situ ou I) e com
regressdo, bem como com auséncia de ulceracdo. Percebemos também uma
associagdo com Breslow <2,0mm. Setenta e dois por cento das amostras de
melanoma do tipo extensivo superficial apresentaram marcag¢do para esta proteina,
sugerindo uma possivel associacdo deste subtipo de melanoma com a expressdo de
IFI16, mas que precisaria ser confirmada numa série maior, contendo os demais
subtipos.

A expressdo de IFI16, em nossa amostra, ndo apresentou associacdo com as
outras variaveis estudadas (localizacao, crescimento, Clark, indice mitotico e
acometimento linfonodal).

O controle do ciclo celular e apoptose sdao de fundamental importancia na
transformagdo maligna das células e determinacdo da agressividade de diversas
neoplasias. Estudos sugerem que a perda de IFI16 resulta na desregulagdo
da apoptose mediada por p53, podendo levar ao desenvolvimento de céancer
(FUJIUCHI et al. 2004).

Foi observada uma menor expressdo de IFI16 em tumores de mama quando

comparados a tecido glandular mamdrio normal. Este modelo ¢ reforcado pela



81

observagao de maior taxa de apoptose induzida por danos ao DNA em células que
superexpressam IFI16, enquanto que o "knockdown" desta proteina diminui a
apoptose em resposta a dano ao DNA mediado por radiag@o ionizante. Concomitante,
[F116 aumenta apoptose somente quando co-expressa em células deficientes em P53,
bem como se observa um aumento de expressdo de genes regulados por P53 em
células MCF7 que expressam IFI116 (FUJIUCHI et al. 2004).

Da mesma forma, osteossarcomas também apresentaram uma expressao mais
baixa de IFI16, quando comparados a tecido 6sseo normal. A superexpressdo de
IF116 em células de linhagens de osteossrcoma e condrossarcoma promoveu inibigao
de crescimento e inibicdo de formacdo de colonias, bem como promoveu o
desenvolvimento de senescéncia celular, fendmenos estes que puderam ser revertidos
com a introducdo de um si-RNA contra IFI116 (ZHANG et al. 2007).

Clarke et al. (2010) induziram a expressao nuclear de uma proteina de fusao
entre o receptor de estrogeno (ER) e IF116, e observaram inducdo de senescéncia e
inibi¢do da atividade da telomerase nestas células, contribuindo para inibigdo de
proliferacdo celular nas mesmas. Além disso, estes fendmenos parecem ser
independentes da ativagdo de P53 (CLARKE et al. 2010).

Em um modelo onde células da linhagem HNO136 de carcinoma de cabeca e
pescoco foram inoculadas em camundongos, a inducdo de expressdo de IFI16 foi
capaz de diminuir a tumorigénese da linhagem, reduzir a vascularizagdo tumoral,
aumentar as areas de necrose intratumoral e promover um aumento do infiltrado

inflamatorio, principalmente por macréfagos (MAZIBRADA et al. 2010).
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Paralelamente, IF116 parece inibir a ativagdo da caspase-1 mediada pelos
inflamossomas AIM2 ¢ NRLP3 em resposta aos interferon do tipo I que sabidamente
tem atividade anti-inflamatoria (VEERANKI et al. 2011).

Desta maneira, IFI16 pode ser importante para inibir a proliferagdo celular e
induzir apoptose, ¢ provavelmente ¢ perdido a medida que o melanoma progride para
estadios mais avangados, dai a associagdo com tumores em estadios mais iniciais ¢
com Breslow menor na nossa amostra. Entretanto, em vista do papel contraditorio de
IFI16 na resposta inflamatoria dependendo do cenario bioldgico em questdo, fica
dificil estabelecer uma hipotese mais solida para a associagdo observada entre a
expressao de [F116, a auséncia de ulceragdo e presenga de regressao.

Ha associagdo da expressdo de IFI16 com a expressdo de TFE3 e PPARG.
Nao encontramos nenhuma descri¢do de associagdo entre expressdo de TFE3 e IFI16,
contudo Xiao et al. (2010) observaram que a superexpressao do RNAm para o gene
p204, da mesma familia do gene que codifica IF116, em pré-adip6citos promoveu o
aumento da expressdo do RNAm do gene PPARG. Além disso, a diminui¢do da
expressio de p204 também esteve associada com uma menor atividade
transcripcional de PPARG. Assim podemos hipotetizar que na nossa amostra o
aumento de expressdao de IF116 também esteja associado com uma maior expressao
de PPARG (XIAO et al. 2010).

A FABP4 apresentou marcagdo citoplasmatica, como esperado, e esteve
expressa na maioria dos casos (80%). Sua expressdao esteve associada a estadios
iniciais, Breslow <2,0mm mm e com o tipo extensivo superficial.

Proteina conhecida como transportador de lipidios nos adipdcitos, a FABP4

da familia dos FABPs, ¢ capaz de ligar os acidos graxos de cadeia longa e o 4cido
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retindico a seus receptores cognatos no nucleo. Embora a fungdo biologica exata das
FABPs ndo seja totalmente conhecida, tém sido implicadas em varios processos
celulares, incluindo captagdo e trafico intracelular de mediadores lipidicos
(ELMASRI et al. 2009).

FABP4 estd envolvido nas respostas metabdlicas (metabolismo lipidico e
glicidico) e imunologicas (inflamacdo). Embora os papéis bioldgicos para FABP4
ainda ndo sejam totalmente conhecidos. Sabe-se que o nivel de FABP4 ¢ regulado
pela composi¢ao da dieta, por hormonios e por fatores de transcri¢do como o PPARG
(VURAL et al. 2007; CABRE et al 2010).

Estudos recentes sugerem que FABP4 ¢ amplamente expresso, ndo somente
no tecido adiposo, como em tumores de bexiga, estando associado com a atividade
angiogénica mediada por VEGF/VEGFR2, com o controle da atividade do PPARG.
(LIU et al. 2008; BIRON-SHENTAL et al. 2007; BOITEUX et al. 2009).

Boiteux et al. (2009) observaram uma correlagdo negativa entre niveis
crescentes de expressao do transcrito de FABP4 e aumento do estadio em carcinomas
de células transicionais de bexiga. Também foi vista uma correlagdo negativa entre a
expressao de FABP4 e o grau histologico (BOITEUX et al. 2009). Na nossa amostra,
observamos uma associagdo da expressio de FABP4 com estddios mais iniciais
semelhantemente ao verificado nos para cancer de bexiga.

Mais recentemente, foi descrito uma associagdo da expressio de FABP4
avaliada por imunofluorescéncia e aumento do grau histologico em tumores gliais do
sistema nervoso central (CATALTEPE et al. 2011), isso juntamente com os dados
mostrando que FABP4 ¢ indispensavel para promover proliferagdo de células

endoteliais mediada por VEGFR2 (ELMASRI et al. 2009). Esse dado, contudo, entra
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em contradicdo com os dados descritos acima, assim como, com a associagao
observada no nosso estudo entre a expressao desta proteina e um Breslow mais baixo,
sugerindo que esta proteina pode ter fungdes distintas e contexto-dependentes.

A expressao de FABP4 esteve associada com a expressao de VEGFRI1, da
mesma maneira a expressio de VEGFRI1 esteve associda com a expressao de
PPARG. Agonistas de PPARG podem aumentar a expressdo tanto de VEGFR2,
quanto de VEGFRI. Tal fenomeno foi observado ao se tratar miofibroblastos de
camundongo in vitro com troglitazona e 15-deoxi-prostaglandina. Observou-se
também que a exposi¢ao a estes agonistas aumentou a expressao de VEGF no mesmo
modelo (CHINTALGATTU et al. 2007). Como FABP4 ¢ importante para o
transporte de ligantes de PPARG do citoplasma para o ntcleo, podemos hipotetizar
que seria coerente a observagdo da elevacdo da expressdo destes marcadores em
concerto.

PPARG foi o segundo marcador com maior expressao nos tumores avaliados
neste estudo, com positividade em 75% das amostras, principalmente entre as
amostras de melanoma do tipo extensivo superficial. Associou-se com um nivel de
Clark <III, sem associagdo com as demais variaveis.

A familia PPAR, ativada por acidos graxos, ¢ expressa principalmente no
tecido adiposo e em niveis mais baixos no musculo, figado, coragdo, cdlon e células
do sistema imunoldgico (VURAL et al. 2007).

PPARs foram descobertos por regular o metabolismo dos lipidios, da glicose
e dos aminoacidos, mas, recentemente, tem havido um numero crescente de trabalhos
revelando que, além do seu papel bem definido na diferenciacdo de células

mesenquimais para adipdcitos, pode funcionar como modulador da resposta
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inflamatéria e de potenciais agentes antitumorais, inclusive inibindo o crescimento
de células de melanoma através da inducdo de parada do ciclo celular (GRABACKA
et al. 2008; MOSSNER et al. 2007; PETERS et al. 2012).

A expressio de PPARG esteve inversamente associada com o grau
histologico, tamanho do tumor, acometimento linfonodal, Ki67 e estadiamento TNM
numa amostra de 70 casos de cancer de mama TNM (JIANG et al. 2009).

Em carcinomas uroteliais da bexiga, também foi observada uma correlagao
inversa da expressdo de PPARG com o grau histologico, marcaciao para Ki67 e o
estadiamento (MYLONA et al. 2009).

Logo, a associagdo aqui observada com a profundidade das lesdes (Clark<3) ¢
compativel com os dados publicados, mostrando que o PPARG tende a estar mais
expresso em associacdo com caracteristicas marcadoras de menor agressividade
tumoral. Podemos, inclusive, hipotetizar que existe perda de expressdo desta proteina
a medida que a neoplasia progride.

O tratamento do melanoma metastitico encontra muitas dificuldades na
melhora das taxas de cura devido ao insucesso das estratégias até recentemente
empregadas. Isso se deve a resisténcia das células de melanoma metastatico aos
agentes citotoxicos convencionais. O PPARG tem demonstrado poder ser um
possivel alvo no tratamento do melanoma maligno, pois seus agonistas tém
demonstrado um efeito antiproliferativo nas células deste tipo de tumor com uma
eficacia superior a de outros agentes (EASTHAM et al. 2008; FREUDLSPERGER et
al. 2010).

Marcador de menor expressdao dentre as amostras analisadas neste estudo, a

expressdo de TFE3, da familia MITF, foi mais frequente nos tumores que
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apresentavam regressao € nos melanomas extensivos superficiais. Outrossim,
verificamos uma associagdo entre a expressao de TFE3 e a expressdo de PPARG.

MITF ¢ um fator de transcri¢do que desempenha um papel essencial para o
desenvolvimento e a manutengdo de células precursoras dos melanocitos, os
melanoblastos (origindrios da crista neural, que migram ao longo das vias
caracteristica para varios destinos, como derme e epiderme, orelha interna, cordide
do olho e foliculos pilosos). Controla também a expressao de genes necessarios para
a sintese de melanina. Além disso, MITF foi descrito como estando envolvido na
regulacdo do ciclo celular e desempenhando fungdes importantes na auto-renovagao
e manutencdo de células-tronco dos melandcitos, e parece ser fundamental para a
sobrevivéncia dos melanocitos malignos (SCHEPSKY et al. 2006; STRUB et al.
2011). Esta constatagdo se deve a observagao de que a proliferagdo e a migragao de
melanoblastos durante o desenvolvimento embrionario ser muito semelhante a
proliferacdo e padroes de metastase de células de melanoma e melandcitos
(SCHEPSKY et al. 2006).

Considerando-se que a expressdo correta dos numerosos fatores de
transcri¢do e moduladores, em uma localiza¢do precisa, determinam o tempo ¢ um
desenvolvimento embrionario de sucesso, a desregulagdo destes, frequentemente
podem levar a transformagdo oncogénica.

Estes eventos sdo precedidos por um aumento inicial transitorio da expressao
do gene do fator de transcrigao associado a microftalmia (MITF). Da mesma forma, a
sinalizacdo Wnt e B-catenina, que desempenha um papel essencial na formagdo da

crista neural embriondria, oferecem vantagens proliferativas e de sobrevida em
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células de melanoma em parte através da indugdo de MITF (GRABACKA et al.
2008).

Por serem fundamentais durante o desenvolvimento do melandcito, ¢
interessante especular que MITF, Wnt e B-catenina possam desempenhar um papel
central no comportamento de células de melanoma, pois a expressio do MITF ¢
retida na grande maioria dos melanomas humanos, incluindo os tumores em que
muitos outros marcadores de diferenciacdo, tais como os de pigmentagdo, sdo
perdidos (WIDLUND et al. 2002; SCHEPSKY et al. 2006).

Por sugerirem um papel do MITF na sobrevivéncia celular, e na proliferagao
dos melandcitos antes e durante a migracao de células da crista neural, coletivamente,
esses estudos demonstram que MITF, além de seu papel em vias de diferenciagao,
tais como pigmentagdo, pode servir um importante papel na proliferacdo e
sobrevivéncia dos melandcitos em desenvolvimento. A retencao de expressao MITF
na grande maioria dos melanomas primarios humanos, incluindo tumores
pigmentados, ¢ consistente com essa possibilidade e também levou ao uso
generalizado de MITF como uma ferramenta diagnostica nesta malignidade
(WIDLUND et al. 2002). Embora pouco se saiba sobre como MITF regula estes
processos, uma possibilidade ¢ que MITF interaja com outros reguladores
importantes nestes processos (SCHEPSKY et al. 2006).

MITF pode interagir diretamente com a B-catenina, regulador importante do
crescimento das células de melanoma, sendo o mediador-chave da via de sinalizagao
Wnt canonica, desempenhando um papel critico no desenvolvimento de melanocitos
e estar intimamente envolvido no desencadeamento da proliferacao de células-tronco

dos melanocitos. Significativamente, a ativagdo constitutiva desta via ¢ uma
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caracteristica de um grande numero de canceres, incluindo o melanoma maligno.
Com MITF como alvo critico, a interrupcdo da via Wnt candnica anula o
crescimento de células de melanoma, e a superexpressdo constitutiva da MITF
resgata a supressao do crescimento (reduz a expressao do gene B-catenina). Por outro
lado, a superexpressdao de P-catenina aumenta MITF de maneira dependente da
expressdo génica, ou seja, MITF promove a proliferacdo de células de melanoma,
enquanto supressao sustentada de expressdo MITF leva a senescéncia (WIDLUND et
al. 2002; SCHEPSKY et al. 2006; STRUB et al. 2011).

Estas observagdes estabelecem um papel critico na sinalizagdo para Wnt, 3-
catenina ¢ MITF na diferenciacdo dos melandcitos, no crescimento celular ¢ na
sobrevivéncia de melanoma humano (WIDLUND et al. 2002; SCHEPSKY et al.
2006).

TFE3 ¢ um dos membros da familia do fator de transcri¢do associado a
microftalmia que inclui ainda TFEB, TFEC e o MITF, fator de transcricdo homologo
ao TFE3 (MITF/TFE3). O ganho de fungdo destes genes tem sido associado com
diferentes grupos de tumores, incluindo melanomas malignos (sendo MITF um
regulador chave nos melandcitos em desenvolvimento), sarcoma de células claras,
sarcoma alveolar de partes moles ¢ um subconjunto especifico de carcinoma de
células renais, caracterizados por translocacdes cromossdmicas envolvendo o
cromossomo Xpl1.2 resultando em fusdo (e ativagdo) do gene TFE3 (ARGANI et al.
2003; TRUONG e SHEN 2011;).

A expressdo destas proteinas pode ser desregulada nesses tumores sendo
detectadas mediante reacdo de imunoistoquimica com positividade nuclear das

células tumorais (MACHER-GOEPPINGER et al. 2011; TRUONG e SHEN 2011).
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MACHER-GOEPPINGER et al. (2011), avaliaram a expressao
imunoistoquimica de TFE3 em carcinomas renais de células claras e, na analise
univariada, mostraram sobrevida cancer especifica significativamente inferior para
quem expressava TFE3. Para tumores sem translocacdo de TFE3, a expressao desta
proteina, seja citoplasmatica ou nuclear, esteve fortemente associada ao grau
de malignidade, com a extensdo do tumor, bem como com metéstases a distincia
em regides linfonodais. Na analise multivariada, esta permaneceu como uma variavel
independente, onde os resultados confirmaram a expressio de TFE3 como um
marcador de progndstico desfavoravel em pacientes com carcinoma renal de células
claras com ou sem metastases no momento do diagndstico.

DICKSON et al. (2011) encontraram o TFE3 expresso em 10 casos de 16
melanomas metastaticos avaliados em sua série, embora com uma intensidade de
marcagao inferior aquela vista em sarcomas alveolares de partes moles, por exemplo.

No momento, como ndo estd claro o papel desta proteina em melanomas,
muito menos o mecanismo exato pelo qual a regressdo ocorre, fica dificil se teorizar
a respeito desta associagao.

A expressio de VEGFRI esteve associada significativamente com
Breslow<2,0mm ¢ com estadiamento inicial (in situ e estadio I).

Durante a ultima década, novos inibidores da angiogénese foram
identificados, e varios tém demonstrado eficacia contra o crescimento do tumor. No
entanto, a maioria dos tumores ainda € resistente a esses agentes (VARTANIAN et al.
2011).

Uma etapa fundamental na progressdo do melanoma ¢ a transi¢do do tumor

primario a partir de uma fase de crescimento radial (RGP) para uma fase de
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crescimento vertical (VGP) (ROBERTSON et al. 1996). Este ultimo exige a
atividade angiogénica, que contribua para a disseminacdo de células tumorais
metastaticas. Entre os fatores angiogénicos liberados por células de melanoma esta
incluso o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (RUFFINI et al. 2011).

Recente trabalho de RUFFINI et al. (2011), demonstrou uma relagdo entre a
expressao de sVEGFR1 com a progressdo do melanoma humano sugerindo que a
baixa expressdo de sSVEGFRI, especificamente ocorrendo em metéastases cutaneas
com relagdo a melanomas primarios ou metastases linfaticas, possa contribuir para a
capacidade de invasdo do melanoma de pele. De acordo com os resultados obtidos
observou-se que sVEGFRI1 ¢ expresso, embora em diferentes niveis, em mais de
90% das espécimes de melanoma primario. Além disso, uma alta porcentagem das
metastases cutaneas analisadas mostraram uma diminui¢do na expressao de
sVEGFR1 em relagao aos seus correspondentes tumores primarios.

A progressao da lesdo primdria para uma metastase cutdnea pode ser, assim,
favorecida pela baixa expressdo de sVEGFR1, o que contribuiria para aumentar o
VEGFA livre e disponibilizar PIGF. A expressdao de sVEGFRI seria regulada em
células de melanoma e este polipeptideo pode desempenhar um papel duplo durante
as fases iniciais da progressdo do melanoma: como um polipeptideo soluvel que
controla a invasdo das células tumorais e como um componente da matriz
extracelular, promovendo a adesdo e migracdo das células endoteliais e tumorais
(RUFFINI et al. 2011).

VEGFRI1 parece ser importante para manuten¢do do fenotipo de mimetismo
vascular, e a inibi¢do da expressdo de VEGFRI1 empregando si-RNA em linhagens

de melanoma com fenétipo de célula-tronco tumoral inibe a proliferacao celular, bem
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como a deposi¢dao de laminina na matriz, um importante mitdgeno para melanoma
(FRANK et al. 2011).

RODA et al. (2011), entretanto, demonstraram que a inibi¢do da expressao de
sVEGFR1 num modelo animal de melanoma esteve associada com menor
crescimento tumoral ¢ diminui¢do da angiogénese.

Depreende-se do exposto, que VEGFRI1 apresenta atividades antagdnicas,
podendo promover ou dificultar o crescimento tumoral, dependendo do contexto
biologico e das interagcdes do tumor com seu microambiente. Os nossos resultados
parecem sugerir que no contexto ora avaliado, a expressio de VEGFRI1 esta
associada com lesdes mais iniciais (ou menos agressivas?) e, portanto, pode estar
agindo como um modulador negativo da angiogénese.

A expressao de FABP4, IF116, TFE3, VEGFR1, PPARG, aparentemente nao
influenciou de maneira significativa nem a sobrevida global, nem a sobrevida livre
de doenca dos pacientes, entretanto isto pode se dever ao pequeno nimero de
pacientes avalidveis para cada marcador nesta amostra. Outro dado comum a todos
os marcadores foi a expressdo positiva nos estadios iniciais, principalmente no
melanoma do tipo extensivo superficial. Entretanto, isso pode ser um fator de
confusdo, uma vez que este subtipo tende a se apresentar em estadios mais iniciais.

Sobrevida global e sobrevida livre de doenga estdo classicamente associadas
com o nivel de Clark IV e V (p <0,0001), a presenca de ulceracao (p=0,001); com
estddios mais avangados (p = 0,008) e ao tipo acral lentiginoso (p<0,0001)

(DIMATOS et al. 2009).
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Aspectos histologicos da espessura do tumor primario, indice mitdtico e
ulceragdo s3o caracteristicas importantes para o prognostico, estadiamento e
sobrevida no melanoma.

A espessura do tumor ¢ a ulceracdo sdo, consistentemente, os mais poderosos
fatores prognosticos independentemente da localizacdo cutdnea do melanoma. A
espessura aumentada do tumor estd associada com piora na sobrevida (HOMSI et al
2005).

Os dados observados neste estudo foram compativeis com os publicados na
literatura, mostrando que as taxas de sobrevida de pacientes com melanoma ulcerado
sdo proporcionalmente menores do que daqueles pacientes sem ulceracdo (BALCH
et al. 2009). Sendo a ulceracdo o segundo fator prognostico de maior importancia nos
melanomas localizados (estadios I e IT) (BALCH et al. 2001).

O estadiamento corresponde a uma cuidadosa avaliacdo da espessura e
extensdo do tumor, da invasdo da pele e se as células de melanoma invadiram os
ganglios linfaticos vizinhos ou outras partes do corpo.

Melanomas em estadio III foi a caracteristica clinica de pior progndstico do
tumor primario, demonstrada na analise estatistica dos nossos dados. No estadio I1I
as cé¢lulas de melanoma propagam-se para os tecidos circundantes, podendo até se
observar a presenca de micrometastase nos linfonodos (BALCH et al. 2001, 2009).

O nivel de Clark ndo ¢ mais considerado um critério tdo importante como era
anteriormente, uma vez que nao ¢ um fator prognostico independente, como, por
exemplo, o indice de Breslow (OWEN et al. 2001; BALCH et al. 2009). Descrito por

diversos autores, a sobrevida ¢ inversamente proporcional ao nivel de invasdo



93

neoplasica segundo o nivel de Clark (MORTON et al. 1993; GARBE et al. 2000;
BARNHILL et al. 2005; CALY 2010).

A taxa de sobrevida em 5 anos ¢ de 95% para melanomas em nivel de Clark
II, entre 80% e 85% para melanomas em nivel de Clark III e IV e 55% para
melanomas em nivel de Clark V (HOMSI et al. 2005).

O nivel de Clark foi demonstrado ser mais preditivo de sobrevida em
melanomas finos (<1,0 mm). Para os tumores com espessura maior do que 1 mm, o
nivel de Clark ¢ menos preditivo e tem sua utilidade limitada (HOMSI et al. 2005).

O melanoma do tipo acral lentiginoso ¢ a lesdo de maior agressividade dentre
os outros tipos de melanoma, talvez pela dificuldade no diagnéstico precoce das
lesdes, por causa da sua localizagdo (palma das maos ou planta dos pés) ou por se
apresentarem em estadios mais avancados ao diagnéstico (STALKUP et al 2002;
PHAN et al. 2007). Explicando assim, sua associa¢cdo com niveis baixos de sobrevida
entre os pacientes diagnosticados com este tipo de lesdo.

Na analise multivariada, apenas o indice de Breslow e a expressdo de PPARG
permaneceram como variaveis independentemente associadas com sobrevida global
em nossa coorte.

O indice de Breslow continua a ser o fator progndstico de maior importancia
no melanoma (AZZOLA et al. 2003; BUSAN 2004; NAGORE et al. 2005;
BARNHILL et al. 2005; ELDER et al. 2005; BARNHILL et al. 2006; DIMATOS et
al. 2009; AGUIAR et al. 2009; EDGE et al. 2010).

Medida em milimetros, ela determina a profundidade de infiltragdo do tumor
a partir da camada espinhosa da epiderme (BRESLOW 1970). Os individuos que

apresentarem espessura de Breslow menor que 0,76 mm podem atingir uma
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sobrevida de 95% em cinco anos. Entretanto, o aumento desta espessura estd
associado com uma probabilidade mais alta de desenvolvimento de metastases
linfonododais e disseminagdo hematogénica (DIMATOS et al. 2009).

Em relagdo a sobrevida livre de doenca, apenas estddio e a expressdo de
PPARG estiveram estatisticamente associados de maneira independente. Foram
incluidos no modelo de andlise multivariada a expressdo de todos os marcadores, o
estadiamento, o indice de Breslow e o acometimento linfonodal.

Quanto ao papel do PPARG tanto na sobrevida global quanto na sobrevida
livre de doenca, pode ser explicado pela sua fungdo anticarcinogénica, relacionado a
um bom prognostico. Tal associagdo também foi observada para outros tipos
tumorais.

A expressio de PPARG esteve associada com uma sobrevida global
prolongada em cancer de mama (JIANG et al. 2009).

Numa amostra de 470 individuos com cancer colorretal, 22% apresentaram
expressio de PPARG. A expressdo de PPARG esteve associada a uma maior
sobrevida global e maior sobrevida cancer especifica, independente de outras
variaveis clinico-patologicas (OGINO et al. 2009).

Resultados semelhantes foram obtidos em carcinomas uroteliais de bexiga.
MYLONA et al. (2009) avaliaram a expressdo imunoistoquimica de PPARG em 117
amostras de carcinoma urotelial de bexiga e verificaram que esta se correlacionava
com uma maior sobrevida global (MYLONA et al. 2009).

Parte das andlises estatisticas relacionadas a expressdo das proteinas e as
curvas de sobrevida global e livre de doenca foram prejudicadas pelo nimero de

pacientes que muitas vezes nao conferiram poder estatistico para que a amostra
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mostrasse valores estatisticamente significativos. Entretanto, a separagdo precoce das
curvas de sobrevida em fungdo da expressao de alguns destes marcadores sugere que
estes de fato podem estar influenciando o comportamento e evolucdo clinica destes
pacientes.

Assim sendo, esperamos que estudos futuros, com maior amostragem,
possam permitir melhor avaliagdo destes dados, determinando se de fato estes fatores
influenciam a sobrevida de pacientes com estes dois subtipos de melanoma. Para isso,
pretendemos resgatar os blocos correspondentes aos "spots" ndo avalidveis no nosso
TMA e, se necessario, realizaremos o levantamento de uma nova amostra contendo

novos casos a fim de complementar a amostra atual.
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7 CONCLUSAO

1. Correlacionamos a imunoexpressdo de VEGFR1, PPARG, FABP4, TFE3 e
IFI16 com os dados clinicos e patologicos em melanomas cutdneos extensivos
superficiais e lentiginosos acrais.

2. Nao foi possivel avaliar a expressao de IMP3.

3. A expressao de IF116 esteve associada com a expressao dos marcadores TFE3
e PPARG; FABP4 apresentou associacdo significativa com o marcador
VEGFRI1; a expressao de TFE3 apresentou associagdo com a expressdo do
marcador PPARG, e a expressio de VEGFRI1 esteve associada com a
expressao de PPARG.

4. Nenhum dos marcadores estudados se correlacionou com sobrevida global ou
livre de doenga na analise univariada.

5. Na anélise multivariada, o Breslow e a expressdo de PPARG estiveram
associados de forma independente com a sobrevida global, enquanto o estadio
e a expressao de PPARG estiveram associados de forma independente com

sobrevida livre de doenga.

LIMITACOES DO ESTUDO

O estudo ¢ uma analise retrospectiva e como tal apresenta varios viéses de
registro que podem impactar negativamente os resultados obtidos.

Verificamos um nimero elevado de casos ndo avalidveis no TMA por perda
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de material nos "spots", o que com certeza afetou o poder estatistico de algumas
analises. Tentaremos repor os casos ndo-avalidveis em outro TMA.

A amostra incluiu um pequeno ntimero de melanomas in situ, o que pode ter
influenciado os resultados, principalmente relacionados a sobrevida. Refaremos a

analise removendo este grupo de individuos.
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Anexo 1 - Ficha de Coleta de Dados Melanoma Superficial

Nome: RGH: Data de Preenchimento:  / /

Idade ao Diagnostico: / /  Data de Nascimento: / /  Sexo: F (1) M
2)

Raca: Branca (1) Amarela (2) Parda (3) Negra (4)

Nacionalidade: (1) Brasileiro (2) Outras Naturalidade:

Historia Familiar

Fototipo

Nevo Atipico \
Nevo Congénito

Nevos Multiplos

Historia Queimadura
Melanoma na Gravidez

Tumor Metacronico

Nevo Pré-Existente > (1) Sim
Ulceragao (2) Nao
Regressao

LNS

Presenca Metastatica

Meta em Pele

Meta Linfonodal

Meta Visceral j
Primeira Alteracdo Estadio
Segunda Alteragao Estadio

Clark (1 I Local (1)  Cabeca e Pescoco
2 1 (2)  Tronco
3) I (3) MMSS
4 IV (4) MMII
5 Vv (5) Maos ou Pés
Tipo Histolégico (1) Extensivo Superficial
(2) "In Situ”’
Fase de Crescimento (1) Vertical
(2)  Radial
Breslow 0) <I1,0mm Tamanho Nevo (1) Gigante
(1) 1,01-2,0 mm (2) Médio
2) 2,01-4,0 mm (3)  Pequeno
3) >4,0mm

(4) mis



Quantidade Nevos (1) <50 Tamanho Meta (1)  Micro

(2) > 50 (2) Macro
Base (1) Axilar Tratamento Adjuvante (1) [FN
(2) Inguinal (2)IL2
(3) Cervical (3) Vacina Autéloga
(4) Poplitea (4) Vacina Peptideo
(5) LNS Nao Encontrado (5) Nenhum
(6) Axilar e Inguinal (6) Radioterapia
(7) Axilar e Outra (7) Crioterapia
(8) Inguinal e Outra (8) IFN, IL2 e Vacina Autdloga

Tipo Meta em Pele (1)  Satelitose ou Transito
(2)  Subcutaneo

Cadeias Acometidas (1) Axilar Viscera de Metastase (1) Pulmao
(2) Inguinal (2) Cérebro
(3) Cervical (3) Figado
(4) Poplitea (4) Ossos
(5) Outras (5) Outros
Quimioterapia (1) monoQT
(2) poliQT
(3) bioQT
(4) Perfusao extremidades
(5) Outras
(6) Nenhum

Estadimanto T
N os 3 se iniciam no “1”
M

Estadiamento final se inicia no “0”

Estado do Paciente (1) Vivo com Doenga
(2) Vivo sem Doenca
(3) Morte por Cancer
(4) Morte por Outras Causas
(5) Perdeu Seguimento




Anexo 2 - Ficha de Coleta de Dados Melanoma Acral

Numero do AP: RGH: Data de Nascimento: / /
Idade ao Diagnostico:  / /  Data do Diagnostico:  / /

Sexo: M (1) F (2) Naturalidade:

Raca: Branca (1) Amarela (2) Parda (3) Negra (4) Outra (5) Sem Informacgao (9999)
Nacionalidade: (1) Brasileiro (2) Outras. Qual?
Material: (1) Pele (2) Outros Diagnostico: (1) Melanoma Maligno (2) Outros
Local da Lesao:

Historia Familiar de Melanoma Maligno
Fototipo de Pele \
Nevo Melanocitico Atipico

Nevo Congénito

Nevo Melanocitico Multiplo

Historia de Queimadura Solar

Melanoma Relacionado a Gravidez

Tumor Metacrénico

Nevo Pré-Existente (1) Sim

Ulceracao (2) Nao

Regressao (9999) Sem Informagao
Pesquisa de LNS

Presenca de Metastase

Metastase em Pele

Metastase Linfonodal

Metastase Visceral

Primeira Alteracao de Estadio

Segunda Alteragao de Estadio

Sateliose ou em Transito

Subcutaneo J
Linfonodal

Viscera

Infiltrado Inflamatorio Peritumoral
Infiltrado Inflamatorio Intra-Tumoral

Invasao Vasc. Linfatica (1) Presente
Invasdo Vasc. Sangliinea (2) Ausente
Invasao Peri-Neural (9999) Sem Informagao

Noédulos Satélites
Presenca de Recidiva Local

Data de Recidiva Local:  / / Data da Metéstase:  / /

Data da Cirurgia: / /

Tamanho do Tumor da Lesao Primaria (cm):




Local Lesao Primaria:

Base Pesquisada: (1)
4)
(7)

(1) Cabega e Pescoco Clark: (1)1

(2) Tronco )1

(3) MMSS (3) 111

(4) MMII 4)1v

(5) Maos (5)V

(6) Pés

(9999) Sem Informagao
Axilar D (2) AxilarE (3) Inguinal D
Inguinal E  (5) Cervical D (6) Cervical E
PopliteaD (8) PopliteaE (9) Outras

(9999) Sem Informagao

Tratamento Adjuvante

Quimioterapia: (1)
)
)
(4)
)
(6)
(9999)

Estadio: (1)0  (2)IA
(6) TIC (7) TIIA

T (1) TO
2) Tx
3) Tis
4) Tla
(5) T1b
(6) T2a
(7) T2b
(8) T3a
9) T3b
(10) T4a
(11) T4b

IFN

1L2

Vacina Autologa
Vacina Peptideo
Outros

Nenhum

Sem Informacao

(D
()
)
(4)
()
(6)
(9999)

monoQT

poliQT

bioQT

Perfusdo Extremidade
Outras

Nenhum

Sem Informacao

(3)IB
(8) 11IB

(4)TA (5)1IB

(9 IIC (10) IV (9999) Sem Informagao

N (1)
)
)
(4)
)
(6)
(7)
(8)
(9999)

NO

Nx

Nla

N1b

N2a

N2b

N2c¢

N3

Sem
Informagao

M MO
Mx
Mla
Mlb
Mlc

Sem Informacao

(D)
)
)
(4)
)
(9999)



(9999) Sem
Informacgao

Data da Ultima Noticia: / /

Status: (1) Vivo com Doenca Breslow:
(2) Vivo sem Doenca Indice mitético (mm):
3) Morte por Cancer
(4) Morte por Outras Causas

(9999) Sem Informagao

Tipo Histoldgico: (1) Invasivo Fase de Crescimento: (1) Vert'ical
) "in situ" (2)  Radial
(9999) Nao Avaliavel




Anexo 3 — Analise dos dados do estudo, excluindo-se os melanomas in situ

A andlise dos resultados das caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor em
relagdo a sobrevida global e a sobrevida livre de doenga dos pacientes, excluindo-se
os casos de melanomas in situ, demonstraram sobrevida pior para os casos com nivel
de Clark IV e V (Figura 1), de melanoma do tipo acral lentiginoso (Figura 2), com
indice mitotico >10mitoses/campo (Figura 3) e com acometimento linfonodal

(Figura 4).
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em func¢do do tempo em meses
de acordo com o nivel de Clark, excluindo os melanomas in situ. b) Sobrevida Livre de Doenga com a
porcentagem de pacientes livres de recidiva em func¢éo do tempo em meses de acordo com o nivel de
Clark, excluindo os melanomas in situ. O grafico demonstrou sobrevida inferior para tumores nos

niveis IV ou V.

Figura 1- Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com Nivel de Clark.
As curvas foram calculadas empregando-se o método de Kaplan-Meier e as

comparagdes foram realizadas com o teste do log-rank considerando-se p<0,05.



a)  sobrevida Global b) Sobrevida Livre de Doenca
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢ao do tempo em meses
de acordo com o tipo de melanoma acral ou extensivo, excluindo os melanomas in situ. b) Sobrevida
Livre de Doenca com a porcentagem de pacientes livres de recidiva em fun¢do do tempo em meses de
acordo com o tipo de melanoma acral ou extensivo, excluindo os melanomas in situ. O grafico

demonstrou resultado pior para melanoma do tipo acral.

Figura 2 — Analise sobrevida global ¢ livre de doenga de acordo com tipo de

melanoma (acral x extensivo superficial).
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢ao do tempo em meses
de acordo com o indice mitdtico, excluindo os melanomas in situ. b) Sobrevida Livre de Doenga com
a porcentagem de pacientes livres de recidiva em fung¢do do tempo em meses de acordo com o indice

mitotico, excluindo os melanomas in situ. O grafico demonstrou resultado pior para melanoma do tipo

acral.

Figura 3 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com indice

mitotico.
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Legenda: a) Sobrevida Global com a porcentagem de pacientes vivos em fung¢ao do tempo em meses
de acordo com o acometimento linfonodal, excluindo os melanomas in situ. b) Sobrevida Livre de
Doenga com a porcentagem de pacientes livres de recidiva em fungdo do tempo em meses de acordo
com o acometimento linfonodal, excluindo os melanomas in situ. O grafico demonstra resultado pior

para presenga de acometimento linfonodal.
Figura 4 — Analise sobrevida global e livre de doenga de acordo com o

acometimento linfonodal.



Tabela 1- Analise multivariada das variaveis clinico-patoldgicas sobre a sobrevida

global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD) excluindo os melanomas in situ.

SCE (n=54)
Variavel categoria RR 1C (95%) p
Breslow
<=2 1 - -
>2 5,53 0,74 41,36 0,096
PPARG
positivo 1 - -
negativo 2,34 0,18 1,04 0,060
SLD (n=60)
Variavel categoria RR 1C (95%) p
Breslow
<=2 1 - -
>2 4,14 0,94 18,19 0,060
VEGFR1
negativo 1 - -
positivo 2,44 0,97 6,12 0,058

Na analise multivariada, apos a retirada dos casos de melanoma in situ, o

Breslow e a expressdao de PPARG se mantiveram como variaveis independentemente

associadas com sobrevida global.

Em relacdo a sobrevida livre de doenca, PPARG saiu do modelo de regressao,

apos a exclusdo dos casos de melanoma in situ, e a expressdo de VEGFRI1 entrou no

modelo, em substitui¢do. Da mesma forma, o estaddio perdeu a significancia, € o

Breslow mostrou-se estatisticamente associado, de maneira independente, com a

sobrevida livre de doenca.

Foram incluidos no modelo de andlise multivariada a expressdao de todos os

marcadores, o estadiamento, o indice de Breslow e o acometimento linfonodal

(Tabela 19).



