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RESUMO

Caly DC. Melanoma Acral-lentiginoso: analise de proteinas e genes do
ciclo celular nas vias de sinalizagdo p16/prb, p53 e PTEN. S&o Paulo;

2010. [Tese Doutorado -Fundacao Anténio Prudente]

Introducdo. O melanoma acral-lentiginoso, o quarto tipo mais frequiente de
melanoma, apresenta diferengas clinicas, epidemioldgicas e na sua
patogenia quando comparado aos demais tipos. Acomete principalmente
afro-descendentes, asiaticos e hispanicos. N&o se correlaciona com
exposigao solar, localizando-se em extremidades, evolugdo mais agressiva
com menores indices de sobrevida. Frequentemente diagnosticado em
estadios mais avancados, apresentando nivel de Clark e profundidade de
Breslow maiores. Poucos estudos avaliaram o melanoma acral-lentiginoso.
Dentre as principais vias moleculares estudadas destacam-se as vias p16-
pRb, p53, PI3K e a MAPK. Considerando,a sua ocorrencia em areas de
minima exposi¢ao solar, & provavel que as alteragcbes moleculares sejam
diferentes dos demais tipos de melanomas, como constatado nos poucos
estudos disponiveis. Objetivo. Estudar a expressdo de proteinas e
alteracbes em genes do ciclo celular, genes supressores de tumores e
oncogenes nos melanomas acrais-lentiginosos. Pacientes e métodos.
Estudo retrospectivo incluindo 43 pacientes com diagndéstico de melanoma
cutaneo do tipo acral-lentiginoso realizado no Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital A C Camargo, cujos blocos de parafina do tumor
primario estavam disponiveis nos arquivos do Departamento de Anatomia
Patoldgica, e 10 pacientes cujos blocos foram enviandos da Bolivia pelo Dr
Martin Sangueza. Confeccionou-se um microarranjo de tecidos (TMA) com
todas as amostras, as quais foram avaliadas por técnicas de
imunoistoquimica e hibridizagdo fluorescente in situ (FISH). Através da
imunoistoquimica foram avaliados os seguintes marcadores: ciclina D1,
CDK4, p16, pRb, p21, p53. Através da técnica de FISH avaliou-se os



seguintes genes: CCND1, PTEN e p16. Resultados. A analise dos dados
demograficos demonstrou que a idade variou de 31 a 90 anos, com média
de 62 anos,sendo 86,8% localizados nos pés .Predominio da fase vertical de
crescimento (67,9%), nivel de Clark acima de llI; profundidade de Breslow
acima de 4,0 milimetros, com contagem acima de 4 mitoses por dez campos
de grande aumento. Na analise imuno-histoquimica houve forte marcacéao
para CDK4 citoplasmatica e p16. Pela técnica de FISH encontrou-se delecao
do gene PTEN em 36,6%; delecédo de p16 em 41% dos casos e amplificagéo
de CCND1 em 28,6%. Nao houve diferenca significativa na sobrevida em
cinco anos quando correlacionadas as variaveis. Conclusdes.
Predominaram melanomas nos pés, sendo a maioria dos casos muito
profundos, acima de 4 mm de espessura de Breslow, indicando um
diagnostico tardio da doenca. Foram encontradas dele¢gdes de PTEN
(36,6%), p16 (41,9%) e amplificagdo de CCND1 (28,6%). Houve correlagéo
de expressao de proteinas do ciclo celular entre si, com dele¢des de PTEN e
p16, amplificacdo de CCDN1. Os achados acima podem ter significado para
modificar a abordagem diagnostica de pacientes portadores de melanomas
acrais. Estudos complementares com expansdao da casuistica sao

necessarios para corroborar os achados da presente pesquisa.



SUMMARY

Caly DC. [Acral lentinous melanoma: protein and cell cycle gene
analysis of pl6/pRb, p53 and PTEN pathways]. Sao Paulo; 2010. [Tese

Doutorado -Fundacéo Anténio Prudente]

Background. Acral lentiginous melanoma frequency is fourth among
histopatholological subtypes of melanoma. The clinical and epidemiological
aspects as well as the pathogenesis, compared to other subtypes is different,
affecting afro-descendents, asians and hispanics in non sun-exposed areas,
and are frequently diagnosed in later stages. Some of the most important
molecular aspects evaluated in melanomas include the CDKN2A Locus,
Cyclins, Cylin-Dependent Kinases, Retinoblastoma gene, TP53 , PI3K and
the MAPK, among others. Numerous investigations have been conducted in
order to clarify the process of carcinogenesis and prognostic factors.
However the mechanisms of development of melanoma and the factors
predictive of outcome are still under evaluation. Few researches have been
conducted to study acral-lentiginous melanoma. Objective. To evaluate the
expression of cell-cycle protein and tumor suppressor genes and oncogenes
in melanoma acral-lentiginous with Immunohistochemistry and Fluorescent In
situ Hybridization. Patients and methods. A retrospective study of 43
patients diagnosed with melanoma acral-lentiginous type conducted by the
Center for Treatment and Research of the Hospital AC Camargo, whose
paraffin blocks of primary tumor were available in the archives of the
Department of Pathology, and 10 patients from Bolivia. The specimes were
studied in a tissue microarray, and by immunohistochemistry and
fluorescence in situ hybridization (FISH). Cyclin D1, CDK4, p16, pRb, p21,
p53 expression were evaluated by immunohistochemistry, whereas the
genes CCND1, PTEN and p16 were evaluated by FISH technique. Results.
Epidemiological features: age ranged 31-90 years (mean 62 years), 86.8%

located in the feet. Vertical growth phase prevailed (67.9%) as well as Clark’s



level Il or greater, Breslow’s depth over 4.0 mm, and a mean mitotic rate of
four mitoses per ten high power fields. In immunohistochemical analysis
there was strong labeling for cytoplasmic CDK4 and p16. FISH gene analysis
showed 36.6% PTEN deletion; 41% p16 deletion and 28.6% CCND1
amplification. There was no significant difference in survival at five years.
Conclusions: a. Acral-lentiginous melanoma prevailed on the feet, being in
most cases very deep, up to 4 mm Breslow thickness, indicating a late
diagnosis of the disease. FISH analysis allowed to find gene deletions in
PTEN and p16, as well as amplification of CCND1. Cell cycle protein
expression correlated among each other, and with PTEN and p16 deletions,
as well as with CCND1 amplification. Our findings could aid in the diagnostic
approach of patients with acral melanomas. Nonetheless, further
investigations with larger series are necessary to clarify some of the aspects

herein presented.
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1  INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O melanoma é uma neoplasia maligna originada em melandcitos
cutaneos, que vem aumentando a incidéncia em todo o mundo, inclusive no
Brasil, ndo s6 por um aumento real por fatores ambientais, mas também
pelo diagnoéstico mais precoce e acurado (VRIES et al. 2003; SORTINO-
RACHOU et al. 2006).

Acomete preferencialmente individuos de pele clara (Fitzpatrick | e Il),
com evolucao desfavoravel quando diagnosticado tardiamente (SHEN et al.
2003).

Nos EUA, dados do Surveillance Epidemiology and end Results.
(SEER) indicam que o melanoma € a sexta neoplasia mais incidente, sendo
a quinta na populagao caucasiana, enquanto nas demais etnias € baixa sua
incidéncia (SEER 2010).

No Brasil o melanoma é menos freqliente do que os outros canceres
de pele (basocelular e carcinoma de células escamosas), no entanto, sua
letalidade é mais elevada. Estimativas do INCA para 2010, prevéem cerca
de 5.930 casos novos de melanoma, sendo 2960 casos na populagao
masculina e 2970 na populagao feminina. As maiores taxas de incidéncia
por estado ocorrem em Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e Santa

Catarina (Ministério da Saude 2009).



Levantamento epidemiolégico realizado em Santa Catarina demostra
que 55,6% dos casos acometeram a populagdo feminina, com localizagéo
preferencial em tronco e face, sendo o tipo extensivo superficial 0 mais
encontrado (BATTISTI et al. 2009). Em Goiania, levantamento feito pelo
registro hospitalar de cancer entre 1988 e 200, mostrou indices de inciéncia
e mortalidade crescentes, tanto para a populacdo masculina como para a
feminina (SORTINO-RACHOU et al. 2006).

Estudos epidemiolégicos na Europa demonstraram tendéncia de
diagndstico mais precoce e lesbes com menor espessura, € com
correlagado com a latitude geografica (VRIES et al. 2004).

Atua também como fator de risco associado na génese do melanoma
a exposicao a radiagao ultravioleta artificial (VEIEROD et al. 2003).

A Organizacdo Mundial de Saude-OMS classifica o melanoma em
em dez sub-tipos, e 0s quatro mais comuns sao: extensivo superficial,
nodular e lentigo maligno e acral lentiginoso (WHO 2006). Entretanto, outras
classificagdes foram propostas baseadas no tipo de exposi¢ao solar, e em
critérios epidemioldgicos, como segue: a) melanoma de crescimento lento
em areas com exposicao solar intermitente; b) melanoma de crescimento
muito lento localizado em areas de exposigao solar crénica, com aumento
moderado na incidéncia e acessivel ao diagndstico precoce; c) melanoma de
crescimento rapido, localizado em qualquer sitio anatdbmico mas com

predilecdo a areas permanentemente expostas (LIPSKER et al. 2007).



1.2 FATORES HISTOPATOLOGICOS DE PROGNOSTICO

Os principais fatores de prognosticos de melanoma estéo
relacionados aos dados histopatologicos. O nivel de Clark, estratifica a
neoplasia segundo a invasao das estruturas anatdmicas da pele, desde a
epiderme até a tela subcutanea (niveis de |a V), que se correlaciona com o
prognéstico. Como descrito por diversos autores, a sobrevida é
inversamente proporcional ao nivel de invasdo neoplasica segundo o nivel
de Clark (MORTON et al. 1993; GARBE et al. 2000; BARNHILL et al. 2005).

A espessura de Breslow quantifica a invasdo em milimetros, a partir
da camada granulosa da epiderme. E bem estabelecida a relacdo entre
sobrevida e espessura de Breslow, tendo os pacientes com melanomas
mais finos (espessura menor que 1,0 mm) sobrevida de 95% em cinco
anos, ocorrendo diminuicdo desses indices com o aumento da espessura
(MORTON et al. 1993). Além da relagdo com sobrevida , as lesées mais
espessas correlacionam-se com maior risco de metastase linfonodal
(BUTTER et al. 2005). A espessura neoplasica também relaciona-se ao risco
de recorréncia, metastase em tréansito e satelitose (FLORELL et al. 2005). A
espessura de Breslow € mais reprodutivel e fidedigna do que o nivel de
invaséo de Clark (BUZAID et al. 1997; BYERS et al. 1998).

O melanoma pode apresentar dois padrdes de crescimento, o radial
(crescimento horizontal) ou vertical (crescimento invasivo em profundidade).
Os melanomas com padrédo de crescimento radial apresentam melhor

prognostico comparado ao padréo vertical (THORN et al. 1994).



A presenca de infiltrado inflamatério relaciona-se com a capacidade
de resposta do paciente, e é considerada como variavel progndstica
independente (CLARK et al. 1989).

O indice mitético, de acordo com a AJCC (BALCH et al. 2001), n&o
era considerado fator progndstico no estadiamento de melanomas cutaneos.
No entanto, de acordo com dados da tese de mestrado de Soares de Sa ,no
qual foi avaliada a expressdo de proteinas relacionadas a proliferagcao
celular e apoptose em 136 casos de melanoma extensivo superficial, a
contagem do numero de mitoses influencia a sobrevida livre de doenca e
talvez tenha importancia marginal na sobrevida global (DE SA et al. 2009). A
nova proposta de estadiamento da AJCC ja estabelece as mitoses como
fator progndstico do melanoma (BALCH et al 2009),

A regresséo histoloégica é encontrada em cerca de um tergo dos casos
de melanoma. Ao contrario do que se esperaria, o encontro de regressao
tem sido associado a um pior progndstico, possivelmente indicando que a
neoplasia antes do processo regressivo estaria a uma profundidade maior
do que a atualmente encontrada, portanto, com evolugado mais reservada
(CLARK et al. 1989 ). Outros autores mostraram risco maior de metastase
em pacientes com melanomas finos quando presentes areas de regressao
(COOK et al. 2002; GUITART et al. 2002), enquanto outros autores nao
evidenciam esta correlagédo (LEFEVRE et al. 2003). Em 2008, estudo para
se estabelecer a correlagéo entre sobrevida e presenca de regressao nao
conseguiu evidenciar este vinculo (PANTALEAO et al. 2008).

Ulceracao € definida como solugao de continuidade da epiderme com



a presencga de tampao fibrino-leucocitario sobre a neoplasia, e é considerado

um fator de pior prognético (Balch et al 2001)

1.3 MELANOMA ACRAL-LENTIGINOSO

O tipo acral-lentiginoso (ALM) apresenta epidemiologia, clinica e
patogenia diferente dos demais tipos de melanoma (CASCINELLI et al.
1994; KAGESHITA et al. 2000).

Trata-se de neoplasia melanocitica maligna pouco comum na
populacdo caucasiana, sendo predominante em asiaticos, hispanicos e afro-
descendentes (CASCINELLI et al. 1994; RIDGEWAY et al. 1995; CRESS e
HOLLY 1997; BRANDAO et al. 2005). Acomete menos de dez por cento da
populagdo caucasiana, porém esses indices podem chegar a cinquenta por
cento na populagdes asiatica e exceder a sessenta por cento em populacdes
negras (CRESS 1997; RICHARD et al. 2000). Na Africa do Sul, este tipo tem
frequéncia de 32,5% dos melanomas (SWAN e HUDSON 2003), enquanto
em Taiwan, um estudo de 181 melanomas evidenciou que esta porcentagem
atingia 58% (CHANG et al. 2004). No Japéo, levantamento epidemiologico
realizado demonstrou alta frequéncia do tipo acral lentiginoso, sendo mais
comum na sola dos pés (ISHIARA et al. 2008).

No Brasil, estatisticas evidenciam uma grande variagdo na sua
distribuicdo, sendo menos prevalente nas regides sul e sudeste, com
frequéncias de 5 a 13%, prevalecendo na regidao nordeste onde relatou-se

frequéncias de até 19% do total de melanomas (BRANDAO et al. 2005).



Considerando que cerca de 60% da populacdo de Salvador é afro-
descendente, é possivel que o fator etnia contribua para esta maior
freqUéncia de melanomas acrais-lentiginosos.

Ocorre nas extremidades, em regides nao expostas a radiagcao
ultravioleta, como nas palmas , solas e regides subungueais (RIDGEWAY et
al. 1995; CRESS e HOLLY 1997; KUCHELMEISTER et al. 2000).

A sua patogenia é pouco conhecida e n&o parece relacionada a
lesdes névicas precursoras (KUCHELMEISTER et al. 2000).

Trata-se de lesédo agressiva, de crescimento insidioso pela dificuldade
de visualizagao (em geral na planta dos pés ou palma das maos) (LANGLEY
et al. 1998). Tem sobrevida global aproximada de 40% em 5 anos (CHANA
et al. 2000) e acredita-se que o pior prognostico do melanoma acral-
lentiginoso quando comparado aos outros subtipos, seja devido ao
diagndstico em estadios mais avangados (LANGLEY et al. 1998; STALKUP
et al. 2002).

Ao exame histoldégico é caracterizado na sua fase "in situ", por
melanécitos anaplasicos, frequentemente dendriticos muito pigmentados,
intraepidérmicos, dispostos em padrdo lentiginoso ao longo da camada
basal, se disseminando entre as varias camadas de queratindcitos
(RIDGEWAY et al. 1995). Quando invasivo, ndo difere substancialmente dos
melanomas de outros sitios anatdmicos. O comportamento biolégico parece
depender, a exemplo de outros melanomas, de fatores como profundidade

de infiltragdo, ulceracdo, mitoses, invasdo de vasos sanguineos, linfaticos



e/ou comprometimento perineural, além da disseminagado linfatica ou
sistémica.

Analise retrospectiva de cento e vinte um casos de melanoma acral
lentiginoso na Franga, avaliando caracteristicas histopatoldgicas
relacionadas ao progndstico, demonstrou que a maioria dos casos eram
melanomas em fase vertical de crescimento, espessos, com nivel de Clark
acima de lll, ulcerados, e indice mitdético acima de seis mitoses por dez
campos de grande aumento. Este estudo também concluiu que a sobrevida
livre de doenca e global se correlacionaram com o nivel de Clark IV e V, o
indice mitético e a presenca de satelitose microscopica (PHAN et al. 2007).

Levantamento feito sobre incidéncia e sobrevida do melanoma acral
lentiginoso nos Estados Unidos, através do banco de dados do SEER,
evidenciou 36% deste subtipo na populagao afrodescendente. A sobrevida
foi pior na populagao hispanica nao branca, seguida pelos afrodescendentes
e piores indices nos asiaticos e hispanicos brancos. Os fatores que mais
influenciaram na sobrevida foram a espessura do tumor e estadiamento
avancado (BRADFORD et al. 2009).

No programa de iniciagdo cientifica do Centro de Tratamento e
Pesquisa Hospital do Cancer A.C. Camargo, a aluna Melissa Lissae
Fugimori, avaliou melanomas acrais lentiginosos com parametros clinicos,
histopatolégicos e de sobrevida. Coletou-se 48 melanomas sendo 24
pacientes do sexo feminino e 23 masculinos, com idade média de 61,49
anos, dos quais 12 (25%) em pacientes negros ou pardos e 36 (75%) em

brancos. Foram avaliados por um periodo médio de 45,58 meses (mediana



de 33,94 meses). Quando a informagao esteve disponivel, ndo foram
encontrados fatores de risco encontrados em melanomas de areas expostas
ao sol, como pele de tipo | e Il de Fitzpatrick, nevos atipicos, congénitos ou
multiplos e queimadura solar. A excegédo de um paciente, ndo houve histéria
familiar (2%). A localizag&o primaria predominou nos pés (97,9%). Dentre os
dados relevantes, ressalta-se que nesta amostra, a maioria dos melanomas
eram invasivos, sendo 68,6% acima de 2 mm de profundidade, isto &,
diagnosticados tardiamente. Corroborando o achado, 48% estavam em
estadio IV ao diagnéstico, sendo que pacientes em estadios precoce (I ou Il)
79,1% se encontravam vivos, enquanto que aqueles com estadios tardios (lll

ou V), apenas 32,9% estavam vivos.

1.4 BIOLOGIA MOLECULAR DO MELANOMA

Os melandcitos sdo células originarias da crista neural do embrido |,
localizadas ao longo da camada basal da epiderme cuja principal fungéo é a
produ¢cdo da melanina, um pigmento marrom escuro, conferindo
fotoprotegao natural (GRENN et al. 2004; RIZOS et al. 2004).

Os melandcitos humanos apresentam-se normalmente quiescentes e
irdo proliferar com estimulos especificos como a radiagdo ultra-violeta e
cicatrizagdo (RIZOS et al. 2004). Este controle de proliferacdo & exercido
através do ciclo celular e seus sinais regulatorios. Diversas vias atuam
durante o ciclo celular como mecanismos de controle tanto estimulando ou

inibindo o ciclo para que a divisdo celular ocorra normalmente. Durante o



processo do ciclo celular existem pontos estratégicos de parada
(“checkpoints”) para regular a taxa de divisdo e reparar eventuais danos ao
DNA, onde sdo necessarios determinados estimulos para que o ciclo
continue. Esses pontos ocorrem entre a transicdo G1/ S e G2/M e sao feitos
pelas ciclinas e pelas Ciclinas dependentes de quinases (CDK).

Dentre as principais vias moleculares estudadas destacam-se as vias p16-

pRb, p53, PI3K e a MAPK.

1.5 LOCUS CDKN2A

O locus CDKNZ2A localiza-se no cromossomo 9p21, codifica proteinas
que regulam duas importantes vias de controle do ciclo celular, a via do
gene p53 e do retinoblastoma. As proteinas codificadas por esté gene, séo a
TP16INK4 e TP14ARF (QUELLE et al. 1995).

A proteina p16INK4 liga-se as cinases dependentes de ciclina 4 e 6
(CDK4 e CDKG®6), inibindo a formagao do complexo ciclina-CDK e impedindo
a fosforilagdo da proteina do retinoblastoma (pRB), desta maneira
interrompendo o ciclo celular (STOTT et al. 1998). A perda da expresséo de
p16 nos melanomas associa-se com maior capacidade de invasao,
metastase e pior prognostico (HOLLAND et al. 1995; ZHANG e ROSDAHL
2004). A inativacao do gene supressor de tumores p16 (CDNK2A), também
€ um evento precoce no desenvolvimento e progressdao dos melanomas
acrais-lentiginosos, explicando em parte a agressividade tumoral e a baixa

taxa de sobrevida dos pacientes (CHANA et al. 2000).



10

A proteina p14ARF atua no controle da proliferacdo celular atuando
sobre a a via p53/Mdm2. O gene Mdm2, localizado no brago longo do
cromossomo 12, codifica uma fosfoproteina nuclear de mesmo nome, cuja
principal fungao é regular os niveis e atividade de p53. As proteinas p53 e
Mdm2 possuem um mecanismo de feed-back autoregulado. Além deste
mecanismo a proteina p14ARF age ligando-se a dominios especificos da
proteina Mdm2 para bloquear a degradagao de p53 (MA et al. 2006).

A avaliagado da inativagao do gene p16 nos melanomas foi objeto de
estudo num trabalho comparativo entre pacientes com lesées névicas (nevo
comum e displasico) e melanomas (primarios e secundarios), por técnica de
hibridizacao, evidenciando dele¢des pouco frequentes nas lesdes névicas,
sendo maiores progressivamente nas lesdes primarias e metastaticas (SINI
et al. 2008).

A evidéncia de participacdo do p16 nos melanomas também foi
observada em estudo imunoistoquimico de 28 nevus e 24 melanomas
primarios, demonstrando expressao aumentada nas lesdes malignas

(DEMIRKAN et al. 2007).

1.6 CICLINAS E QUINASES DEPENDENTES DE CICLINAS

O bloqueio da atividade da ciclina D1 antes do ponto de restricao
impede a entrada das células na fase S do ciclo celular. A ciclina D1 atua
como fator de crescimento e estimulo do ciclo celular. E codificada pelo

gene CCND1, que se localiza no cromossomo 11g13. A superexpressao de
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ciclina D1 esta relacionada ao desenvolvimento de diversas neoplasias
(GREER et al. 2006; WANG et al. 2006).

A quinase dependente de ciclinas 4 (CDK-4) deve fosforilar substratos
de modo que a célula possa sair da fase G1 do ciclo celular. Ao mesmo
tempo, a hiperfosforilagdo da proteina do retinoblastoma (Rb) é necessaria

para ocorrer para a entrada do ciclo na fase S (COTRAN et al. 2000).

Inibidores da COk P
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o U2 i I 1 E pit ;*—E’&
p

ps7

llustragéo das ciclinas de acordo com & fase do ciclo celular

Figura 1 - llustragdo esquematica do controle do ciclo celular pelas cicilinas,

CDK4 e inibidores das quinases ciclina depedentes (CDKIS). As setas maiores

mostram as fases do ciclo celular durante as quais os complexos ciclinas/CDK especificos s&o ativos.
Conforme ilustrado, a ciclina D/CDK4, a ciclina D/CDKB6 e a ciclina E/CDK2 regulam a transicdo G1/S
através da fosforilagdo da proteina Rb (pRb). A ciclina A/CDK2 e ciclina A/CDK1 sao ativas na fase S.
A ciclina B/CDK1 atua na transicdo G2/M. Uma das familias inibidores de CDK, composto por
p16,p15,p18,p19 atuam sobre ciclina D/CDK4 e a ciclina D/CDK6. A outra familia coposto pela
p21,p27 e p57 podem inibir todas as CDKs. (COTRAN et al. 2000).
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Nos melanomas ha relatos de que a superexpressao da ciclina D1
relaciona-se com progressao tumoral e pior prognostico (BHATT et al. 2005).
Em recente dissertacdo de mestrado estudando a expressao de
proteinas do ciclo celular de melanomas extensivos superficiais, constatou-
se diferencas de expressao de Ciclina D1, p16 e CDK4 citoplasmatica entre

melanomas mais espessos e melanomas finos (DE SA et al. 2009).

1.7 GENE RETINOBLASTOMA

No cromossomo 13q14 encontramos o gene RB1, que codifica a
proteina do retinoblastoma (pRB). Esta proteina € uma fosfoproteina nuclear
que desempenha importante papel na regulacdo do ciclo celular. E
encontrada em todos os tipos celulares tanto numa forma ativa
(subfosforilada) como na forma inativa (hiperfosforilada). No estado ativo a
pRb atua como fator de regulacé&o negativa no ciclo celular , através da sua
capacidade de ligar-se ao fator de transcricdo E2F e reprimir a transcrigdo
de genes necessarios para a fase S (HANAHAN e WEINBERG, 2000).
Quando estimulada a proteina Rb inativa-se por hiperfosforilagdo, assim
liberando esse mecanismo inibitério e permitindo a progressdo do ciclo
celular.

A inativacdo do gene do retinoblastoma foi descrita em varios tipos de
canceres como mama, prostata, osteossarcoma e pulméo (BIANCHI et al.

1994).



13

Estudos sobre a participagao das alteragdes da proteina Rb ainda séo
controversas no melanoma (LI et al. 2006), porém ja foi demonstrado que a
perda de expressdo do gene Rb pode estar relacionada com maior
infiltracdo do melanoma e menores taxas de sobrevida (KORABIOWSKA et

al. 2001).

1.8 GENE p53

O gene da proteina p53 (TP53), descrito primeiramente em 1979, foi
0 primeiro gene supressor de tumor a ser identificado. Esta localizado na
posicdo cromossémica 17p13.1, apresentando uma estrutura com 11
éxons e um tamanho de 19179 pares de base (MILLER et al. 1986). Este
gene faz parte de uma familia de genes altamente conservados a qual
inclui pelo menos dois outros membros: p63 e p73 (LEVRERO et al. 2000).
O p53 codifica uma fosfoproteina de 53 kD geralmente encontrada no
nucleo, composta de 393 aminoacidos, sendo os mondémeros organizados
numa conformacéo tetramérica (dimeros de dimeros) em uma estrutura
classica para um fator de transcrigdo sequéncia-especifica (LEVINE 1997).
O primeiro éxon é descrito como n&o codificante, estando separado dos
demais por um intron de 10.740 pb. Os demais éxons codificam o
mondmero da estrutura tetramérica da proteina e podem ser agrupados
em trés regides de acordo com os dominios polipeptidicos determinados

pelas suas sequéncias.
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O gene 53 tem sido muito estudado nos ultimos anos por varias
razdes: a) € o gene mais comumente alterado nos canceres humanos
(HOOLSTEIN et al. 1991); b) suprime o crescimento celular de células
tumorais (BAKER et al. 1990); c) mutacdes na linhagem germinativa do
p53 tém sido implicadas com o risco de desenvolvimento de cancer
(Sindrome de Li-Fraumeni) (SRIVASTAVA et al. 1990); d) aumento na
concentracdo do p53 selvagem tem sido associado a parada do ciclo
celular (KANSTA et al. 1991) e morte celular programada (SHAW 1996).
supressores de tumor. Em 1989, VOGELSTEIN e MINA foram os primeiros
a relatar a presenga de mutagdes no gene p53 associadas ao cancer colo-
retal e cancer de pulmao (NIGRO et al. 1989; TAKAHASHI et al. 1989).

A proteina p53 normal tem como fung¢do induzir a uma parada
reversivel do ciclo celular para permitir o reparo do DNA (LANE 1992).
Quando ha um dano genético a proteina p53 ira estimular a estimulagao do
gene Cip1 que codifica a proteina p21. Esta proteina tem como fungao parar
o ciclo celular impedindo a ligacdo do complexo ciclina-CDK. Tendo sido
interrompido o ciclo celular, mecanismos de reparo do DNA sio acionados,
ou se o reparo nao for bem sucedido ocorrer a estimulagdo das vias de
apoptose.

Mutagcdes no gene p53, induzidas pela radiagdo ultravioleta e
correlacionadas com carcinoma espinocelular e basocelular s&do descritas
por diversos autores (BRASH et al. 1991; DUMAZ et al. 1993; ZIEGLER et

al. 1994).
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A exposicao a radiagao ultra-violeta ocasiona alteragdes nas vias de
apoptose p53-dependentes, variando conforme seja radiagcdo UVA e UVB.
Na radiacdo UVA o dano ocorre por indugao de stress oxidativo, enquanto a
radiagdo UVB induziria mutacbes diretamente no gene (NOONAN e DE
FABO 2009; ABD ELMAGEED et al. 2009).

A participacdo da via da p53 no melanoma ainda é controversa.
Alguns estudos demonstram associagao significativa entre a expressao da
p53 e espessura do tumor acima de 1,5mm, nivel de Clark IV e V, ulceracéo,
embolizacao linfatica, altos indices mitdticos e baixa sobrevida a cinco anos
(YAMAMOTO et al. 1995; COUPLAND et al. 2000). Entretanto outros
trabalhos mostram nao haver correlacdo da expressao da p53 com fatores

clinicos e prognésticos (FLORENES et al. 1995).

1.9 VIAPI3K

A PI3K é uma enzima que, em resposta a fatores de crescimento,
promove a fosforilagcdo do fosfolipideos de membrana, aumentando o nivel
de fosfatidilinositol tri-fosfato (PIP 3), ativando a proteina quinase B (PKB ou
AKT), que por sua vez fosforila e inativa proteinas de bloqueio do ciclo
celular ou estimulam a apoptose (CANTREL 2001).

O gene PTEN é um supressor de tumor, localizado no cromossomo
10g22-23. Codifica uma fosfatase citoplasmatica que defosforila o segundo
mensageiro PIP3, inibindo a proteina-quinase AKT, a qual é responsavel

pela transducido de sinais de sobrevivéncia e proliferacdo celular e inibigcao
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de apoptose. Desta forma, antagoniza a via PI3K, promovendo a parada do
ciclo celular (PEZZOLESI et al. 2007).

Mutagbes no PTEN ja foram descritas em varias neoplasias como
glioblastomas, mama, endométrio e préstata (HAAS-KOGAN et al. 1998;
PERES-TENORIO et al. 2002; GRIINWALD et al. 2002).

A presenca de mutacdo do gene PTEN esta presente em uma
porcentagem dos casos de melanoma (GOEL et al. 2006).

A perda de PTEN é descrita principalmente nos melanomas nao
familiares e quase 50 % dos casos tem inativagao por mutagédo, metilagéo
ou delecdo (RAMASWAMY et al. 1999; STAHL et al. 2003; DAHL et al.

2007).

1.10 VIA DA PROTEINA QUINASE ATIVADA POR MITOSES

(MAPK)

As proteinas ras foram descobertas pela primeira vez na forma de
oncogenes virais. Cerca de 10 a 20% dos canceres humanos apresentam
mutacdes das proteinas ras. As proteinas ras atuam como fatores
mitogénicos induzido por fatores de crescimento. Elas se localizam na
membrana plasmatica e alternam entre uma forma ativa e uma forma inativa.
Quando ativadas por fatores de crescimento trocam o guanosina-difosfato
para o guanosina-trifosfato e estimulam uma cascata de ativagao

citoplasmatica estimulando a via mitogen-activated protein kinase (MAPK)
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que por sua vez tem como alvo fatores de transcricdo nuclear, dessa
maneira promovendo a mitogénese.

A via MAPK vem sendo muito estudada na patogénese dos
melanomas. Demonstrou-se mutagdes nos genes Braf e Ras tanto em
melanomas como em lesdes melanociticas atipicas (URIBE et al. 2003).

O gene BRAF codifica uma serina-treoninina quinase que atua na via
de ativagdo mitogénica da proteina quinase. A ativagdo por mutagcdo que
causa expressao constitutiva do BRAF induz a uma ativacdo constante dos
sinais de transducao celular ocasionando um importante mecanismo pro-

mitogénico e com potencial de transformagdo maligna (FECHER AL et

al.2007).
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Figura 2 - Esquema resumido das vias envolvidas na biologia molecular do

melanoma. As ativagdes das vias RAS e RAF constituem-se de potentes vias de transdugéo,
sinalizando para a divisdo celular. Outra via também envolvida € a do PTEN, sendo que sua
inativagdo permitiria a ativagdo da via AKT, envolvida no mecanismo de proliferagdo e sobrevivéncia
celular.
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MALDONADO et al. em 2003 observou diferenetes freqliéncias de
mutac¢des no gene BRAF em melanomas com exposi¢cao solar intermitente e
nao expostos ao sol. CURTIN et al. (2005) comparou as frequéncias de
mutacgdes existentes entre os genes BRAF, KRAS, Ciclina D1 e p16 por
CGH entre quatro grupos de melanoma (acral, mucoso, melanoma em
regides de exposigdo crébnica com dano solar e melanomas em pele sem
dano solar cronico (exposigao intermitente) e concluiu haver diferentes
patogéneses nos melanomas, o que permitiria classifica-los molecularmente.
Nos melanomas com exposi¢ao solar intermitente, predominaram mutacgdes
em BRAF e N-RAS, enquanto nos outros tipos, a freqiéncia destas
mutacgdes foi baixa. Quando os melanomas expressavam BRAF e N-RAS
selvagem, encontrou-se aumento do numero de copias dos genes CDK4 e
CCDNH1. As alteragdes do gene Braf no codon 600 estao presentes em cerca
de 50 a 70% dos casos de melanoma, indicando que a efetiva participagéo
da via da MAPK neste processo de tumirogenese (FLOCKHART et al. 2009).
Outro estudo indica que as alteragcées no codon 600 do BRAF séo fatores de
controle de crescimento no melanoma (KIDO et al. 2009).

Diferentes expressdes de BRAF foram relatadas entre melanomas

invasivos e melanomas in situ (POYNTER et al. 2006).
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1.11 CONSIDERACOES

S&o numerosas as investigagcdes no estudo das vias moleculares envolvidas
na génese e prognodstico dos melanomas, porém estas ainda nado estdo
totalmente esclarecidas. Ha necessidade de explicar a razdo pela qual
pacientes com indicadores prognosticos favoraveis evoluem com
disseminagdo do melanoma, enquanto outros com indicadores
desfavoraveis tém sua cura.

Critérios histopatolégicos tradicionais tém grande importancia como
indicadores progndsticos, porém s&o ainda insuficientes para determinar
com precisao o prognostico da doenga. Entretanto, sdo escassos os estudos
que avaliam a participacdo das vias de sinalizagdo e ciclo celular na
evolugdo e patogénese do melanoma acral-lentiginoso.

Considerando a grande participagao de afro-descendentes e orientais
na composigao étnica brasileira, grupo populacional onde incide a maioria
dos melanomas lentiginosos acrais, seria muito importante ampliar o

conhecimento sobre esta doenga em nosso meio.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a expresséo de proteinas e alteragbes em genes do ciclo

celular, genes supressores de tumores e oncogenes nos melanomas acrais-

lentiginosos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Criar um banco de dados clinico e anatomopatolégico de melanomas
acrais-lentiginosos correlacionando os dados histopatologicos as
variaveis clinicas.

Estudar a expressdo de proteinas do ciclo celular (p53, ciclina D1,
p16,pRb,CDK4 e p21) por imunoistoquimica em cortes obtidos pela
técnica de tissue microarray.

Avaliar a amplificacdo ou delecdo dos genes p16INK4A, CCDN1 e
PTEN, através da técnica de hibridizacao in situ fluorescente.
Correlacionar a expressdo imunoistoquimica e amplificagdo ou
delecao dos genes p16, CCDN1 e PTEN entre si.

Correlacionar a expressdo imunoistoquimica (p53, ciclina D1,
p16,pRb,CDK4 e p21), e da hibridizacdo in situ fluorescente
(p16INK4A, CCDN1 e PTEN, com variaveis anatomopatoldgicos e a

evolugao clinica dos pacientes.
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3 MATERIAIS E METODOS

Em estudo retrospectivo, os prontuarios de pacientes diagnosticados
com melanoma acral-lentiginoso foram avaliados para obtencao de variaveis
demograficas, de estadiamento, de tratamento e evolugdo clinica do
paciente, conforme protocolo estabelecido pelo Grupo Brasileiro de
Melanoma. (Anexo |). Para cada caso de melanoma acral-lentiginoso,
utilizou-se um protocolo, ao qual anexa-se uma coépia do laudo
anatomopatoldgico constando o numero de RGH do paciente e confirmacgao

diagnostica.

3.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

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

raca, naturalidade, nacionalidade;

Fatores de risco: histéria familiar de melanoma maligno, grau de

parentesco, fototipo de pele, Segundo Fitzpatrick, nevo melanocitico atipico,
nevo congénito, nevo melanocitico multiplo, histéria de queimadura solar,
melanoma relacionado a gravidez;

Dados do tumor (clinica): data do diagndstico (no hospital), tumor
metacrénico, tamanho da lesdo primaria, localizacdo da lesdo primaria
(cabega e pescoco, tronco, MMSS, MMII, maos ou pés);

Histopatologia da les&o primaria: tipo histolégico (melanoma acral-




22

lentiginoso invasivo, melanoma acral-lentiginoso in situ), tipo de crescimento
(vertical ou radial), Breslow (mm), Clark, indice mitético, presengca de
ulceragao, presenga de regresséo;

Estadiamento locorregional: pesquisa de linfonodo sentinela (LNS),
numero do anatomopatolégico do LNS, data da cirurgia, base linfonodal
encontrada (axilar, inguinal, cervical, poplitea, outras) e resultado do exame
histopatolégico (LNS positivo/LNS encontrado, macro ou micro);

Metastases: presengca de doenga metastatica, local (pele, linfonodo,
viscera);

Estadiamento AJCC 2001: tumor, nédulo, metastase, estadiamento

final; (BALCH et al. 2001);

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

alteracdo de estadio e novo estadio, segunda alteracdo de estadio, data da
segunda alteracao 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).

3.2 PARAMETROS HISTOLOGICOS:

No Departamento de Anatomia Patoldgica, verificou-se a
disponibilidade dos preparados histologicos e blocos de parafina para a
revisdo e avaliacdo histopatologica dos casos, estabelecendo-se os
parametros prognosticos de acordo com protocolo estabelecido pelo Grupo

Brasileiro de Melanoma e pela Sociedade Brasileira de Patologia. Dos
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dados anatomopatolégicos foram utilizados para analise estatistica, os
seguintes parametros:

1. tipo histolégico (melanoma  acral-lentiginoso  invasivo,

melanoma acral-lentiginoso in situ);

2. tipo de crescimento (vertical ou radial);

3. espessura de Breslow (mm);

4. nivel de Clark;

5. indice mitético;

6. presenca de ulceracao;

7. presencga de regressao.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes cujo diagndstico de melanoma acral-lentiginoso tenha sido
realizado no Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Céncer e cujos
blocos de parafina estivessem disponiveis nos arquivos do Departamento
de Anatomia Patoldgica, dispondo de material suficiente para confecgao do
tissue microarray, e 10 pacientes cujos blocos foram enviandos da Bolivia
pelo Dr Martin Sangueza.

Pacientes com pelo menos 2 anos de seguimento clinico encontrado
nos prontuarios a partir do diagnostico histopatologico de melanoma
cutaneo do tipo acral-lentiginoso, para que ao final do estudo tivessem pelo

menos 5 anos de acompanhamento.
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3.4 MICROARRANJOS DE TECIDOS (Tissue microarray — TMA)

A partir do corte original corado em hemtoxilina e eosina as areas
neoplasicas sdo marcadas com caneta e servirdo de guia para identificacéo
da area equivalente a ser puncionada no bloco doador. O cilindro de tecido
retirado do bloco doador é 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 1mm de didmetro
de 53 amostras de melanomas acrais representados em duplicata. Utilizou-
se um cilindro de tecido hepatico para orientagao inicial de cada sequéncia
dos casos utilizados. A partir do bloco de TMA foram preparados 100 cortes

histologicos seriados em laminas de vidro com espessura de 3 um.

3.5 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Avaliou-se 0s seguintes marcadores bioldgicos nas laminas
previamente preparadas com a seguinte sequéncia: laminas 02 e 12 foram
utilizadas para reacédo de imunoistoquimica para p53; laminas 03 e 13 para
p21;laminas 04 e 14 para p16;laminas 05 e 15 para ciclina D1;laminas 06 e
16 para pRb elaminas 07 e 17 para CDK4 . A avaliagdo imunoistoquimica
de CDK4 nuclear, foi realizada com pela técnica de fosfatase.

Os anticorpos utilizados foram:



3.5.1
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Anti-ciclina D1 - mouse anti-human -clone DCS-6 Dako cat. M7155,
na diluicdo de 1/300

Anti-CDK4 - mouse anti-human - Santa Cruz - cat. SC-260, na
diluicdo de 1/100

Anti p16ink4a - clone DCS-50 1/h4 Oncogene cat NA29, na diluicao
de 1/40

Anti pRb -Anticorpo mouse anti-human clone Rb1 M7131 - Dako, na
diluicdo de 1/50

Anti-p21waf-1(Ab-1), clone EA10- Oncogene cat Op64T, na diluigao de
1/30

Anti p53- clone D07, DAKO, cddigo m7001, na diluicao de 1/100

Protocolo de Reacdo imunoistoquimica

Corte do material em laminas carregadas (Starfrost) e deixadas por
24 horas em estufa a 60°C.

Sao submetidas a desparafinizacdo em xilol a 60°C por 20 minutos e
entdo xilol a temperatura ambiente por 20 minutos.

Posteriormente é realizada a preparagdo das laminas através de
passagens sucessivas em etanol a cada 30 segundos (100%, 95% e
70%) e entdo lavagem em agua corrente.

As laminas sao submetidas a recuperagcdo antigénica pelo calor,
utilizando-se panela de pressao (Eterna®, Nigra) e solugdo tampao
citrato 10mM pH 6,0.

A segquir, realiza-se o bloqueio da peroxidase enddégena com solugao
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de perdxido de hidrogénio a 3% (agua oxigenada 10 vol.), com quatro
trocas de 5 minutos cada, seguida de lavagens com solugao salina
tamponada com fosfatos (PBS - phosphate buffered saline - 10 mM e
pH 7,2) por 5 minutos.

Incubam-se as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-
estabelecido, em tampao PBS, contendo albumina bovina (BSA) a 1%
(SIGMA, A9647, USA) e azida sbédica (NaN3) a 0,1%, por 18 horas, a
4°C, em camara umida. Apds a incubacao, lavam-se as laminas em
tampao PBS com trés trocas de 3 minutos cada.

Inicia-se, entdo, a incubacio das laminas com o anticorpo secundario
biotinilado-reagente C (Biotinylated goat anti-mouse/rabbit 1g) do kit
StreptABComplex/HRP Duet (mouse/rabbit) (Dako A/S, K492,
Denmark) no titulo pré-estabelecido de 1:200, diluido em PBS, por 30
minutos a 37°C e posterior lavagem em tamp&o PBS com trés trocas
de 3 minutos cada.

Incuba-se, o complexo reagente A (Streptavidin) no titulo pré-
estabelecido de 1:200 e reagente BlI(Biotinylated Peroxydase) no
titulo pré-estabelecido de 1:200, diluido em PBS, por 30 minutos a
37°C ellposterior lavagem em tampao PBS com trés trocas de 3
minutos cada.

As laminas sdo incubadas em solucdo substrato 3,3’
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 60mg%!/(Sigma, D-5637
USA), 1ml_ de dimetilsulfoxido (DMSO), 1ml_ de agua oxigenada 6%,

100ml_ de PBS, por 5C/minutos a 37°C, ao abrigo da luz.
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10.  ApOs a observagao do desenvolvimento do precipitado castanho, as
laminas sao lavadas em agua corrente e agua destilada por 3 minutos
e contracoradas com Hematoxilina de Harris (Merek) por 1 minuto.

11. Segue-se, a desidratacdo das laminas em etanol e xilol e
subsequente montagem das mesmas para a leitura.

12. As reagdes sdo acompanhadas de controle positivo, em tecido
sabidamente positivo para o anticorpo testado, e controle negativo,

realizado pela omissao do anticorpo primario.

3.5.2 Leitura das Laminas

Utilizou-se na leitura das laminas o sistema ACIS Il para
quantificacado digital expressa em pixels, através da aquisicdo de imagens
digitalizadas. Os cortes histolégicos de TMA sao digitalizados e, para cada
cilindro correspondente aos casos, através de programa pré-estabelecido,
demarca-se 15 areas. O equipamento avalia a porcentagem, intensidade de
células marcadas por campo, apresentando um escore final de marcacao
para cada caso. Para a analise foi feito um score combinado que constava
da intensidade de coloragdo determinada pela analise de imagem,
multiplicada pelo valor da porcentagem de area marcada :

Score final = intensidade * (area marcada /(soma da area marcada e

area nao marcada))
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3.6 ESTUDO POR HIBRIDIZACAO IN SITU POR

FLUORESCENCIA

3.6.1 Protocolo de Reacao de hibridizagdo por fluoréscencia
Foram quantificados os genes p16, CCDN1 e PTEN, através da

metodologia de hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH). O protocolo

utilizado foi o que se segue:

1. Corte do material em laminas carregadas (Starfrost) e deixadas por
24 horas em estufa a 60°C.

2. Os cortes histologicos com 3 micra de espessura sdo acondicionados
nestas laminas e submetidos a desparafinizagcdo em xilol a 20-25°C
por 5 minutos trocando-o e imergindo por mais 5 minutos.

3. Retira-se 0 excesso de liquido e coloca-se as laminas em etanol 96%
por 2 min, duas vezes.

4, Retira-se 0 excesso de liquido e coloca-se as laminas em etanol 70%
por 2 min, duas vezes.

5. Retira-se o excesso de liquido e coloca-se as laminas em tampao.

6. As laminas sao colocadas por 10 minutos na solucido de pré-

tratamento, pré-aquecida no banho Maria a 96° C.

7. Em seguida deixa-se esfriando por 15 minutos em temperatura
ambiente.
8. Apds este procedimento, realiza-se 3 passagens no tampao de

lavagem, cada uma com duragao de 3 minutos.

9. Os cortes sdo submetidos a digestdo enzimatica com pepsina,
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(concentragdo nao fornecida pelolifabricante) por 25 minutos em
temperatura ambiente, lavados com tampao de lavagem (3 trocas, 3
minutosiicada passagem), desidratados com etanol em
concentragdes crescentes (70%, 85% e 96%, 2 minutosiicada) e
secarao na temperatura ambiente por cerca de 45 minutos.

Em seguida realiza-se a aplicagdo da sonda (10 ul, previamente
diluida em tampao de hibridizagao pelo fabricante) sobre os cortes de
tecido, cobertos com laminula e vedados com material selante. Foram
utilizadas as seguintes sondas: p16ink4 (Vysis LSI p16 - dual color
9p21); PTEN (Vysis LSI PTEN - dual color 10g23); CCND1 (Vysis LSI
cyclin D1 -dual color 1q13).

As laminas séo colocadas no hibridizador (Hybridizer - DAKO®) e
realiza-se a codenaturacido da sonda e espécime por 5 minutos a 800
C, seguindo-se de hibridizagdo a 370 C por 16 horas.

No segundo dia, os cortes sao retirados do hibridizador e, apds
remocao do selante, colocados por 10 minutos em uma solucio
stringent pré-aquecida a 65° C, lavados com tamp&o de lavagem (3
passagens de 3 minutos cada), desidratados com passagens em
etanol (70%, 85% e 96%, 2 minutos cada) e secardo por cerca de 1
hora em local escuro.

A seguir procede-se a contracoloragdo com 20 ul de DAPI e
montagem com laminula.

Apos 15 minutos, as laminas sao levadas para observagao no

microscopio trinocular com fluorescéncia de mercurio (Olympus®
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BX41-FL-Ill), equipado com objetiva de imersdo e com os filtros

adequados.

As imagens obtidas sao capturadas com uma camera colorida digital
refrigerada (5.1 megapixel) acoplada ao microscépio acima, usando o
programa para analise de imagem Image ProExpress versao 5.1
(Olympus®).

Para a contagem dos sinais foi utilizado o programa AxioVision versao
lll, sendo considerado resultado normal a presenca de dois sinais verdes
(centrébmeros) e dois sinais vermelhos (cromossomo). Para o gene CCND1 a
presencga razao de sinais vermelhos/verdes acima de dois foi considerado
como amplificagdo. Para os genes PTEN e p16 analisou-se a delegéao,
considerada como presente na auséncia do sinal vermelho. A delecao
homozigética era detectada pela perda de ambos sinais vermelhos e a
delecdo heterozigoética pela perda de um sinal. As delegdes homo e
heterozigoticas foram consideradas separadamente e em conjunto para a

confeccao da tabela e da analise estatistica.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se a analise estatistica descritiva dos casos, incluindo
frequéncias absolutas e relativas, medidas de tendéncia central e de
dispersdo. Para verificar a associagao estatistica das variaveis categoricas

utilizou-se o teste de associagao do qui quadrado.
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No estudo da sobrevida global foram considerados os obitos de
qualquer natureza, empregando-se as seguintes metodologias:

Analise univariada: produto limite de Kaplan-Meier; comparacao das
curvas de sobrevida pelo teste de log-rank;

O tempo de seguimento foi calculado em meses, subtraindo-se a
data do diagnéstico da data da ultima informagcdo disponiveis nos
prontuarios.

Para todos os testes estatisticos os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p <0,05.



4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA E DADOS DEMOGRAFICOS
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A casuistica deste estudo foi de cinquenta e trés casos sendo quarenta

e dois provenientes do Hospital A.C. Camargo e onze casos gentilmente

cedidos pelo Prof. Martin Sangueza (Bolivia). Os principais resultados dos

dados demograficos, foram tabulados na Tabela 1. A andlise dos dados

demograficos demonstrou que a média de idade variou de 31 a 90 anos,

com média de 62,68 anos,

27 (50,9%) mulheres.

Predominaram

caucasianos 28 (61,9%), e apenas 1 caso com histérico familiar de

melanoma.

Tabela 1 - Distribuicdo dos resultados demograficos

Variavel Categorias Frequéncia Percentual Percentual acumulado
Género Masculino 26 491 491
Feminino 27 50,9 100
Etnia Branco 26 61,9 61,9
Amarelo 4 9,5 71,4
Pardo 5 11,9 83,3
Negro 7 16,7 100
Historico Familiar Presente 1 4,0 4,0
Ausente 24 96,0 96,0
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4.2 RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

As caracteristicas histopatologicas avaliadas foram tabuladas na
Tabela 2. O tamanho da lesdo variou de 0,5 a 8,0 cm, com média de 3,2,
sendo 86,8% localizados nos pés e 67,9 % ulcerados.

Em relacdo a profundidade de invasdo, a maioria dos casos
apresentou-se com nivel de Clark de Ill a V, profundidade média de Breslow
de 6,14 mm, sendo 61,5% dos casos acima de 4,0 mm.

O indice mitdtico variou de 0 a 22 mitoses, com média de 5,85, estando
presente em 83% das amostras, 84,9% com pelo menos uma mitose.

A presencga de infiltrado inflamatorio peri-tumoral foi observada em 34
(64,2%) casos e o infiltrado inflamatorio intra-tumoral em 18 (34,0%) casos,
e de regressao em apenas 1 caso.

A disseminacdo neoplasica evidenciou em 14 (26,4%) amostras,
embolizagdo sanguinea e/ou linfatica, sendo que 11 (20,8%) casos
apresentavam apenas embolizacdo linfatica e 3 (5,7%) sanguinea. Houve
infiltracdo peri-neural em 7 (13,2%) dos casos. Satelitose microscopica

ocorreu em 6 (11,3%).



Tabela 2 - Distribuicdo das variaveis histopatoldgicas.
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Variavel Categorias Frequéncia Percentual Percentual acumulado
Localizagao Mao 7 13,2 13,2

Pé 46 86,8 86,8
Ulceragao Presente 36 67,9 67,9

Ausente 17 32,1 100
Nivel de Clark Clark | 4 7,7 7,7

Clark Il 5 9,6 17,3

Clark Ill 11 21,2 38,5

Clark IV 13 25,0 63,5

Clark V 19 36,5 100,0
Espessura de Breslow <2mm 7 13,5 13,5

2a4 mm 13 25,0 38,5

>4 mm 32 61,5 100,0
Indice Mitético 0 mitoses 8 15,1 15,1
(numero )

1 a 4 mitoses 17 32,1 47,2

> 4 mitoses 28 52,8 100,0
Indice mitético (2 Ausente 8 15,1 15,1
categorias)

Presente 45 84,9 100,0
Infiltrado inflamatorio Presente 34 64,2 64,2
peritumoral

Ausente 19 35,8 100,0
Infiltrado inflamatorio Presente 18 34,0 34,0
intratumoral

Ausente 35 66,0 100,0
Regresséo tumoral Presente 1 1,9 1,9

Ausente 51 98,1 100,0
Embolizagao Presente 14 26,4 26,4
sanguinea e/ou
linfatica

Ausente 39 73,6 100,0
Embolizacao linfatica Presente 11 20,8 20,8

Ausente 42 79,2 100,0
Embolizagao Presente 3 5,7 5,7
sanguinea

Ausente 50 94,3 100,0
Infiltragao perineural Presente 7 13,2 13,2

Ausente 46 86,8 100
Satelitose Presente 6 11,3 11,3

Ausente 47 88,7 100,0
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4.3 ESTADIAMENTO E SEGUIMENTO

Na avaliagdo do estadiamento segundo os critério TNM, obteve-se
dados apenas no Hospital A.C. Camargo, sendo a maioria de pacientes em
estadio T4, NO, MO, 37 (83,2%) acima de estadio clinico 2, com média de
seguimento de 32,06 meses e 40,0% de 6bitos pela doencga.

O tempo de seguimento teve uma média de 32 meses, com 30,2% de

obito pela neoplasia (tabelas 3 e 4)

Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncias segundo o tempo de seguimento em
meses.

N Valido 37

Perda 16
Média 32,0670
Mediana 24,9013
Desvio padrao 29,82905
Minimo .00
Maximo 128,13

Tabela 4 - Distribuicdo de frequéncias segundo o status de seguimento.

frequéncia  Percentual Percentual Percentual
valido acumulado
Valido Vivo com doencga 8 15,2 20,0 20,0
Vivo sem doenca 14 26,4 35,0 55,0
Obito cancer 16 30,2 40 95,0
Obito outras causas 2 3,7 5 100
Total 40 75,5 100,0
Perda 13 24,5

Total 53 100,0
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4.4 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

A média dos escores de marcagao encontrados para ciclina D1, Cdk4
citoplasmatica, Cdk4 nuclear, p16, p53, p21 e pRb respectivamente foram
de: 25,89 ; 80,19; 27,9; 70,51; 32,34; 33,71 e 23,96 (Tabela 5 e Figura 3).
Foram avaliados apenas os melanomas acima de 1 mm.

Tabela 5 - Distribuicdo dos valores obtidos pelo score combinado de
marcagao (ACIS Ill) para ciclina D1, por técnica imunoistoquimica.

MARCADOR MEDIA (SCORE)
pRb 23,96
Ciclina D1 25,89
Cdk4 nucleo 27,90
p21 32,32
p53 32,34
p16 70,51

Cdk4 citoplasma 80,19
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Anti-CDK4 - Santa Cruz Anti-p21waf-1, clone EA10,
cat. SC-260, diluicao 1/100 na diluigdo de 1/30

Anti-ciclina D1 ,clone DCS-6 "~ Anti p53- clone DO7,
Dako, diligo 1/300 DAKO, diluigio 1/100
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Anti p16ink4a clone Anti pRb clone Rb1 M7131
DCS-50,diluiggo 1/40 Dako, diluigio 1/50

Figura 3 - Estudo imunoistoquimico
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4.5 HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE

As analises para PTEN, p16 e ciclina D1 por técnica de hibridizagao
in situ fluorescente evidenciaram 36,6% de delecdo para PTEN, sendo
14,6% de delecdo homozigdtica; 41% de delecédo para p16, sendo 25,6%
homozigoética; e 28,6% de amplificagdo para ciclina D1 (Tabelas 5 a 7,

Figuras 6 a 8). Foram avaliados apenas os melanomas acima de 1 mm.

Tabela 6 - Distribuicdo da frequéncias de delecdo de PTEN através da
técnica de FISH.

frequéncia Percentual Percentual Percentual
valido acumulado
Validos Delecao 6 11,3 14,6 14,6
homozigadtica
Delegao 9 17,0 22,0 36,6
heterozigética
Sem delecéo 26 49,1 63,4 100,0
Total 41 77,4 100,0
Perdas 12 22,6
Total 53 100,0

Tabela 7 - Distribuicdo da frequencias de delegao de p16 através da técnica
de FISH.

frequéncia Percentual Percentual Percentual
valido acumulado
Validos Delegao 11 20,8 25,6 25,6
homozigética
Delegao 7 13,2 16,3 41,9
heterozigética
Sem delegéo 25 47,2 58,1 100,0
Total 43 81,2 100,0
Perdas 10 18,8
Total 53 100,0

Tabela 8 - Distribuicdo de frequencias de delecdo de CCND1 através da
técnica de FISH

frequéncia Percentual Percentual Percentual
valido acumulado
Validos Nao 30 56,6 71,4 71,4
amplificado
Amplificado 12 22,6 28,6 100,0
Total 42 79,2 100,0
Perdas 11 20,8

Total 53 100,0
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Figura 4 - Estudo por FISH — distribuicdo de frequéncias (%) total, em
amostras brasileiras e em bolivianas, de dele¢cbes dos genes p16 e PTEN e
das amplificacbes do gene CCDN1 (ciclina D1).
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Figura 5 - Exame pela técnica de FISH, demonstrando a esquerda delegao

homozigotica de PTEN (Vysis LSI PTEN — dual color 10g23), com perda dos sinais de
ambos os cromossomos (em vermelho). Compararos dois sinais verdes do cromocentro e
do lécus do PTEN (em vermelho), vistos na imagem da direita.

Figura 6 - Exame pela técnica de FISH, demonstrando a esquerda delegao

heterozigética de p16 (Vysis LSI p16 — dual color 9p21), com perda de um dos sinais
dos cromossomos (em vermelho). Comparar com os dois sinais verdes do cromocentro e do
I6cus do PTEN (em vermelho), vistos na imagem da direita.
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Figura 7 - Exame pela técnica de FISH, demonstrando a esquerda amplificagao de

CCND1(Vvysis LSI cyclin D1 -dual color 1g13), com amplificagdo dos sinais dos cromossomos (em
vermelho). Comparar com os dois sinais verdes do cromocentro e do I6cus do CCND1 (em vermelho),
vistos na imagem da direita.

4.6 TESTE DE CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS

As correlagbes siginificativas, pelo teste de Spearman (p<0,05),
ocorreram na associagdo dos seguintes marcadores entres si: CDK4
nuclear; p21; p53; pRb; ciclina D1 e p16. Notar que apenas as correlagcdes
com CDK4 citoplasmatico ndo obtiveram resultados significativos (Tabelas 9
a 14).

Na Tabela 15, as variaveis morfolégicas que obtiveram correlagéo
significativa com teste de Spearman ou Mann-Whitney foram ciclina D1 e
invasdo vascular sanguinea e p53 com invasao vascular sanguinea. Note-se
que o indice de Breslow correlacionou-se negativamente com a expresséo

de CDK4 citoplasmatico.



Tabela 9 - Correlagdes entre CDK4 nuclear e demais marcadores
imunoistoquimicos. (S*= significativo. NS= nao significativo)

Correlagao pelo Teste de Significancia Rho Resultado
Spearman

CDK4 nuclear x p21 0,000 0,604 S*

CDK4 nuclear x p53 0,000 0,712 S*

CDK4 nuclear x pRb 0,000 0,656 S*

CDK4 nuclear x ciclina D1 0,000 0,576 S*

CDK4 nuclear x CDK4 citoplasma 0,457 -0,106 NS

CDK4 nuclear x p16 0,001 0,438 S*
Tabela 10 - Correlagbes entre ciclina D1 e demais marcadores

imunoistoquimicos (S*= significativo. NS= nao significativo)

Correlacdo pelo Teste de Significancia Rho Resultado
Spearman

Ciclina D1 x p21 0,000 0,680 S*
Ciclina D1x p53 0,000 0,624 S*
Ciclina D1x pRb 0,000 0,577 S*
Ciclina D1 x CDK4 citoplasma 0,361 0,132 NS
Ciclina D1 x CDK4 nuclear 0,000 0,576 S*
Ciclina D1x p16 0,000 0,521 S*

Tabela 11 - Correlagbes entre p16 e demais marcadores imunoistoquimicos.
(S*= significativo. NS= nao significativo)

Correlagao pelo Teste de Significancia Rho Resultado
Spearman

P16 x p21 0,008 0,370 S
P16x p53 0,000 0,641 S
P16x pRb 0,000 0,582 S
P16 x ciclina D1 0,000 0,521 S
P16 x CDKA4 citoplasma 0,001 0,438 S
P16x CDK4 nuclear 0,451 0,108 NS

Tabela 12 - Correlagdes entre p21 e demais marcadores imunoistoquimicos.
(S*= significativo. NS= n&o significativo)

Correlacao pelo Teste de Significancia Rho Resultado
Spearman

P21 x p53 0,000 0,766 S*
P21x pRb 0,000 0,607 S*
P21x ciclina D1 0,000 0,680 S*
P21 x CDK4 nuclear 0,000 0,604 S*
P21 x CDK4 citoplasma 0,653 0,065 NS

P21x p16 0,008 0,370 S*




Tabela 13 - Correlagbes entre p53 e demais marcadores imunoistoquimicos.
(S*= significativo. NS= n&o significativo)

Correlagao pelo Teste de Significancia Rho Resultado
Spearman

P53 x p21 0,000 0,766 S*
P53 x pRb 0,000 0,771 S*
P53 x ciclina D1 0,000 0,624 S*
P53 x CDK4 nuclear 0,000 0,712 S*
P53 x CDK4 citoplasma 0,933 -0,012 NS
P53 x p16 0,000 0,641 S*

Tabela 14 - Correlagdes entre pRb e demais marcadores imunoistoquimicos.
(S*= significativo. NS= nao significativo)

Correlacdo pelo Teste de Significancia Rho Resultado
Spearman

PRb x p21 0,000 0,607 S*
PRb x p53 0,000 0,771 S*
PRb x ciclina D1 0,000 0,577 S*
PRb x CDK4 nuclear 0,000 0,656 S*
PRb x CDK4 citoplasma 0,508 0,096 NS
PRb x p16 0,000 0,582 S*

Tabela 15 - Correlagbes entre variaveis morfolégicas e marcadores
imunoistoquimicos. (S*= significativo. NS= nao significativo)

Variaveis SignificAncia Teste Rho
Ciclina D1 x invasao vascular 0,041 Mann-Whitney NA
sanglinea

P53 x Invasao vascular 0,000 Mann-Whitney NA
Breslow x CDK4 citoplasma 0,000 Spearman -0,301

Pelo teste de Kruskal-Wallis ndo se encontrou correlacdo entre
delecdes de PTEN e p16 com a expressdo de proteinas do ciclo celular
avaliadas por exame imunoistoquimico. O mesmo ocorreu quando se

avaliou amplificagcédo de CCND1, utilizando-se o teste de Mann-Whitney.
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4.7 SOBREVIDA (KAPLAN-MEYER)

Nao houve diferenga significativa de sobrevida em 60 meses pela
curva de Kaplan-Meyer quando comparadas as variaveis demograficas
(género, cor de pele, nacionalidade, fototipo), clinicas (estadio e TNM),
morfolégicas (ulceracdo, Breslow, mitoses, infiltrado inflamatério peri e
intratumoral, invasdo vascular linfatica e sanguinea, satelitose e regresséo),
imunoistoquimicas (intensidades forte vs fraca de p16, ciclina D1, CDK4,

p53, p21, pRb) FISH (CCDN1, p16, PTEN) .

4.8 TESTES COMPARATIVOS ENTRE AMOSTRAS DO BRASIL E

BOLIVIA

Comparando-se a expressdao de proteinas do ciclo celular por
imunoistoquimica entre amostras do Brasil e Bolivia, ndo houve diferengas
significativas pelo teste de Mann-Whitney, com excessdao de CDK4

citoplasmatico (p=0,008) (Tabela 16).

Tabela 16 - Teste de Mann-Whitney para comparagao de intensidades de
imunoistoquimica das proteinas do ciclo celular, comparando amostras do
Brasil com Bolivia.

Variaveis de comparagdo imunoistoquimica Significancia

Brasil vs Bolivia

P53 0,516
P16 0,159
P21 0,177
PRb 0,658
Ciclina D1 0,825
CDK4 nuclear 0,085

CDK4 citoplasma 0,008*
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Nao houve diferengas significativas entre frequéncias de deleg¢ado de
PTEN e p16, bem como de amplificacdo de CCND1 quando comparadas

amostras do Brasil e Bolivia (Tabela 17).

Tabela 17 - Teste exato de Fisher para comparacao entre frequéncias de
delecao de PTEN e p16 e amplificagdo de CCND1 entre amostras do Brasil
e da Bolivia.

Variaveis de comparacgao Fish Significancia ( teste exato de
Brasil vs Bolivia Fisher)

PTEN 0,222

P16 0,161

CCND1 1,000
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5 DISCUSSAO

Como em todo o mundo, a incidéncia de melanoma tem crescido no
Brasil, sobretudo na regiao sul. Em Sao Paulo este crescimento também foi
observado em investigagao realizada no Periodo de 1863 a 1997 (CRIADO
et al. 1999). Em estudo na populagcdo de Goiania, realizado entre 1988 e
2000, os coeficientes padronizados médios de incidéncia do melanoma
foram crescentes tanto para homens (6,9% anual - r2=0,33; p=0,040) como
para mulheres (8,3% anual - r2=0,41; p=0,019) (SORTINO-RACHOQOU et al.
2006).

Entretanto, enquanto em melanomas extensivos superficiais a
radiacdo ultravioleta parece exercer papel preponderante na sua
patogénese, esta ndo parece ter qualquer influéncia em melanomas acrais.

Nesta casuistica, diagnosticou-se melanoma acral em média aos 63
anos de idade, predominou a etnia caucasiana, sem distingdo de género,
sendo preponderante nos pés, como encontrado na literatura mundial.

Dentre as caracteristicas morfologicas, as lesdes foram muito
espessas, 61,5% acima de 4,0 mm de profundidade de Breslow e igual
proporcdo com nivel de Clark IV ou maior, frequentemente ulcerados
(67,9%). Estes dados sdo provavelmente resultantes de diagndstico muito
tardios, e reforcam a necessidade de conscientizagdo do médico para o
exame locoregional sistematico em populag¢des de risco, como por exemplo

na regiao nordeste onde a incidéncia deste tipo de neoplasia € mais alta
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(BRANDAO et al. 2005).

Esta caracteristica refletiu-se no estadiamento dos pacientes, em sua
maioria avangados. De fato, 83,2% dos pacientes encontravam-se em
estadio T4, como se viu acima, ulcerados.

Entretanto ao observar a sobrevida em cinco anos, a taxa de
sobrevida foi alta (65,2%), comparando-se com 45% de sobrevida
encontrada na literatura para pacientes T4b (> 4 mm de Breslow, ulcerados).

No entanto, ao estabelecer-se as curvas de sobrevida na amostra,
nao foi possivel estabelecer uma correlacdo com profundidade de Breslow,
bem como dados de estadiamento. O indice de Breslow é o fator de maior
impacto na sobrevida de pacientes com melanoma. Considerando que foram
analisados apenas os casos incluidos no TMA, sendo todos melanomas
acima de 1,0 mm, é provavel que tenha sido afetada a analise de sobrevida
através dos parametros morfologicos. Justifica-se de certa forma, que néo
houve diferencas significativas de sobrevida em 60 meses pela curva de
Kaplan-Meyer quando comparadas as variaveis clinicas (estadio e TNM) e
morfolégicas (ulceragao, Breslow, mitoses, infiltrado inflamatério peri e
intratumoral, invasao vascular linfatica e sanguinea, satelitose e regressao).

A avaliagdo imunoistoquimica através do programa ACIS Il constitui
um avanco em relacdo a avaliagcdo semiquantitativa, uma vez que permite
estabelecer a intensidade e area marcada pelo cromégeno em numero de
pixels, estabelecendo numeros que podem ser analisados com ferramentas
estatisticas mais precisas. Aqui também ndo houve correlacdo da

intensidade (fraca ou forte estabelecida na curva ROC para p16, ciclina D1,
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CDK4, p53, p21, pRb), com sobrevida em nenhum dos marcadores
imunoistoquimicos.

Entretanto, ao examinar-se os testes de Spearman entre escores de
expressao imunoistoquimicas dos marcadores, observou-se como visto na
Tabela 33, correlagdo direta significativa entre todas proteinas do ciclo
celular, com niveis de significAncia muito altos. CDK4 citoplasmatico néo
correlacionou-se com as outras variaveis imunoistoquimicas. Estes
resultados indicam que a avaliagdo através do programa ACIS Il sdo
consistentes com os dados de literatura. Quando se seleciona pares de
proteina com indices altos de correlagdo Rho (acima de 0,7), ressaltam-se
p53 e CDK4 nuclear, p53 e p21, p53 e pRb. E conhecida a relacdo entre p53
e p21, sendo esta ultima ativada pela primeira ao desencadear-se a parada
do ciclo celular em G2, quando p14ARF é acionado na leitura alternativa do
gene CDKN2A (CHANA et al. et al. 2000).

Estudo feito em melanomas extensivos superficiais encontrou
expressao aumentada de p53, CDK4 e p21 em lesdes acima de 1 mm de
profundidade, portanto em neoplasias mais avangadas como encontrado na
presente amostra. Também foi evidenciado que CDK4 esteve mais expresso
em melanomas primarios comparado a melanomas metastaticos (DE SA et
al. 2009).

Os achados do presente estudo com o melanoma acral parecem
corroborar os resultados anteriores. E possivel que as proteinas envolvidas
no ciclo celular participem da génese de melanomas. CURTIN (2005), ao

estudar o perfil cromossdmico dos melanomas, observou em melanomas
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acrais, uma maior percentagem de casos com mutacédo do gene CCDN1 (da
ciclina D1), bem como de PTEN. Entre outros achados, a presenca de p53 e
Ciclina D1 correlacionou-se com invasdo vascular (p=0,007 e 0,041
respectivamente). HUSSEIN et al. (2003), estudando melanomas uveais
encontraram correlacdo entre a hiperexpressao imunoistoquimica de p53 e
invasao extraocular e vascular, enquanto TOSCHI et al. (2000), ao estudar
linhagens de células de melanoma transfectadas com p53 selvagem através
de vetor de adenovirus recombinante (AdCMV. p53), observaram redugéao
da capacidade de invasdao atribuida a reducdo dos niveis de
metaloproteinase 2.

KALEEM et al. (2000), relatou maior frequencia de expressao da
proteinas p53 nos melanomas que se encontravam em fase vertical de
crescimento. HA et al. (2008) e HAFERKAMP et al. (2009), fazem uma
revisdo dos mecanismos de senescéncia dos melandcitos e correlaciona as
alteracdes de p53 e pRb com este mecanismo e o desenvolvimento do
melanoma. As alteracdes nas vias de p53, pRB, ciclina D1 e p16 parecem
ser necessarias para o desenvolvimento e progressdao do melanoma
(PALMIERI et al. 2009). Embora ndo tenhamos observado correlagdo com
sobrevida, esta associacdo podera ter relevancia ao se estudar um numero
maior de pacientes portadores de melanoma.

O estudo do gene PTEN pela técnica de FISH evidenciou delegao
homozigotica em 14,6% e heterozigotica em 22,0% das amostras validas,
perfazendo um total de 36,6% de dele¢cdes. CURTIN et al. (2003)

encontraram correlacdo entre a delecdo de PTEN e mutagcdes em BRAF,
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indicando que a via PI3K é frequente sitio de alteragdes no melanoma,
dados similares aos aqui relatados.

A delecdo de PTEN é descrita presente em varias neoplasias
cutaneas, entre elas o melanoma, e sua perda é considerada como fator de
desenvolvimento desta neoplasia. Mutagbes no gene PTEN relacionam-se
tanto com a exposicdo a radiacdo ultra-violeta, ocasionando mutacdes
diretas, como alteragdes por indugédo pelo stress oxidativo (MING et al.
2009).

O estudo do gene p16 pela técnica de FISH evidenciou delecéo
homozigotica em 25,6% e heterozigotica em 16,3% das amostras validas,
perfazendo um total de 41,9% de delegbes. Entretanto, ndo houve
correlagcdo com a expressao imunoistoquimica tanto de p16 quanto com as
demais proteinas do ciclo celular. Desta forma, embora o indice de delecbes
seja elevado, ndo se encontrou evidéncias de que a perda de p16 tenha
implicagdes funcionais. A proteina p16 € produto do gene CDKNZ2A, sendo
este reconhecido como um dos genes mutados mais encontrados em
melanoma, o que ocorre precocemente em acrais-lentiginosos (CHANA et
al. 2000; HSIEH et al. 2009).

O estudo do gene CCND1 pela técnica de FISH evidenciou
amplificagcdo em 28,6% das amostras validas. Em estudo pela técnica de
CGH, CURTIN et al. (2003) observaram que o aumento de numero de
copias de CCND1 se relacionavam com mutacdes de BRAF.

Técnicas moleculares para estabelecimento de lesées melanociticas

atipicas, cuja morfologia ndo permita definir se a lesdo é benigna ou maligna
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véem sendo estudadas. A utilizacao através da técnica de FISH, de um
perfil de génico com sondas de DNA para PTEN, CCND1 e p16 combinadas,
pode indicar um limiar de mutagdes acima da qual o diagndstico de
melanoma seria estabelecido. Em nosso estudo, pudemos estabelecer o
perfil cromossdmico dos melanomas acrais, que poderiam ser aplicados ao
diagndstico de melanomas, para posterior validagdo em uma coorte de
pacientes cujo diagnostico é equivoco.

Os fatores demogréficos, anatomopatoldgicos, de estadiamento,
imunoistoquimicos, FISH (CCDN1, p16, PTEN) nao influenciaram a
sobrevida dos pacientes. Novos estudos devem ser feitos com casuistica
maior e avaliagdo de novos genes para se determinar quais fatores

poderiam influenciar na sobrevida do melanoma
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CONCLUSAO

Predominaram melanomas nos pés, sendo a maioria dos casos muito
profundos, acima de 4 mm de espessura de Breslow, indicando um
diagnostico tardio da doenca.

Foram encontradas delecbes de PTEN (27%), p16 (33%) e
amplificagdo de CCND1 (22%).

Houve correlacédo de expressao de proteinas do ciclo celular entre si,
Nao houve correlagao entre a expressao de imunoistoquimica das
protéinas estudas com delecées de PTEN e p16 e amplificacbes de
CCND1

Houve correlacado entre as expressdes imunoistoquimicas de Ciclina
D1 e invasédo vascular e p53 e invasao vascular.

Os achados acima podem ter significado para modificar a abordagem

diagnostica de pacientes portadores de melanomas acrais.
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