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RESUMO

Oliveira MMC. Estudo da expressédo de proteinas inibidoras de apopto-
ses em melanomas primarios com ou sem micrometastases em linfo-
nodo sentinela. Sdo Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao An-

ténio Prudente].

O fato de o melanoma ser uma doenga com comportamento clinico muito
peculiar a cada paciente, a despeito dos aspectos clinicos e epidemiolégico
ja bem estabelecidos e, por nem sempre essas variaveis serem suficientes
para predizer com acuracia o prognostico especifico, justifica-se este traba-
Iho, onde foi avaliada a expressédo das proteinas inibidoras de apoptose c-
IAP2, XIAP, Survivina e Smac/Diablo em amostras de melanomas primarios
com espessura igual ou maior que 1 mm, com e sem micrometastases em
linfonodo sentinela, recuperadas em prontuarios de 63 pacientes tratados no
periodo de 1997 a 2007 cujas informag¢des atendiam aos critérios de inclu-
sdo para esta investigagcao. Apds a devida revisdo das laminas e blocos para
confirmacgéo diagndstica e para estabelecimento dos parametros prognosti-
cos, as areas representativas dos tumores foram cuidadosamente selecio-
nadas em laminas coradas por HE, e os blocos com tecido tumoral foram
utilizados para a construgdo de tissue microarrays (TMAs). Os resultados
foram classificados em positivos ou negativos, de acordo com a intensidade
da reagao e porcetagem do tumor acometido. Esses achados foram correla-
cionados com a sobrevida cancer-especifica e livre da doenga em cinco a-
nos. Os aspectos epidemioldgicos, clinicos e histolégicos desses melano-
mas cutaneos sao apresentados descritivamente. Foi observada expressao
positiva de XIAP em 93,9% das amostras; de Smac/Diablo em 84,6%; de c-
IAP-2 em 72,1%; e de Survivina em 23,4% das amostras. Nao houve asso-
ciagao significativa entre a expressao dessas proteinas e a sobrevida can-

cer-especifica e livre da doenga dos pacientes em cinco anos.



SUMMARY

Oliveira MMC. [Expression of inhibitor of apoptosis proteins in primary
melanomas with and without sentinel lymph nodes micro metastasis].

Sao Paulo; 2012. [Dissertacao de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Expression of inhibitor of apoptosis protein c-IAP2, XIAP, Survivin, and
Smac/Diablo was assessed in samples of > 1 mm primary melanomas with
or without sentinel lymph nodes micro metastasis collected from the files of
63 patients treated along 1997 to 2007 whose information was in accordance
with the inclusion criteria adopted for this investigation. After due revision of
slides and blocks for confirming diagnosis and establishing prognostic pa-
rameters, representative tumor areas were carefully selected in slides
stained by HE, and tissue microarrays (TMAs) were constructed using the
blocks with tumor tissue. Two fragments of each sample from different tumor
areas were deposited in the receptor block, and slides were read in optical
microscopy by the same pathologist. Positive or negative results were classi-
fied according the intensity of the reaction. Such findings were correlated with
cancer-specific and disease-free survival in five years. Epidemiologic, clini-
cal, and histological findings are described. XIAP was positive in 93.9%,
Smac/Diablo in 84.6%, c-IAP-2 in 72.1%, and Survivin in 23.4% of the spec-
imens. There were no significant associations between the expression of the
studied inhibitor of apoptosis proteins and cancer-specific or disease-free

survival in five years.
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1  INTRODUCAO

O melanoma é um tumor resultante de transformag¢ao maligna e proli-
feracdo dos melandcitos, os quais sao derivados do tecido neuroectodérmico
e estdo presentes na camada basal da epiderme (COSTACHE et al. 2007).
Desenvolve-se em trés diferentes estagios, que vao do radial para a fase de
crescimento vertical e doengca metastatica (ALONSO et al. 2004).

De todos os tumores de pele, apenas 3% correspondem ao melano-
ma (FERRARI JUNIOR et al. 2008), embora sua incidéncia tenha duplicado
nas ultimas décadas, com aumento muito maior do que em outros tipos de
cancer (GOODSON e GROSSMAN 2009). Nos Estados Unidos da América,
€ o sexto tipo de cancer mais maligno e corresponde a 4% de todas as mor-
tes por cancer (RIKER et al. 2010). No Brasil, segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer, representa 4% das neoplasias malignas da pele, apesar
de ser a mais grave devido a sua alta possibilidade de metastase.

Varaveis clinicas e histologicas sao usadas como fatores progndsticos
no melanoma, como o indice de Breslow, Clark, nimero de tumores, pre-
senga de ulceracdo e invasao vascular (ALONSO et al. 2004). A espessura
do tumor é o fator progndstico mais importante na determinagéo do risco de
metastases. Nos casos de melanoma cutaneo com espessura de até 1,0
mm, a excisao local ampla é o tratamento apropriado e adequado, resultan-
do em taxa de sobrevivéncia de cinco anos de 90%. Porém, ha um subcon-

junto de pacientes com melanoma fino (< 1,0 mm) que desenvolvem metas-



tases, o que institui um desafio para a medicina atual (KALADI et al. 2003).
Pacientes com metastases a distancia apresentam sobrevida de aproxima-
damente dois anos (BALCH et al. 2009).

A presenga de metastases em linfonodos também é fator progndéstico
importante. Embora o comprometimento linfonodal seja mais provavel em
lesdes maiores, ocorrendo em 20% dos pacientes cujos tumores apresentam
espessura de 1 mm a 4 mm, a pesquisa do linfonodo sentinela (primeiro lin-
fonodo a receber drenagem na cadeia linfatica) ja € padrdao mesmo para os
melanomas menores que apresentem outras caracteristicas associadas,
como Clark > Ill ou ulceracao, pois permite avaliar o estado de toda a cadeia
linfatica (LAGES et al. 2011).

Por outro lado, o avango extraordinario dos estudos de biologia mole-
cular em melanoma na ultima década vem colaborando para o entendimento
mais amplo desse tipo de tumor, o que deve influenciar no diagnéstico, na
classificagdo, no prognostico e no tratamento da doencga. Nesse sentido,
dentre outras alteracbes moleculares alhures descritas, defeitos na regula-
¢ao da via da apoptose vém sendo associados com a progressao do mela-
noma, sua disseminagao e sua resisténcia a quimioterapicos (HUSSEIN et
al. 2003; HERSEY 2006).

A apoptose € caracterizada por uma cascata proteolitica que envolve
uma série de cisteina-proteases conhecidas como caspases, as quais culmi-
nam com a clivagem de substratos especificos. Atualmente, sdo conhecidas
duas cascatas de ativagdo das caspases que regulam a apoptose: uma é

descrita como receptor-mediada e a outra, como dependente de mitocdndria



(HUSSEIN et al. 2003).

A apoptose também é regulada por outra familia de proteinas: as I-
APs, ou Proteinas Inibidoras de Apoptose), que incluem as IAPs 1 e 2, a XI-
AP, a Survivina e a ML-IAP que, de modo geral., inibem a ativagao e a fun-
¢ao efetora das caspases na apoptose. A sua ligagdo as IAPs é competiti-
vamente inibida pelas proteinas Smac/Diablo e OMI que, liberadas pelas
mitocondrias, permite que as caspases atuem como indutoras de apoptose,
€ esse parece ser o principal mecanismo de indugao de apoptose em mela-
noma (HERSEY 2006).

A despeito de os aspectos clinicos e epidemioldgicos ja estarem bem
estabelecidos, o fato de o melanoma ser uma doenga com comportamento
clinico muito peculiar a cada paciente, € nem sempre essas variaveis serem
suficientes para predizer com acuracia o prognéstico especifico de cada ca-
so (COSTACHE et al. 2007), justifica estudos que contribuam com mais
subsidios sobre o perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes com melano-
ma primario com e sem micrometastases em linfonodo sentinela.

Segundo ANGER (2008), porém, o perfil imuno-histoquimico de prote-
inas pro-apoptoéticas em melanomas maiores e menores que 1mm compara-
do ao dos nevos melanociticos usuais parece nao ter significado prognosti-
co, o que pode estar indicando que outros fatores seriam necessarios para
sobrepujar a morte celular (apoptose) e contribuir para o crescimento e a
disseminagcao dos melanomas.

Com base nessas informacdes, propusemo-nos a avaliar a expressao

das proteinas inibidoras de apoptose c-IAP2, XIAP, Survivina e Smac/Diablo



em melanomas primarios com espessura igual ou maior que 1 mm, com ou
sem micrometastases em linfonodo sentinela, e correlaciona-la com a evolu-

¢ao dos pacientes.



2 REVISAO DE LITERATURA

21 MELANOMA

O melanoma cutaneo é um tumor resultante de transformacao malig-
na e proliferagdo dos melandcitos (COSTACHE et al. 2007) que se originam
da crista neural e estao localizados na camada basal da epiderme, cabelos,
bulbo, olhos, orelhas e meninges (BANDARCHI et al. 2010).

As principais fun¢des dessas células sdo a sintese e a transferéncia
dos granulos de melanina para os queratindcitos que, assim, formam uma
espécie de escudo de protecdo do DNA celular capaz de absorver a radia-
¢ao UV (ultravioleta) e neutralizar os radicais livres produzidos pela agao
antioxidante. Paradoxalmente, os melandcitos sdo danificados e transforma-
dos pelos mesmos agentes programados para protegé-los de radiagédo UV
(MARKOVIC et al. 2007).

A cor da pele é particularmente determinada pelos tipos de granulos
de melanina, que sdo a eumelanina (pigmento preto ou marrom), a feomela-
nina (pigmento amarelo ou vermelho) e a mistura de ambas, bem como pelo
numero, pelo tamanho e pela densidade dos melanossomos (SOUZA et al.
2004; MARKOVIC et al. 2007).

O melanoma desenvolve-se em trés diferentes estagios que vao do
radial para a fase de crescimento vertical e doenca metastatica (ALONSO et

al. 2004). A fase de crescimento radial € aquela em que o tumor se encontra



restrito a epiderme, sem evidéncia de mitoses, apenas com aumento no di-
ametro da lesdo. Na fase vertical., o tumor ja se encontra na derme, com
evidéncia de mitoses e presenca de células tumorais com atividade prolifera-

tiva (CUMMINS et al. 2006; PAYETTE et al. 2009).

2.1.1 Incidéncia

De todos os tumores de pele, o melanoma corresponde a apenas 3%,
mas com morbidade importante e alta taxa de mortalidade, respondendo por
75% de todas as mortes por neoplasia cutdnea maligna (FERRARI JUNIOR
et al. 2008) e por 4% de todas as mortes por cancer nos Estados Unidos da
América (RIKER et al. 2010).

No Brasil, o cancer de pele é o tipo de cancer mais frequente, e cor-
responde a 25% de todos os tumores malignos registrados no pais. O mela-
noma representa apenas 4% das neoplasias malignas cuténeas, mas é a
mais grave delas devido a alta incidéncia de metastases. Segundo dados do
Instituto Nacional do Cancer - INCA, estima-se, no Brasil, cerca de 2.960
homens e 2.970 mulheres (5.930 casos) acometidos por essa neoplasia em
2010, embora a literatura internacional reporte que a incidéncia de melano-
ma tende a ser maior em homens (TUCKER 2009; RIKER et al. 2010; BAN-
DARCHlI et al. 2010).

O aumento da incidéncia de melanoma que se observa em todo o
mundo é parcialmente devido a deteccédo precoce (melanomas finos); mas
ha também um aumento real nessa incidéncia devido tanto a maior exposi-

¢ao ao sol e a outras fontes de radiagao ultravioleta (UVR) quanto as modifi-



cacgdes na camada de ozbdnio que fazem com que a luz solar alcance a su-
perficie terrestre com intensidade muito maior (CUMMINS et al. 2006).

O progndstico, por sua vez, vem tendendo a melhorar justamente em
decorréncia do diagndstico precoce de melanomas finos e, portanto, em uma
fase curavel da doenga (TUCKER 2009; BANDARCHI et al. 2010).

O melanoma atinge tanto individuos jovens quanto adultos mais ve-
lhos. De maneira geral, € mais frequente em homens do que em mulheres,
exceto em locais em que se tem o habito de exposicado solar intensa, como
em algumas regides da Europa e dos Estados Unidos, onde a incidéncia em
mulheres tende a ser maior (MACKIE et al. 2009; RIKER et al. 2010). A ocor-
réncia de melanoma tende a ter um aumento linear a partir dos 15 até os 50
anos, com uma média em torno dos 57 anos para o diagndstico e ao redor
dos 67 anos para 6bito (MARKOVIC et al. 2007).

As areas corporais mais vulneraveis a ocorréncia de melanoma sio o
tronco (43,5%), as extremidades (33,9%), acral (11,9%), e a regido de cabe-
ca e pescoco (10,9%) (BANDARCHI et al. 2010). Tanto negros quanto bran-
cos norte-americanos apresentam a mesma chance de desenvolver mela-
noma acral. No entanto, melanomas nao cutaneos sdo mais comuns em n&o

brancos (MARKOVIC et al. 2007).

2.1.2 Fatores derisco
Os principais fatores de risco para a ocorréncia dessa neoplasia séo a
exposicao ao sol, a cor da pele branca, o desenvolvimento de mais de 50

nevos, a presenga de cinco nevos atipicos ou de nevos congénitos com mais



de 6 mm de largura, PUVA-terapia, histdéria de quimioterapia, xeroderma
pigmentoso, imunossupressao, antecedentes familiares e fatores genético
(CUMMINS et al. 2006; MARKOVIC et al. 2007; HAACK et al. 2008; TUC-
KER 2009; GOODSON e GROSSMAN 2009)

A UVR é o principal fator de risco envolvido no desenvolvimento do
melanoma cutaneo primario e, dentro do espectro magnético da luz, pode
ser dividida em UVB (320 nm — 280 nm), que ha muito tempo ja vem sendo
relacionada com tumores de pele tanto benignos quanto malignos pelo dano
que causa em material genético (FAYOLLE et al. 2008); UVA (400 nm — 320
nm), que promove fotoenvelhecimento e, embora ja tenha sido considerada
mais segura em anos passados, também pode ser causa de neoplasia ma-
ligna cutanea; e UVC (280 nm — 100 nm), que é bloqueada pela camada de
ozbnio e relacionada com menor ocorréncia de cancer (CUMMINS et al.
2006). A lesdo melanocitica por UVR depende, preferencialmente, do tipo de
radiacado incidente, da cor da pele (fototipo), da espessura da camada de
ozénio e da quantidade de nuvens no local da exposi¢ao ao sol (MARKOVIC
et al. 2007).

Estudos moleculares tém demonstrado o poder da UVB em promover
mutagdes no DNA que podem interferir na apoptose pela ativacdo tanto da
via mitocondrial quanto das vias caspase-independente (FAYOLLE et al.
2008) e p-53-independente (RAJ et al. 2008). Alteragdes nos mecanismos
apoptaoticos, por sua vez, podem tanto induzir desequilibrio na morte celular
quanto ativar os inibidores da apoptose, promovendo maior proliferagao ce-

lular e, consequentemente, a progressao do melanoma (RAJ et al. 2008).



A histéria familiar € outro fator importante no surgimento do melano-
ma, pois pacientes com parentes de primeiro grau com histéria de melanoma
tém risco de desenvolver a doenga duas vezes maior do que os individuos
sem antecedentes familiares (MARKOVIC et al. 2007; GOODSON e
GROSSMAN 2009). Grupos internacionais de pesquisadores voltados para o
estudo de genética em melanoma, como o GenoMel e 0 Gem, identificaram
tanto os genes quanto as mutagdes importantes que ocorrem nesses genes
que controlam o ciclo celular. Mostraram que um terco dos casos de mela-
noma invasivo com antecedentes familiares do tumor apresentou mutacoes
no gene CDKN2A, o que foi especialmente observado em areas geograficas
especificas, como Mediterraneo, Suécia e Escécia, e que esses casos esta-
vam relacionados com a Sindrome dos Nevos Atipicos. Os genes CDK4 e
MC1R, atuando tanto isoladamente quanto na presenca de CDKN2A, tam-
bém ja foram relacionados a melanomas familiares (MACKIE et al. 2009;
KUDCHADKAR 2010). Antecedentes familiares de cancer de pancreas e de
astrocitoma também fazem parte da investigacdo dessa neoplasia (MAR-

KOVIC et al. 2007).

2.1.3 Classificacao

O melanoma foi classificado por CLARK et al. (1969) em tipo extensi-
vo superficial, lentigo maligno e nodular. Posteriormente, REED (1976) a-
crescentou um quarto tipo chamado de melanoma maligno acral lentiginoso.
Atualmente é classificado em Melanoma Extensivo Superficial (com incidén-

cia de 50%-75%), Melanoma Nodular (15%-35%), Lentigo Maligno (5%-
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15%), Melanoma Acral Lentiginoso (5%-10%) e Melanoma Desmoplasico,
que é pouco frequente (BANDARCHI et al. 2010; SANCHEZ-YUS et al.
2010).

O Melanoma Extensivo Superficial (MES) € o tipo mais comum de
melanoma, pode ocorrer em qualquer local e em qualquer idade, e esta
associado com exposido intermitente ao sol. Cerca de 75% dos MESs
podem recidivar. De maneira geral., as lesdes se apresentam clinicamente
com variagao na pigmentacgao e distribuicdo de células pagetoides ao longo
da epiderme (PAYETTE et al. 2009; SCOLYER et al. 2011).

O Melanoma Nodular (MN) tem demonstrado taxa de crescimento
mais rapida, comportamento biologicamente mais agressivo e com numero
maior de mitoses quando comparado com os outros subtipos. Ele também
parece carecer de uma fase inicial de crescimento radial, pois ja surge com
crescimento vertical., fator possivelmente decorrente da natureza das células
tumorais e/ou de varias influéncias microambientais. Quando apresenta
células amelanodticas, pode ser confundido com carcinoma basocelular
(KALKHORAN et al. 2010; SCOLYER et al. 2011).

O Lentigo Maligno (LM) ocorre na pele exposta ao sol continuamente,
como face e extremidades superiores de pacientes idosos. Inicialmente
denominado de sardas de Hutchinson, é caracterizado por proliferacdo
continua intraepitelial de células neoplasicas com formacdo de ninhos que
se estendem aos anexos cutaneos. A epiderme é atrofica, e ha elastose.
Apenas 5% dos pacientes com LM progridem para melanoma, usualmente

apos varios anos (BANDARCHI et al. 2010; SCOLYER et al. 2011).
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O Melanoma Acral Lentiginoso (MLA) corresponde a 2%-8% dos mela-
nomas em pacientes de pele clara, mas € o tipo mais frequente em pessoas
de pele escura e asiaticos (corresponde a 35%-60% dos melanomas nesse
grupo populacional). Ocorre nas palmas das maos, na planta dos pés e sob
as unhas. E o subtipo mais agressivo dos melanomas (CASCINELLI et al.
1994; CRESS e HOLLY 1997; BRANDAO et al. 2005). Em sua fase intraepi-
dérmica, ha pigmentacao irregular e pobremente circunscrita; o desenvolvimento

de area nodular reflete o padréo invasivo de crescimento (GARBE et al. 2011).

2.1.4 Caracteristicas clinico-histolégicas e progndstico

As caracteristicas clinico-histoldgicas estdo relacionadas com o indice
de Breslow, presenca de ulceragao, numero de mitoses, nivel de Clark,
presenca de infiltragcdo tumoral de linfocitos, regresséo, satelitoses
microscopicas, invasado linfovascular, angiotropismo, volume tumoral.,
neurotropismo, tipo celular, recorréncia local., subtipos histopatolégicos e
fase de crescimento vertical (BALCH et al. 2009; BANDARCHI et al. 2010;
SCOLYER et al. 2011).

O indice de Breslow é o fator clinico-patolégico mais amplamente uti-
lizado para individualizar o tratamento cirurgico (BRESLOW 1970). Melano-
mas com estadio clinico | (melanoma primario com espessura de até 1 mm)
estdo associados a taxas muito baixas de metastases a distancia e de morte
por melanoma e a taxas baixas de metastase local ou reincidéncia regional.
Melanomas com espessura de até 0,76 mm apresentam baixo risco para

recidivas ou metastases (PAYETTE et al. 2009).
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Em CLARK et al. (1669) definiram cinco niveis de invasao tumoral nas

camadas da pele, a saber:

- Nivel 1 - Restrito a epiderme

- Nivel 2 - Estendendo-se até a derme papilar

- Nivel 3 - Estendendo-se até a interface entre a derme papilar e a reti-
cular;

- Nivel 4 - Estendendo-se até a derme reticular.

- Nivel 5 - Com acometimento do tecido subcutaneo.

Esses autores correlacionaram a invasao do tumor com o progndsti-
co, e mostraram que a taxa de sobrevida é inversamente proporcional a in-
vasao tumoral: pacientes com melanomas classificados no nivel 3 de Clark
tém risco de morte pelo melanoma de 3,7 vezes maior do que aqueles clas-
sificados em niveis inferiores; esse risco € de 16 vezes maior em pacientes
com melanomas classificados no nivel 4. Esses achados foram similares
quanto a idade a ao sexo dos pacientes, a localizacdo do tumor e a presen-
¢a de ulceragao (CLARK et al. 1969).

Ha casos em que se pode observar a regressao do melanoma, que é
histologicamente definida como resultado da interagdo entre as células tu-
morais e o sistema imune, que promove a substituicao do tecido tumoral por
tecido fibrético por agdo dos melandfagos, proliferagao linfocitaria e telangi-
ectasias. Em areas de completa regressao, muitas vezes as células tumorais
se encontram totalmente ausentes. No entanto, a presenca de regressao
pode piorar a sobrevida, mesmo nos casos de melanomas finos (PAYETTE

et al. 2009).
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Noédulos satélites, ou satelitoses, sdo definidos como quaisquer ni-
nhos descontinuos de células metastaticas intralinfaticas com diametro me-
nor que 0,05 mm que estejam claramente separadas, pela pele normal (e
nao por fibrose ou inflamacgdes), do principal componente invasivo do mela-
noma em distancia de pelo menos 0,3 mm (BALCH 2009). Considera-se,
entdo, metastase em transito o foco tumoral intralinfatico que se encontra a
uma distancia de 5 cm ou mais do tumor primario, mas sem alcancgar ainda
os linfonodos regionais. A presencga tanto de ndédulos satélites quanto de me-
tastases em transito implicam em pior prognéstico (GARBE et al. 2011).

Também deve ser observada eventual presenca de infiltracido nervosa
por células tumorais, pois alguns tipos de melanoma, como o desmoplasico
ou os melanomas de células fusiformes, tém alta propensao para invasao

perineural (IVAN e PRIETO 2010).

2.1.5 Diagnéstico e tratamento

Diagnéstico clinico mais precoce seguido de tratamento adequado ao
tipo histoldégico do melanoma esta associado com taxas mais altas de sobre-
vida. Nesse contexto, a dermatoscopia desempenha papel fundamental, pois
permite a identificacdo de lesdes suspeitas a partir de caracteristicas morfo-
l6gicas nao visiveis a olho nu, o que possibilita a excisdo dessas lesdes com
margem minima de seguranca de 1 mm a 2 mm e ampliacéo cirurgica das
margens de acordo com o tipo histolégico (KUO et al. 2003; GOODSON e

GROSSMAN 2009).
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Existe uma variedade de protocolos de ampliagdo de margens do
melanoma primario cutaneo (TSAO et al. 2004; BANDARCHI et al. 2010).

Em alguns casos, quando o diagndstico histolégico é duvidoso, o em-
prego de técnicas imuno-histoquimicas € fundamental. No caso da melanina,
a avaliacdo das proteinas S-100, HMB45 e Melan-A pode confirmar a pre-
senga de lesbes tumorais em células melanociticas, além de fornecer infor-
macodes adicionais que podem influenciar no tratamento e no prognostico
(GARBE et al. 2011).

Na avaliacdo diagnostica dos melanomas, a biopsia do linfonodo
sentinela é atualmente considerada rotina dentro da maioria dos grandes
centros, e € essencial para o estadiamento do tumor na classificacdo
American Joint Committee on Cancer (AJCC) desde 2001 (BALCH et al.
2009). Para a avaliacdo de mestastase linfonodal, a revisdo do sistema de
estadiamento do AJCC realizada em 2009 recomenda o uso de técnicas de
coloracdo de hematoxilina-eosina (HE), assim como de técnicas imuno-
histoquimicas com uso preferencial dos anticorpos S100R3, Melan A e HMB-
45 (BALCH et al. 2009).

Para a avaliagdo de metastases linfonodais, os parametros a serem
considerados devem incluir a profundidade da invaséo a partir da capsula, o
didmetro maximo e a localizag&o do linfonodo dentro da cadeia linfatica (WA-
INSTEIN e BELFORT 2004). Cerca de dois tergos dessas metastases sao
confinados ao linfonodo regional, e podem se manifestar como:

- Micrometastases, que ndo sédo diagnosticadas clinicamente ou por

exames de imagem, mas apenas por analises imuno-histoquimicas ou
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por técnicas de PCR.

- Metastases satélites, em que os nédulos intralinfaticos sdo observa-

dos em distancia maior que 2 cm do tumor primario.

- Metastases em transito, localizadas em distancia de 2 cm entre o

tumor primario e o primeiro linfonodo.

- Metastases linfonodais diagnosticadas clinicamente.

Os principais érgaos acometidos por metastase a distancia de me-
lanomas sao o figado, o pulméao e o cérebro (GARBE et al. 2011), e a in-
vestigacado desses 6rgao deve fazer parte da rotina de diagnéstico e a-
companhamento de casos de melanoma.

Excisdo cirurgica, radioterapia e terapia com interferon tém sido
utilizadas tanto no tratamento do tumor quanto no tratamento de
mestastases. Perfusao isolada de membro hipotérmico com melphalan é a
indicagdo para os casos de varias lesdes cutdneas em um mesmo segmento
(GONZALEZ et al. 2010).

O seguimento ambulatorial desses pacientes costuma ser feito com
testes laboratoriais de rotina, como a analise de lactato desidrogenase
(LDH), e/ou com exames de imagem, como a tomografia computadorizada, a
ressonancia magnética e PET scan (BANDARCHI et al. 2010). Nos estadios
mais avang¢ados da doenca, como o estadio IV, a elevacao da LDH é fator
preditor independente altamente significativo de sobrevida (BALCH et al.

2009).
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2.1.6 Prevencéo

Para a prevencao dos melanomas primarios, deve-se evitar exposicao
inadequada ou constante ao sol e fazer uso correto e frequente dos
fotoprotetores. Em pacientes de risco, a avaliagdo dermatolégica e exames
dermatoscopicos de rotina sdo medidas preventivas importantes (HAACK et
al. 2008; TUCKER 2009).

Para prevengao de recidivas, ressalta-se o cuidado com as margens

de seguranca cirurgica (GOODSON e GROSSMAN 2009).

2.2 EQUILIBRIO ENTRE PROLIFERACAO E MORTE CELULAR

Tao importante quanto a divisdo e a proliferacido celular, a morte celu-
lar programada permite que o organismo controle o numero de células, o tipo
e o tamanho dos tecidos, protegendo-os do envelhecimento e de danos que
ameacem a homeostase (HENGARTNER 2000).

Historicamente, a morte celular tem sido dividida em mecanismos re-
gulado e desregulado. A morte celular desregulada, frequentemente chama-
da de necrose, € causada por estresse celular secundario a uma lesédo agu-
da que leva ao rompimento das células que, por sua vez, liberam o seu con-
teudo nas células vizinhas, gerando uma resposta inflamatoéria potencialmen-
te prejudicial (DEGTEREV e YUAN 2008). A apoptose, ou a forma regulada
de morte celular, € o mecanismo de destruigao fisioldgica da célula que é
estimulado por acgdes intracelulares ou por intermédio de receptores exter-

nos, que visa evitar a degeneracgéo de um organismo (ASSUNCAO GUIMA-
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RAES e LINDEN 2004).

A apoptose pode ser desencadeada por mecanismos intrinsecos e
extrinsecos. A maquinaria intracelular depende de uma familia de proteases
que apresenta uma cisteina no sitio ativo e cliva suas proteinas-alvo em aci-
do aspartico especifico, denominada caspases, que sao sintetizadas na cé-
lula através de um precursor inativo (ou pré-caspases) que pode ser ativado
por estimulos extracelulares como, por exemplo, os linfocitos T citotdxicos,
através da proteina ligante Fas, ou por estimulos intracelulares, através da
ativagdo da via mitocondrial (HERSEY 2006).

A morte celular por apoptose caspase-mediada depende de estimulos
que promovam a conversao de seus precurssores (pré-caspases) em prote-
ases maduras (caspases). Assim, as caspases iniciadoras (caspases 1, 2, 4,
5, 8, 9,10 e 14) sdo ativadas por oligomerizagao induzida e autoprocessada,
enquanto as caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) sdo ativadas por outras
proteases, incluindo as caspases iniciadoras. A clivagem proteolitica de
substratos celulares por caspases efetoras determina, em grande parte, as
caracteristicas de morte celular por apoptose. Trés vias principais foram i-
dentificadas de acordo com a caspase iniciadora: a via caspase-receptora,
que envolve a caspase 8 (ativada pela familia Fas); a via do reticulo endo-
plasmatico, atribuida a ativacdo de caspase 12; e a via mitocondrial, na qual
varios fatores podem desencadear a liberacdo de proteinas pela mitocén-
dria, como o citocromo C, o Smac/Diablo, a protease apoptdtica ativadora do
fator 1 (Apaf-1) e a endonuclease G, que levam a ativacédo da caspase 9 e a

clivagem das caspases 3, 7 ou 6. Embora a caspase 3 esteja amplamente
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envolvida na apoptose, as suas fungdes efetoras podem ser dispensaveis
para morte celular por apoptose (ASSUNCAO GUIMARAES e LINDEN 2004;
HERSEY 2006).

A via intrinseca atua na homeostase intracelular, e algumas das pro-
teinas da apoptose atuam nas membranas interna e externa da mitocéndria,
aumentando a permeabilidade da membrana externa e possibilitando a sai-
da de substancias que atuam na morte celular. A esse processo da-se o
nome de Permeabilizacdo da Membrana Mitocontrial Externa ou MOMP (LIU
et al. 2004).

Para esse processo, ha trés mecanismos principais que, inclusive,
podem se relacionar (GREEN e REED 1998; HENGARTNER 2000; GREEN
e KROEMER 2004; ASSUNCAO GUIMARAES e LINDEN 2004), a saber:

1. Interrupgao do transporte de elétrons e metabolismo de energia (ci-
tocromo C e ATP, respectivamente);

2. Liberacao de proteinas ativadoras da familia caspases, que ocorre
através das proteinas da familia Bcl, que consiste em um grupo grande de
proteinas que atuam na mitocédndria, algumas com fungao pré-apoptética e
outras com acgao antiapoptotica. As proteinas Bax (localizada no citoplasma)
e Bak (localizada na membrana mitocondrial) tém funcéo pré-apoptotica,
observando-se, em sua deleg¢do, uma resisténcia celular a um largo espectro
de estimulos apoptoéticos. A proteina Bcl-2 e outras, como a Bcl-xL, tém fun-
¢ao antiapoptoética, bloqueando a liberacao do citocromo C da mitocéndria.

3. Alteracao do potencial de oxi-redugao celular. Quando todas as mi-

tocOndrias da célula sdo afetadas, ocorre fosforilagdo oxidativa incompleta e
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hidrolise acelerada de ATP, e esse evento é considerado como hipotese de
autofagia, apoptose e necrose.

Ja esta bem estabelecido que falhas no processo de apoptose podem
ter grande impacto no desenvolvimento de tumores malignos, que resultam
do desequilibrio entre proliferacdo e morte celular (NAKAGAWA et al. 1995).
No caso do melanoma, a apoptose € um processo central na biologia tumo-
ral, e as interacbes de suas vias de ativacao e inibicdo, ainda pouco enten-
didas, contribuem para a resisténcia aos quimioterapicos, que € uma das

principais caracteristicas desse tumor (HUSSEIN et al. 2003).

2.3 PROTEINAS INIBIDORAS DE APOPTOSE (IAPS)

As proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) sdo proteinas intracelula-
res, reguladores antiapoptéticos, caracterizadas pela capacidade de inibir
diretamente as caspases pela presengca de um ou mais dominios de repeti-
¢ao, isolados primeiramente em baculovirus, um grupo de virus especificos
de insetos, que se ligam diretamente as caspases (SILKE et al. 2005). Todas
as |APs sao caracterizadas pela presenca da ultima banda baculovirus IAP
repetida (BIR). Os seus homdlogos humanos incluem proteinas inibidoras da
apoptose neuronal (NAIP), c-IAP1, c-IAP2, XIAP e Survivina (HUSSEIN et al.
2003). Muitas proteinas IAP, incluindo a c-IAP1 e a c-IAP2, contém um ter-
minal carboxila no anel de dominio que pode funcionar como uma ubiquitina
ligase E3. A atividade de E3 no anel de dominio em c-IAP1 e c- IAP2 foi pre-

viamente mostrada como reguladora negativa das propriedades inibidoras
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da apoptose das proteinas c-IAP e como promotora de autoubiquitinagao e
degradacgao de c-IAP1, dificultando as tentativas de definir as propriedades
celulares dessa proteina. A propriedade especializada das proteinas c-IAP
esta na sinalizagao da familia do fator de necrose tumoral (TNF), através da
ligacdo com os Fatores Associados ao Receptor-TNF (TRAFs), mais nota-
damente TRAF1 e TRAF2. Sabe-se que as c-IAPs 1 e 2 participam ativa-
mente na via de sinalizacdo adicional da apoptose, e que a c-IAP-1, quando
estabilizada, pode proteger a célula de morte por apoptose, mas ainda nao
se conhece mecanismo utilizado para isso (CSOMOS et al. 2009).

Dentre as proteinas IAPs, a mais intensamente estudada é a IAP Ii-
gada ao X (XIAP), que contém trés BIRs. BIR3 & necessario e suficiente pa-
ra a ligacao e inibicao da caspase 9 pela XIAP, enquanto BIR2, juntamente
com um pequeno amino proximal no dominio terminal, esta envolvido na li-
gagao e na inibicdo das caspases 3 e 7. Curiosamente, as XIAPs se mostra-
ram elevadas em neoplasias e, assim, tornaram-se um alvo promissor em
terapias antineoplasicas. A propriedade inibidora da caspase pela XIAP pode
ser neutralizada pela proteina Smac/Diablo, que é uma proteina mitocondrial
liberada no citosol devido a permeabilizacdo das membranas mitocondriais.
A ligacdo com Smac pode deslocar a XIAP através da interagao, liberagao
da caspase e diminuicao do limiar celular para apoptose. Muitos estudos tém
revelado a natureza da interagao entre Smac e XIAP, através do desenvol-
vimento de compostos de fibra sintética que se assemelham a essa intera-
¢ao. Curiosamente, também tem se observado que alguns desses interagem

com pelo menos duas outras IAPs (a c-IAP2 e a c-IAP1). Sugere-se que as
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interacdes de IAP1 e IAP2 com Smac mimetizem resultados indiretos de re-
ducao de apoptose, afetando a ativacdo da rede de transcricdo NF-kB, em
vez de aliviarem diretamente as pressdes sobre as caspases. Ainda menos
claro é o entendimento da contribuicido da XIAP para os efeitos pro-
apoptoticos desses compostos e da forma como a XIAP pode ser um alvo
molecular para o projeto de novas drogas (DUCKETT 2005; GALBAN et al.

2009).

2.3.1 XIAP

A proteina inibidora de apoptose ligada ao X (XIAP) parece ser a mais
potente das IAPs na inibicdo das caspases (EMANUEL et al. 2008). E o Uni-
co membro da familia IAP capaz de promover a inibicdo direta das fases tan-
to de iniciagcdo quanto de execucdo da cascata apoptdtica. Inibe a iniciacédo
dessa cascata pela inibicdo da caspase-9, e inibe a fase de execugao pela
inibicdo das caspases efetoras 3 e 7. As IAP promovem ubiquitinagao e de-
gradacao proteossomal das caspases as quais se ligam pela via dos anéis
de dominio, o que lhes permite servir como ubiquitina-ligase E3 (KLUGER et
al. 2007).

A XIAP se expressa em alto nivel mediante a inibicao dessas protei-
nas centrais mediadoras de apoptose e, dessa forma, permite que as células
malignas escapem da morte celular programada, o que potencializa o cres-
cimento e a sobrevida do tumor (EMANUEL et al. 2008).

XIAP associada ao fator 1 (Xaf1) foi identificada como proteina nucle-

ar que se liga a XIAP e suprime a sua atividade anticaspase, revertendo,
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assim, o efeito protetor da superexpressdo de XIAP em linhagens celulares
de cancer. A expressao de Xaf1 é significativamente reduzida em linhagens
de células tumorais e em varios tumores malignos primarios, como resultado
da hipermetilagdo do promotor. Além disso, a reativagcao de Xaf1 pelos inibi-
dores da metilagcdo do DNA sensibiliza as células cancerosas a agentes in-
dutores de apoptose (ARORA et al. 2007).

ZHANG et al. (2001) demonstraram a regulagao de XIAP em um numero
limitado de linhagens celulares de melanoma, e BOWEN et al. (2003) observa-
ram maior expressao de XIAP em quatro linhas de células de melanoma em
melandcitos normais, e encontraram associagao entre a expressao de XIAP e
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia. No entanto, ndo existem grandes
estudos de coorte que avaliem cuidadosamente os niveis de expressao de XI-

AP em amostras de pacientes com melanoma (KLUGER et al. 2007).

2.3.2 Survivina

A Survivina é a unica IAP que contém um unico IAP baculovirus repe-
tido e ndo tem anel de dominio, e ja foi encontrada ampla expressao dessa
proteina em diferentes tipos de cancer, o que a elege a alvo promissor no
tratamento dessa doenga (ARORA et al. 2007). Ela tem sido implicada no
controle de mitose e citocinese e, mais recentemente, demonstrou ser impor-
tante componente de um complexo regular de alinhamento cromossdmico
durante a mitose (PIRAS et al. 2007; THOMAS et al. 2007).

Duas vias de atuacao da Survivina, distintas do ponto de vista imuno-

histoquimico, tém sido envolvidas nesse processo: a via nuclear, que tem
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sido sugerida como promotora de proliferagao celular, e a via citoplasmatica,
relacionada com o controle da sobrevida celular. Imunorreatividade para
Survivina citoplasmatica tem sido observada em grande quantidade de tumo-
res humanos e relacionada com pior prognostico (PIRAS et al. 2007).

A expressao transgénica de Survivina nos queratinécitos da pele nao
se mostrou associada com aumento da proliferacdo dessas células nem com
hiperplasia epidérmica, assim como nao foi observada superexpressdo de
Survivina em células Hel a; portanto, parece nao afetar a progresséo do ciclo
celular (LIU et al. 2006). Estudo mais recente sugere que a expressao de
Survivina em tumores pode ser mais importante na inibicado da apoptose do
que na ativacdo de proliferacdo celular. Assim como as outras IAPs, que
funcionam como inibidoras de caspase, a Survivina parece proteger as célu-
las contra a apoptose induzida por estimulos diversos, cujos mecanismos de
protecdo apoptdética podem variar de acordo com o tipo de célula e com o
estimulo apoptético (THOMAS et al. 2007). A acgéao citoprotetora pode estar,
ainda, na capacidade de a Survivina associar-se a XIAP e de melhorar a sua
estabilidade, antagonizando a funcao da ligase E3 no anel de dominio (A-
RORA et al. 2007).

Outros estudos apontam que a superexpressao de Survivina parece
inibir a apoptose iniciada pelas vias intrinseca ou extrinseca, através da ini-
bicao da caspase 2, e que também parece estar associada com resisténcia a
terapias (PIRAS et al. 2007).

A Survivina é particularmente importante em melanomas, pois, ao

contrario de outros inibidores da apoptose, ndao se expressa em melandcitos.
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Em contrapartida, THOMAS et al. (2007) detectaram expressao de Survivina
cerca de 85% dos melanomas localizados e em todos os melanomas metas-
taticos examinados. Sua expressdo em nevos sugeriu, também, que se trate
de um marcador de melandcitos neoplasicos, o que |he atribuiria papel im-
portante na deteccao precoce de melanoma. Esses mesmos pesquisadores
demonstraram, ainda, que o bloqueio de Survivina em células de melanoma
é suficiente para a indugao de apoptose, para sensibilizacdo a quimioterapia
e para inibicao do crescimento tumoral de melanoma in vivo.

Finalmente, a expressao de Survivina em células tumorais tem sido
observada em pacientes com melanoma tanto primario quanto metastatico, e
ja estao sob investigacao valores dessa expressao que possam vir a ser u-
sados como marcadores prognésticos em linfonodos-sentinela (PIRAS et al.

2007).

2.3.3 Smac/Diablo

Smac/Diablo € uma proteina de baixo peso molecular, identificada
como uma proteina competidora das |APs na vias das caspases. A
Smac/Diablo se encontra armazenada dentro das mitocondrias, e é liberada
no citoplasma em resposta a estimulos apoptéticos que perturbem a integri-
dade dessa organela (HUSSEIN et al. 2003; LIU et al. 2004). Regula princi-
palmente a XIAP, ligando-se aos dominios BIR2 e BIR3 e promovendo a
atividade iniciadora da caspase 9 e atividade efetora das caspases 3 e 7 pe-
la neutralizagado do efeito inibitério das IAPs (SRINIVASULA et al. 2000; WU

et al. 2000; DUCKETT 2005). Quando a XIAP se liga a Smac/Diablo, as cas-
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pases sdo deslocadas para a atividade de execucdo da apoptose (DUC-
KETT 2005).

SILKE et al. (2005) identificaram que mesmo XIAPs mutantes com de-
feito na inibicdo da caspase, mas que mantinham as propriedades de ligagao
com a Smac, mostraram acgao citoprotetora. Segundo os autores, as implica-
¢des dos resultados observados foram intrigantes, pois, se a ligagado da
Smac/Diablo com XIAP neutraliza os efeitos citoprotetores de XIAP, como a
ligacdo XIAP-Smac/Diablo poderia bloquear a agdo promotora de morte ce-
lular da Smac/Diablo? Qual dessas dire¢des seria a mais importante? Uma
forma de tentar encontrar uma resposta para essas questdes seria examinar
as células com XIAP ou Smac/Diablo deficientes para, assim, determinar
qual XIAP seria ainda citoprotetora em uma célula com Smac/Diablo inativa,
ou se a Smac/Diablo poderia potencializar a morte de uma célula com XIAP
deficiente. No entanto, a Smac/Diablo n&o se liga apenas a XIAP, mas tam-
bém a outras IAPs; além disso, outras proteinas adicionais que tém sido i-
dentificadas podem funcionar de forma analoga a Smac/Diablo, como a MI-
IAP e a ILP2 (DUCKETT 2005).

CREAGH et al. (2004) propuseram que a associagao de Smac-Diablo
com as |APs ocorreria por meio da repressao da atividade ubiquitina ligase
de XIAP, c-IAP1 e c-IAP2, uma vez que observaram que a Smac/Diablo an-
tagonizou tanto a auto ubiquitinagdo da XIAP quanto a ubiquitinagao de XlI-
AP dependente da caspase 7. Os mesmos autores também observaram que
XIAP mutantes sem funcdo no anel de dominio, em especial a XIAP do tipo

selvagem, foram significativamente menos eficazes na inibigdo de apoptose,
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0 que parece sugerir que a atividade de ubiquitina-ligase das IAP contribui
para a sua fungao antiapoptética. Assim como CREAGH et al. (2004), tam-
bém WILKINSON et al. (2004) observaram que as IAPs neutralizam a
Smac/Diablo, o que, por sua vez, reprime as atividades intrinsecas da ubi-
quitina ligase dessas proteinas.

A relacao entre Smac/Diablo e melanoma é controversa, uma vez que
nas células com melanoma sao encontrados altos niveis de caspase 3 e de
Smac/Diablo e baixos niveis de XIAP. Entretanto, ainda ndo se sabe se es-
sas observacdes se devem ao bloqueio da XIAP e de outras IAPs pelo Smac
ou mesmo por outras proteinas liberadas pelas mitocondrias, como o cito-
cromo-C, levando a liberacdo das caspases. Também ainda & controversa a
sua relacdo com outras familias de proteinas, como a Bcl2, também envolvi-
das na via mitocondrial da apoptose (ZHANG et al. 2001).

De uma maneira geral, a relagdo entre os inibidores da apoptose e
melanoma €& pouco entendida, e controversa. Sabe-se apenas que contribu-
em para a resisténcia aos quimioterapicos, bem como a relacdo de XIAP
com este processo, sua interacdo com Smac-Diablo, a via da apoptose e
desenvolvimento do melanoma. Survivina, por outro lado, com ampla ex-
pressdo em melandécitos neoplasicos, vem sendo investigada como alvo
promissor como marcador prognostico, justificando-se o estudo dessas pro-
teinas como forma de tentar entender o mecanismo de atuacao e expressao
em melanoma e a possivel relagdo com o prognéstico dos pacientes da a-

mostra estudada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagao entre a expressao das proteinas c-IAP2, XIAP,
Survivina e Smac/Diablo e a sobrevida cancer-especifica e livre da doenca

dos pacientes em cinco anos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a expressao imuno-histoquimica das proteinas inibidoras de
apoptose c-IAP2, XIAP, Survivina e Smac/Diablo em microarranjos de tecido
(TMA) de melanomas primarios com espessura igual ou maior que 1 mm de

pacientes com ou sem micrometastases em linfonodo sentinela.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA

Em consulta ao Arquivo do Departamento de Anatomia Patolégica do
Hospital AC Camargo, foram consultados os prontuarios de pacientes que,
conforme os critérios de inclusido para este estudo, apresentavam melanoma
primario com espessura igual ou maior que 1,0 mm e que haviam necessari-
amente sido submetidos ao estudo do linfonodo sentinela no periodo de
1997 a 2007. Para a composic¢ao desta amostra, também foi condi¢cao fun-
damental que Iaminas e blocos de tecido tumoral desses pacientes estives-
sem disponiveis em quantidade suficiente para confeccdo do TMA.

Foram excluidos da selegcdo pacientes com mais de um melanoma
primario, com outros tipos de cancer, ou com melanomas originados de nevo
congénito gigante, melanomas in situ ou melanomas desmoplasicos.

Em atendimento aos critérios de inclusdo e exclusido adotados para
esta investigagcédo, de um universo de 250 pacientes com melanoma primario
submetidos ao estudo de linfonodo sentinela no periodo estipulado, restaram

63 pacientes que compuseram a amostra deste estudo.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Protocolo de estudo
Para este estudo analitico observacional, de coorte retrospectivo, de-
vidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Anto-
nio Prudente (Anexo 1), foi elaborado protocolo para coleta de dados que
incluiram informagdes demograficas, clinicas, histolégicas e relativas a evo-
lugdo da doenga e do paciente (Quadro 1). Esses dados foram coletados
dos prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivo Médico e Esta-
tistica (SAME) do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Cancer
A.C. Camargo da Fundagéo Antonio Prudente de S&o Paulo.
Embora constem do protocolo, os dados de tratamento ndo foram ana-

lisados, tendo em vista os objetivos deste estudo.
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Quadro 1 - Tipo de informagdes coletadas de prontuarios médicos de 63
pacientes com melanoma primario com espessura > 1 mm para preenchi-
mento de protocolo de estudo.

1.1 Género
1.2 Idade
1. Dados demograficos dos pacientes 1.3 Raga
1.4 Antecedentes pessoais de melanoma
1.5 Antecedentes familiares de melanoma

2.1 Localizagao do tumor primario
2.1.1 cabega
2.1.2 pescogo
2.1.3 membros superiores
2.1.4 palmas
2.1.5 tronco
2.1.6 membros inferiores
2.1.7 plantas do pé
2.1.8 outras

2.2 Tipo de bidpsia

2.3 Informagdes anatomo-patoldgicas

2. Dados do tumor primario 2.3.1 tipo histolégico

2.3.2 espessura do tumor (indice de Breslow)
2.3.3 tipo de crescimento tumoral (radial ou vertical)
2.3.4 nivel de invasdo do tumor (classificagdo de Clark)
2.3.5 taxa de mitoses
2.3.6 presenca de ulceragao
2.3.7 presencga de satelitoses
2.3.8 presenca de regressao
2.3.9 presenca de invasdo sanguinea
2.3.10 presencga de invasao linfatica
2.3.11 presenca de invasao neural

3.1 Pesquisa de linfonodo sentinela (positiva ou negativa)

3.1.1 numero de linfonodos acometidos

3.1.2 localizag&o dos linfonodos acometidos
3.1.2.1 cervical a direita ou a esquerda
3.1.2.2 axilar a direita ou a esquerda

3. Dados de disseminagéo tumoral 3.1.2.3 inguinal a direita ou a esquerda

3.1.2.4 outras localizagdes

3.1.3 informagées da linfadenectomia
3.1.3.1 data da cirurgia
3.1.3.2 numero total de linfonodos retirados
3.1.3.3 numero total de linfonodos positivos

4. Dados do tratamento 4.1 Tipos de tratamento (radioterapia, quimioterapia adju-
vante ou neoadjuvante, imunoterapia, perfusdo)

5.1 Recidivas
5.1.1 data da primeira recidiva
5.1.2 locais de recidiva (pele e tecido subcutaneo, sistema
nervoso central, figado, ossos, outros)
5. Dados da evolugao dos pacientes 5.2 Situagao do paciente na ultima informacgao registrada
5.2.1 data da ultima informagao registrada em prontuario
5.2.2 vivo sem evidéncia da doenga
5.2.3 vivo com cancer
5.2.4 morte decorrente do cancer
5.2.5 morte por outras causas nao relacionadas ao cancer
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4.2.2 Coletadelaminas e blocos

Os preparados histolégicos de melanomas das Iaminas e blocos dis-
poniveis em quantidade suficiente nos prontuarios dos pacientes foram re-
vistos para confirmagao diagndstica e para estabelecimento dos parametros
prognosticos, conforme estabelecidos pelo Grupo Brasileiro de Melanoma e

pela Sociedade Brasileira de Patologia.

4.2.3 Confeccédo do TMA

O microarranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue microarray
(TMA), é uma técnica baseada na construgdo de um bloco de parafina con-
tendo fragmentos cilindricos de amostras teciduais ou tumorais obtidos de
dezenas ou centenas de blocos de parafina originais (ANDRADE et al.
2007).

Dentre as diversas vantagens do bloco de TMA em relagado ao corte
tradicional, destacam-se a grande economia de reagentes e de tempo para a
realizagao das reacgdes, a uniformizacido das reacdes e a facilidade na anali-
se comparativa dos casos. Possibilita, ainda, a repeticdo das reagdes em
diversos niveis do bloco, o que permite o uso de um mesmo bloco para dife-
rentes estudos que componham linhas de pesquisa especificas (ANDRADE
et al. 2007).

Os blocos com tecido tumoral dos pacientes incluidos neste estudo
foram utilizados para a construcao de TMAs, e as areas representativas dos
tumores foram cuidadosamente selecionadas em laminas coradas por HE.

As areas tumorais selecionadas foram retiradas do bloco doador e adiciona-
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das ao bloco receptor com auxilio do Manual Tissue Arrayer 1 (Beecher Ins-
truments Microarray Technology, Silver Spring, EUA). Foram utilizados dois
fragmentos de cada amostra, compreendendo regides diferentes do tumor,
que foram depositados de forma coordenada no bloco receptor. Os fragmen-
tos tumorais de 1,0 mm foram arranjados em duplicata, com intervalos de
0,2 mm entre as amostras. Os cortes seriados do bloco de TMA foram depo-
sitados em laminas silanizadas (Starfrost®) recobertas com adesivo e sub-
metidas a fixacdo por UV (Instrumedics Inc®, Hackensack, NJ, EUA). Poste-
riormente, as laminas passaram por um banho de parafina e foram armaze-
nadas em temperatura de -20°C no freezer antes de serem analisadas por
técnicas histoquimicas.

A leitura das laminas foi realizada por um mesmo patologista em mi-
croscopio 6ptico comum, e os resultados foram classificados de acordo com

a intensidade da reacao positiva.

4.2.4 Imuno-histoquimica (IHQ)

As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas de modo automati-
zado na plataforma Benchmark®, Ventana Medical Systems (lllkirch, Cedex,
Franca). Esse aparelho € utilizado para melhor dilui¢ao, recuperagao antigé-
nica, revelagdo e cromogeno do anticorpo. Todas as etapas foram executa-
das pela maquina, a saber: desparafinizacdo, re-hidratacdo, recuperacao
antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena, reagdo com anticorpo primario
e secundario e revelacgao.

Essa plataforma utiliza os seguintes reagentes:
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1. Fluidos volumosos

- EZ PREP: solugao de desparafinizagcao patenteada pela Ventana
Medical Systems, livre de alcool e xilol, cuja formulagdo dos reagentes nao
esta disponivel. E adicionada as placas aquecidas em que sdo depositadas
as laminas para o processo de desparafinizacao.

- LCS (Liquid Coversli): solugao oleosa de baixa densidade responsa-
vel por formar uma cadmara de reacao sobre a lamina, de modo a permitir a
homogeneizagao dos reagentes e nao deixar que eles evaporem e resse-
quem durante o processo.

- CC1 (Cell Conditioning One): solugao tampao de pH levemente alca-
lino a base de TRIS usada como pré-tratamento no processamento de teci-
dos. Quando em alta temperatura, é capaz de romper as ligagdes covalentes
formadas pela formalina no tecido, permitindo a reativagdo antigénica e au-
mentando a acessibilidade ao anticorpo.

- Reaction Buffer: solugao de tampao pH 7,4 responsavel por promo-
ver ambiente aquoso para a reagao imuno-histoquimica e pela lavagem das
|lAminas entre os varios passos da reacao.

2. Kit de Deteccao: UltraView Universal DAB Detection Kit

Trata-se de um kit contendo cinco dispensadores com tecnologia ba-
seada em um sistema de deteccdo por multimeros para deteccio sensivel e
especifica de anticorpos primarios de coelho e camundongo. O kit € livre de
biotina, eliminando a marcagao inespecifica proveniente da biotina enddge-
na. Além dos componentes do kit de deteccdo, no momento da realizacédo da

técnica sao acoplados ao rack dois outros dispensadores:
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- Hematoxilina de Mayer’s modificada;

- Bluing Reagent: solugédo aplicada apds a hematoxilina para a sua
contracoloracao.

Como anticorpos primarios, foram usados anticorpos do ciclo da a-
poptose celular previamente padronizados e diluidos em 1:100, a saber:

- Para o estudo da c-IAP2, foi utilizado o anticorpo policlonal de rato
liberado contra os aminoacidos de c-IAP2 de origem humana (Santa Cruz
Biotechnology, Referéncia SC-7944). Embora esse anticorpo core citoplas-
ma e nucleo, apenas o citoplasma foi corado em nossas amostras (Figuras 1
e 2 resultados).

- Para o estudo da XIAP, foi utilizado anticorpo policlonal de coelho li-
berado contra XIAP humana (Santa Cruz Biotechnology, Referéncia SC-
11426). Esse anticorpo cora o citoplasma (Figuras 3 e 4 resultados).

- Para o estudo da Survivina, foi utilizado o anticorpo policlonal de rato
liberado contra Survivina de humanos (Thermo Scientific). Embora esse an-
ticorpo core citoplasma e nucleo, apenas o citoplasma foi corado em nossas
amostras (Figuras 5 e 6 resultados).

- Para o estudo da Smac/Diablo, foi utilizado o anticorpo monoclonal
de coelho liberado contra Smac/Diablo de humanos (Epitomics, Catalogo

1012-1). Esse anticorpo cora o citoplasma (Figuras 7 e 8 resultados).
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A) Avaliacao das reacdes de IHQ

As 63 amostras submetidas as reacdes imuno-histoquimicas foram in-
terpretadas a partir de padronizagao semiquantitativa, de acordo com a in-
tensidade da reagao e com a porcentagem de tecido tumoral com coloragao
positiva para a presenca do anticorpo. Desse modo, estabeleceram-se as

seguintes graduacgdes de intensidade:

o 0 : quando n&o ha reagao imuno-histoquimica nas células neo-
plasicas.
° +1: quando a reacdo imuno-histoquimica se apresentou com

leve intensidade nas células neoplasicas;

o +2: quando a reagao imuno-histoquimica se apresentou com in-
tensidade moderada nas células neoplasicas;

o +3: quando a reacdo imuno-histoquimica se apresentou com
forte intensidade nas células neoplasicas.

Com relagao a porcentagem de tecido tumoral com coloragéo positiva

para a presenga do anticorpo, foram estabelecidas as seguintes graduagoes:

o +1: reagcédo observada em menos de 10% do tecido tumo-
ral;

o +2: reacao observada em 10% a <40% do tecido tumo-
ral;

o +3: reacdo observada em 40% a <60% do tecido tumo-
ral;

o +4: reagao observada em 60% a 100% do tecido tumo-

ral.
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Os escores de intensidade de coloracdo e de porcentagem tumoral
com coloracdo positiva em cada uma das amostras do TMA foram somados,
e o resultado dessas somas determinou negatividade (escores 0 a <2) ou

positividade (escores 2 a 7) para o anticorpo analisado.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram tabulados em planilha do programa Excel
9.0 for Windows, e depois transformados em valores descritivos, tanto como
frequéncias (variaveis qualitativas) quanto como medidas-resumo, ou seja,
média, desvio-padrédo e valores minimo e maximo (variaveis quantitativas).
Valores expressos em médias e desvios-padrao foram comparados com o
emprego do Teste t de Student.

Foram construidas curvas de Kaplan-Meier para analise univariada da
sobrevida, e a comparagao dessas curvas foi analisada com a aplicagao do
teste de log-rank.

Para os calculos estatisticos, foi utilizado o programa livre R, disponi-
vel em www.r-project.org). Adotou-se probabilidade de rejeicdo da hipdtese

de 5% para determinagao da significancia dos achados (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.2 ACHADOS CLINICO-DEMOGRAFICOS

A distribuicdo das frequéncias dos achados clinico-demograficos dos
63 pacientes se encontram na Tabela 1.

A idade desses pacientes ao diagndstico da doenga variou entre 21 e
85 anos, com média de 55,3+15,7 anos e mediana de 56 anos. Essas mé-
dias foram similares (p = 0,574) quando comparados pacientes do género
masculino (57,8+16,0 anos) e feminino (55,3+18,8 anos).

Ressalte-se que dados sobre antecedentes pessoais e familiares de
melanoma n&o estavam registrados em quantidade importante de prontua-

rios (respectivamente, 32 e 35 prontuarios).

Tabela 1 - Distribuicdo das frequéncias relativas aos achados clinico-
demograficos em amostra de 63 pacientes com melanoma de espessura
igual ou maior que 1,0 mm.

Dados clinico-demograficos n %
Género

Feminino 29 46,0%

Masculino 34 54,0%
Antecedentes pessoais de melanoma

Nao 30 97,0%

Sim 1 3,0%
Antecedentes familiares de melanoma

Nao 28 93,3%

Sim 2 6,7%
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5.2 LOCALIZACAO DOS TUMORES

Na Tabela 2 se encontram as frequéncias relativas a localizacdo dos
tumores primarios. O tronco e os membros inferiores foram as localizagbes
acometidas com maior frequéncia. Em cinco prontuarios ndo havia registro

da localizagado do tumor primario.

Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias relativas a localizacdo dos tumores
primarios em amostra de 63 pacientes com melanoma de espessura igual ou
maior que 1,0 mm.

Localizagdo do tumor primario n %

Cabeca 5 8,6%
Pescoco 1 1,7%
Membros superiores 10 17,2%
Tronco 17 29,3%
Membros inferiores 17 29,3%
Planta do pé 7 12,1%
Outra 1 1,7%

5.3 ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Na Tabela 3 esta a distribuicdo das frequéncias relativas aos achados
histopatolégicos neste grupo de pacientes.

Ressalte-se que n&o havia registro sobre o tipo histolégico em trés
prontudrios; sobre o crescimento tumoral, em quatro; sobre o Indice de
Clark, em seis; e sobre o indice mitético, em cinco. Também houve prontua-
rios sem registro de dados sobre presenga de ulceragao (oito); regressao

(dois); invasao sanguinea (dois), invaséo linfatica (dois); satelitoses (dois).
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A espessura dos tumores primarios variou de 1 mm a 14 mm, com
média de 3,00+2,50 mm. Embora a variancia desses valores tenha sido sig-
nificativamente maior no grupo feminino (F = 5,60; p = 0,030), ndo houve
diferenca (p = 0,856) entre as médias da espessura do tumor para homens
(3,00+2,00 mm) e mulheres 2,90+3,00 mm).

A maior média relativa a espessura dos tumores foi observada naque-
les localizados em cabega (4,16+3,40 mm), seguidos dos tumores primarios
em planta do pé (3,89+4,53 mm), tronco (3,00+2,00 mm), membros inferio-
res (2,99+2,17 mm) e membros superiores (2,76+1,80 mm).

Com relagao ao tipo histolégico, nos tumores do tipo superficial a mé-
dia de espessura foi de 2,18+1,90 mm; nos do tipo acral, foi de 4,59+4,37
mm; e no do tipo nodular, foi de 4,72+1,70 mm. Os tumores classificados em
outros tipos histolégicos foram os mais espessos (média de 6,35+0,21).

Foram observada correlagdes positivas fracas entre a espessura dos
tumores e respectivos indices mitéticos (r = 0,30) e a idade dos pacientes (r

= 0,24).
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Tabela 3 - Distribuicao das frequéncias relativas aos achados histopatologi-
cos em amostra de 63 pacientes com melanoma de espessura igual ou maior

que 1,0 mm.

Dados histopatoldgicos

%

Tipo histoldgico

Crescimento tumoral

indice de Clark

indice mitético

Ulceragao

Regresséao

Invasdo sanguinea

Invaséo linfatica

Satelitoses

Superficial
Nodular
Acral
Outros

Vertical
Radial
Sem crescimento

Il
1
v
\Y

0a5/10CGA
6a10/10 CGA
11a21/10 CGA

Presente
Ausente

Presente
Ausente

Presente
Ausente

Presente
Ausente

Presentes
Ausentes

38
13

17
38

65,0%
18,3%
13,3%
3,4%

94,9%
3,4%
1,7%

3,5%
52,7%
35,1%

8,7%

65,5%
22,4%
12,1%

30,9%
69,1%

100,0%

100,0%

8,2%
1,8%

3,3%
96,7%

5.4 ACHADOS DE DISSEMINACAO TUMORAL

Segundo os dados coletados de 58 prontuarios médicos em que

constava a informagao, todos os pacientes foram submetidos a biopsia do

linfonodo sentinela que se mostrou positiva para 18 pacientes (31,0%). Em
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apenas sete desses casos havia registro da localizagao do linfonodo sentine-
la, ou seja, em trés pacientes, o linfonodo sentinela se localizava na regiao
inguinal esquerda; nos demais quatro pacientes, localizava-se, cada um, na
regiao inguinal direita, cervical direita, axilar direita ou axilar esquerda.

No total, 33 pacientes foram submetidos a linfadenectomia, e em qua-

tro prontuarios nao havia essa informacéo.

5.5 ACHADOS RELATIVOS A EVOLUCAO DOS PACIENTES

O tempo médio de seguimento desta amostra foi de 47,98+26,82 me-
ses (variagdo de um a 110 meses).

Em 23 casos (37,7%) dentre os 61 em cujos prontuarios havia registro
da informacdo, houve recidiva do tumor primario apdés tempo médio de
19,93+12,46 meses (variacdo de um a 43 meses). A distribuigdo das fre-
quéncias relativas a localizagao dessas recidivas esta apresentada na Tabe-
la 4. Ressalte-se que em dois casos nao havia o registro da localizagdo da

recidiva.

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias relativas a localizacdo de recidivas
em 21 dentre 63 pacientes com melanoma de espessura igual ou maior que
1,0 mm.

Localizag&o das recidivas n %

Pele 6 28,6%
Pele e figado 1 4,8%
Pele e ossos 1 4,8%
Pele + SNC + Outras 1 4,8%
Pele + SNC + Figado + Ossos + Outras 1 4,8%
Pele + Outras 5 23,7%
SNC + Outras 2 9,5%
Qutras 4 19,0%
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Seis pacientes (10,5%) faleceram em tempo médio de 27,0+21,0 me-
ses (variagdo de dois a 48 meses). Outros 15 pacientes (26,3%) estavam
vivo com a doenga em seguimento registrado de 34,1+26,0 meses (variagao
de um a 81 meses), e os demais 36 (63,2%) estavam vivos livre da doenca
em seguimento de 57,7+24,0 meses (variagdo de um a 110 meses). Infor-

macdes sobre a evolugao do paciente ndo constavam em seis prontuarios.

5.6 COLORACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS

Figura 1 - Amostra negativa
para c-IAP2. Aumento 200x.

Figura 2 - Amostra positiva
para c-IAP2. Aumento 200x.
Padrao citoplasmatico.
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Figura 3 - Amostra
fracamente  positiva para
XIAP. Aumento de 200x.
Padrao citoplasmatico.

Figura 4 — Amostra positiva
para XIAP. Aumento 200x.
Padrao citoplasmatico.

Figura 5 - Amostra negativa
para Survivina. Aumento 200x.
Padrao citoplasmatico.
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Figura 6 - Amostra positiva
para Survivina. Aumento 200x.
Padrao citoplasmatico.

Figura 7 - Amostra
fracamente  positiva para
Smac/Diablo. Aumento 200x.
Padrao citoplasmatico.

Figura 8 - Amostra positiva
para Smac/Diablo. Aumento
200x. Padrao citoplasmatico.




45

5.6.1 ACHADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

A distribuicdo das frequéncias relativas aos escores finais observados
no estudo imuno-histoquimico das proteinas inibidoras de apoptose c-IAP-2,
XIAP (citoplasmatica), Survivina e Smac/Diablo esta apresentada na Tabela
5. Escores maiores que 1 indicaram expressao positiva das proteinas avali-

adas.

Tabela 5 - Distribuicdo das frequéncias relativas aos escores finais observa-
dos no estudo imuno-histoquimico das proteinas inibidoras de apoptose c-
IAP-2, XIAP (citoplasmatica), Surivivha e Smac/Diablo.

Escores Proteinas inibidoras de apoptose
c-1AP-2 XIAP (citoplasma) Survivina Smac/Diablo
% n % n % n %
0 13 20,6% 3 4,8% 8 12,69% 8 12,7%
2 1 1,6% 2 3,1% - - - -
3 1 1,6% - - 2 3.17% - -
4 5 7.8% 2 3.1% 5 7.93% 1 1,6%
5 12 19,3% 12 19,3% 4 6.34% 3 4,8%
6 9 14,2% 28 44 4% 7 11.11% 5 7,8%
7 3 4,8% 2 3,1% 30 47,61% 35 55,6%
Perda* 19 30,1% 14 22,2% 7 11.11% 11 17,5%

(*) Perda inclui blocos em que nao havia tecido tumoral.

Desse modo, excetuando-se os blocos em que nao foi possivel a ana-
lise imuno-histoquimica, a distribuicdo das reagdes positivas e negativas a
coloracédo dos antigenos utilizados para as proteinas inibidoras de apoptose

avaliadas esta representada na Figura 9.
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Figura 9 - Distribuicdo das frequéncias absolutas relativas as amostras ne-
gativas e positivas observadas no estudo imuno-histoquimico das proteinas
inibidoras de apoptose c-IAP-2, XIAP (citoplasmatica), Surivivna e

Smac/Diablo.

5.7 INFLUENCIA DOS ACHADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS NA

SOBREVIDA DOS PACIENTES

Para o calculo do tempo de sobrevida livre de doencga foram conside-
radas a data da biopsia e a data da recidiva e/ou 6bito por melanoma.

Devido a alta frequéncia de expressao da XIAP citoplasmatica, nio foi
possivel incluir essa proteina na analise da evolucéo dos pacientes.

A analise do risco relativo (RR) para sobrevida cancer-especifica em
casos de melanoma primario com espessura igual ou maior que 1 mm néao
evidenciou achados significativos, embora tenha se observado RR de 2,87,
2,53 e 2,91, respectivamente, para casos de positividade para c-IAP-2, Sur-
vivina e Smac/Diablo (Tabela 6).

As taxas de sobrevida cancer-especifica e livre de doenga em cinco
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anos foram, no grupo geral, de 83% e 64%, respectivamente. Na Tabela 7,
sao apresentadas essas taxas calculadas de acordo com a expressao das

proteinas inibidoras de apoptose c-IAP-2, Survivina e Smac/Diablo.

Tabela 6 - Risco relativo (RR) de sobrevida cancer-especifica em casos de
melanoma primario com espessura igual ou maior que 1 mm em relagdo a
expressao das proteinas inibidoras de apoptose c-IAP-2, Survivina e
Smac/Diablo.

Variaveis RR Intervalo de Confianca (IC = 95%) Valor de p
c-lIAP-2 Negativa 1

Positiva 2,87 0,40 — 20,38 0,27
Survivina Negativa 1

Positiva 2,53 0,00 —inf. 0,33
Smac/Diablo Negativa 1

Positiva 2,91 0,30 — 28,35 0,34

Tabela 7 - Taxas de sobrevida cancer-especifica e de sobrevida livre da do-
enga em cinco anos, conforme expressao positiva ou negativa das proteinas
inibidoras de apoptose c-IAP-2, Survivina e Smac/Diablo, em amostra de
pacientes com melanoma primario com espessura igual ou maior que 1 mm.

Proteinas inibido- Expresséao Taxa de sobrevida Taxa de sobrevida livre da
ras de apoptose cancer-especifica doencga
c-1AP-2 Negativa 72% 50%

Positiva 90% 76%
Survivina Negativa 80% 50%

Positiva 70% 60%
Smac/Diablo Negativa 75% 40%

Positiva 89% 73%

Nas Figuras 10 a 12 estdo ilustradas as curvas de sobrevida cancer-
especifica e as de sobrevida livre da doenga em cinco anos. Analises log

rank evidenciaram que a expressao das proteinas inibidoras de apoptose c-
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IAP-2, Survivina e Smac/Diablo nao influenciou significativamente a evolu-

¢ao dos pacientes com melanoma primario com espessura igual ou maior

que 1 mm.
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Figura 10 - Curvas de sobrevida cancer-especifica e de sobrevida livre da

doenga em cinco anos, conforme expressao positiva ou negativa de c-I1AP-2.
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Figura 11 - Curvas de sobrevida cancer-especifica e de sobrevida livre da

doenga em cinco anos, conforme expressao positiva ou negativa de Survivi-

na.

Sobrevida Cancer Especifica

1.0

1\—

©

2
g o
E o
1%
2
2
2
S
g <
o\e o

o~

8

SMAC
— negativo
S 4 — positivo LogRank p= 0.34
T T T T T

0

20 40 60 80 100

Tempo (meses)

% pacientes livres de recidiva

1.0

08

0.6

0.4

0.2

0.0

Sobrevida Livre de Doenca

SMAC
— negativo
— positivo LogRank p= 0.25
T T T T
20 40 60 80

Tempo (meses)

Figura 12 - Curvas de sobrevida cancer-especifica e de sobrevida livre da
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Smac/Diablo.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo com 63 pacientes com melanomas primarios com es-
pessura igual ou superior a 1 mm, com ou sem micrometastases, foram ini-
cialmente descritos os achados clinicos e histopatolégicos dessa amostra.
Foram igualmente descritos os achados imuno-histoquimicos resultantes da
analise da expressao das proteinas inibidoras de apoptose c-IAP-2, XIAP,
Survivina e Smac/Diablo, os quais foram posteriormente correlacionados
com a evolucdo dos pacientes.

Esses pacientes foram selecionados de um universo de 250 casos de
melanoma primario tratados entre 1997 e 2007, nos quais vém sendo inves-
tigados diferentes parametros que compdem linha de pesquisa voltada ao
estudo das vias da apoptose por diferentes pesquisadores. Nessa linha de
pesquisa, fomos incumbidos da analise das proteinas inibidoras de apoptose
c-IAP-2, XIAP, Survivina e Smac/Diablo em melanomas com espessura igual
ou maior a 1 mm.

No que concerne aos achados epidemiolégicos em nossa amostra,
houve frequéncia ligeiramente maior de pacientes do género masculino
(54%). Segundo a literatura, os homens sdo mais usualmente acometidos
pelo melanoma primario do que as mulheres, salvo em regides onde o habito
de exposicao solar mais intensa pelas mulheres pode influenciar esse dado
(MACKIE et al. 2009; RIKER et al. 2010). De fato, a pequena diferengca nas

frequéncias de homens e mulheres nesta amostra pode ser atribuida ao fato
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de o Brasil ser, também, uma regido em que a exposi¢gao mais intensa ao sol
nao € infrequente.

A incidéncia do melanoma aumenta linearmente a partir dos 15 até os
50 anos. Afeta tanto jovens quantos adultos mais velhos, com média de ida-
de de 57 anos para o diagndstico da doengca (MARKOVIC et al. 2007; GO-
ODSON e GROSSMAN 2009). Essa assertiva pdde ser ratificada com os
achados de nossa amostra, na qual a média de idade ao diagndstico foi de
55,3+15,7 anos, afetando desde jovens de 21 anos até idosos de 85 anos.

Individuos com histéria familiar de melanoma em parentes de primeiro
grau tém chance duas vezes maior de desenvolver melanoma do que indivi-
duos sem histéria familiar, principalmente se associado a outros fatores de
risco como exposigcao solar. Melanoma familial corresponde a 10% de todos
0s casos de melanoma no mundo (MARKOVIC et al. 2007). Infelizmente,
informacdes sobre antecedentes pessoais e familiares de melanoma nao foi
encontrada em mais da metade dos prontuarios examinados, o que nos im-
pede de contribuir com esses dados para a melhor compreensao da doenca.

Nossos achados, de certa forma, ratificaram dados da literatura
(BANDARCHI et al. 2010) acerca das areas de aparecimento de melanoma
primario, com algumas inversdes. Reporta-se que a area mais frequente-
mente acometida costuma ser o tronco, com incidéncia de 43,5%, enquanto
as extremidades respondem por 33,9%. Em nossa amostra, as extremidades
foram as areas acometidas em 46,5% dos casos, enquanto o tronco foi a
area de aparecimento do tumor em 29,3% dos pacientes. Melanomas em

cabeca e pescogo sao descritos na literatura em 10,9% dos casos, frequén-
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cia extremamente proxima da encontrada em nossa amostra (10,3%). A
mesma concordancia foi observada em relagdo aos melanomas em regiao
acral, ou seja, observamos 12,1%, frequéncia muito proxima aos 11,9% rela-
tados na literatura (BANDARCHI et al. 2010).

Com relacao ao tipo histolégico, conforme classificagcédo de CLARK et
al. (1969) complementada por REED (1976), o melanoma extensivo superfi-
cial incide em 50% a 75% dos casos; o nodular, em 15% a 35%; o lentigo
maligno, em 5% a 15%; e o tipo acral lentiginoso, em 5% a 10% (BANDAR-
CHI et al. 2010; SANCHEZ-YUS et al. 2010). Nossos achados corresponde-
ram aos relatos da literatura, porém com frequéncias ligeiramente superiores
no que concerne ao tipo nodular (18,3%) e ao tipo acral (13,3%). Ainda que
de incidéncia mais rara, o melanoma desmoplasico foi critério de exclusio
em nosso estudo, uma vez que a sua histologia de células fusiformes esta
associada a outros tipos de tumor, o que implica, portanto, em pior prognds-
tico (PAYETTE et al. 2009).

O melanoma se desenvolve em trés diferentes estagios que vao do
crescimento radial para o crescimento vertical e, dai, para a doenca metastati-
ca (ALONSO et al. 2004). A fase de crescimento radial € aquela em que o
tumor se encontra restrito a epiderme, sem evidéncia de mitoses, apenas com
aumento no didmetro da lesao; na a fase de crescimento vertical, o tumor ja
se encontra na derme, com evidéncia de mitoses e presencga de células tumorais
com atividade proliferativa (CUMMINS et al. 2006; MARKOVIC et al. 2007).
Em nosso estudo, predominou tumores em fase de crescimento vertical, ja

que nos ativemos nos tumores com espessura igual ou maior que 1 mm.
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O indice de Breslow é o fator clinico-patolégico prognéstico mais am-
plamente utilizado. Por esse indice, cuja acuracia € maior que os indices de
Clark, o progndstico do melanoma € associado a espessura do tumor que,
por sua vez, apresenta correlacido inversa com a sobrevida do paciente. Me-
lanomas primarios com espessura de até 1 mm estdo associados a uma ta-
xa muito baixa de metastases a distancia e de morte por melanoma, além de
uma baixa taxa de metastase local ou reincidéncia regional. Essas taxas séo
maiores em melanomas com espessura maior que 1 mm (MARKOVIC et al.
2007; PAYETTE et al. 2009; GONZALEZ et al. 2010). Nesta amostra de me-
lanomas com espessura igual ou maior que 1 mm foi observada taxa de re-
cidiva de 37,3%. A taxa de morte por melanoma foi de 10,5%.

Os indices de Clark se referem a cinco niveis de invasao tumoral nas
camadas da pele que foram associados com sobrevida (CLARK et al. 1969),
e individuos com indice de Clark a partir de 3 apresentam pior prognéstico
(MARKOVIC et al. 2007). Nesta amostra, 96,5% dos pacientes apresenta-
vam tumores com indice de Clark igual ou maior que 3, mas nao foi escopo
do estudo a identificacdo de correlagbes entre pardmetros clinico-
histolégicos e a evolugado do paciente, motivo pelo qual ndo pudemos ratifi-
car essa assertiva da literatura.

O indice mitético tende a ser maior nos tumores biologicamente mais
agressivos (SCOLYER et al. 2011). A maioria dos tumores avaliados neste
estudo apresentaram indice mitético inferior a 5/10CGA (65,5%), e pudemos
observar correlagéo positiva fraca e nao significativa entre a espessura dos

tumores e respectivos indices mitéticos (r = 0,30). Outro dado nao apresen-
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tado em nossos resultados, uma vez que nao foi nosso obijetivo identificar
associacdes entre esses parametros, mas que mereceu analise a parte, é
que nédo houve diferengas significativas nos indices mitdticos quando
comparados os melanomas superficiais (média de 4,3/10CGA), os nodulares
(média de 7,7/10CGA) e os acrais (média de 4,8/10CGA), ainda que a média
desses indices tenha se mostrado maior nos melanomas nodulares.

A presenca de ulceracao € definida como a perda de continuidade do
tecido epidérmico na superficie de um tumor primario. Pode ser vista tanto
macroscopicamente quanto ao exame microscopico de cortes histologicos.
Em 2002, a presenca de ulceracao foi inserida na classificagcdo do AJCC
dentre os critérios histolégicos que influenciam o progndstico de pacientes
com melanoma. Embora seja considerada fator preditivo independente, é
frequentemente relacionada com a espessura do tumor (MARKOVIC et al.
2007). Em nosso estudo, foi observada presencga de ulceragdo em 30,9%
dos casos, 0 que, segundo a literatura, estaria indicando bom prognéstico
para os demais 69,1%. Novamente extrapolando os objetivos deste estudo e
acrescentando dados nao apresentados nos resultados, dentre os 17 casos
com presenga de ulceracdo, nove (52,9%) apresentaram recidivas e trés
(17,6%) faleceram pelo melanoma. Por outro lado, dentre os 38 casos sem
evidéncias de ulceragéo, 11 (28,9%) apresentaram recidivas e trés (7,9%)
evoluiram para 6bito. Em simples observacao dessas frequéncias, poderia-
mos inferir que a presenca de ulceragao praticamente dobrou a possibilidade
de ocorréncia de recidivas e 6bitos em nossa amostra.

Nao houve qualquer caso de regressao do tumor observado neste es-
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tudo, o que nos impede de comentar as assertivas da literatura, segundo as
quais presenga de regressao estaria associada com pior sobrevida (PAYET-
TE et al. 2009). Também foram baixas as frequéncias de satelitoses (3,3%)
e de invaséo linfatica (8,2%) observadas neste estudo, achados que tém
sido associados com pior progndstico (GARBE et al. 2011). Mesmo conside-
rando que nossas investigagdes estavam voltadas para tumores mais es-
pessos, nao identificamos nenhum caso de invasdao hematogénica que, de
toda forma, parece estar relacionada com a espessura do tumor e com
ocorréncia de metastase (MARKOVIC et al. 2007).

Pesquisa positiva do linfonodo sentinela estava registrada para 18
pacientes (31,0%), dentre os 58 prontuarios em que havia a informagéo so-
bre realizacdo de bidpsia disponibilizada. Por outro lado, 33 pacientes foram
submetidos a linfadenectomia.

As indicacdes atuais para pesquisa de linfonodo sentinela incluem le-
sdes primarias com espessura maior que 0,76 mm; espessura menor que
0,76 mm, desde que associada a Clark IV e/ou ulceracado e/ou sinais de re-
gressao (PRIETO 2010). Fase de crescimento vertical e indice mitético estao
sendo considerados por alguns autores, mas ainda nao é consensual (WA-
INSTEIN e BELFORT 2004). Considerando, ainda, que metastases em ca-
sos de melanoma podem ocorrer pelas vias hematogénica ou linfatica, e que
cerca de dois tercos das metastases sdo confinados ao linfonodo regional,
desde 2001 a bidpsia do linfonodo sentinela vem sendo considerada cada
vez mais amplamente conduta de rotina na maioria dos grandes centros, ja

que é essencial para o estadiamento da doenga, segundo a classificagao do
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AJCC (BALCH et al. 2009; GARBE et al. 2011). Certamente, o fato de ter
sido realizada biépsia do linfonodo sentinela em todos os 58 pacientes cujos
prontuarios indicavam a informacdo se deve a esses conhecimentos e
indicacoes da literatura.

Todos os 18 pacientes com pesquisa positiva para linfonodo sentinela
foram submetidos a linfadenectomia terapéutica, conforme recomendacgdes
da literatura para que esse procedimento seja efetuado sempre que houver
linfonodo clinicamente suspeito ou histologicamente comprovado (WAINS-
TEIN e BELFORT 2004). A linfadenectomia ainda € o tratamento de escolha
em pacientes que apresentam micrometastases diagnosticadas em bidpsia
do linfonodo sentinela, linfonodos palpaveis e em pacientes com lesées com
espessura maior que 4 mm sem evidéncia de acometimento de linfonodo,
pois nesses pacientes a incidéncia de metastase linfonodal pode ser de
60%-70% (GARBE et al. 2011).

As linfadenectomias eletivas podem ser indicadas em casos nos quais
ha alguma impossibilidade para a pesquisa do linfonodo sentinela ou medi-
ante a impossibilidade de seguimento ambulatorial adequado, desde que
haja definicdo para apenas uma estagao linfonodal em pacientes com idade
inferior a 60 anos que apresentem lesao primaria com espessura maior que
1,0 mm, n&o ulcerada e superposta a estagdo de drenagem linfatica (PRIE-
TO 2010). A realizagao de linfadenectomia aparentemente eletiva nos 15
casos de nossa amostra cuja pesquisa do linfonodo sentinela se mostrou
negativa pode ser explicada por esses critérios que fundamentam a sua indi-

cacgao, especialmente se considerarmos que nosso estudo incluiu apenas
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tumores com espessura igual ou maior que 1 mm.

Com relagdo ao objetivo mais especifico deste estudo, os achados
imuno-histoquimicos revelaram expressao de c-IAP-1 em 71,2% das amos-
tras analisadas; expressao de XIAP em 93,9%; expressdo de Survivina em
23,4%; e expressao de Smac/Diablo em 84,6%).

Essas proteinas fazem parte da familia de proteinas intracelulares ini-
bidoras de apoptose (IAPs), dentre as quais a XIAP tem sido a mais inten-
samente estudada, ja que sua expressao tem se mostrado elevada em neo-
plasias, o que a torna um alvo promissor para as terapias antineoplasicas
(DUCKETT 2005; GALBAN et al. 2009), por meio da sensibilizagéo das célu-
las cancerosas aos agentes indutores de apoptose (ARORA et al. 2007).
Estudos demonstraram a presenca de XIAP tanto em melandcitos normais
quanto nos neoplasicos, nos quais foi também associada com resisténcia a
regimes quimio e a radioterapéuticos (KLUGER et al. 2007).

De fato, a expresséo de XIAP foi observada em 93,9% das amostras
deste estudo com melanomas com espessura igual ou maior que 1 mm. Es-
sa alta frequéncia de expressido da XIAP nao permitiu inclui-la nas analises
de sobrevida que serdao comentadas mais adiante.

Sabe-se que a XIAP se expressa em alto nivel quando as proteinas
centrais mediadoras de apoptose estdo inibidas, o que leva as células ma-
lignas a escaparem da morte celular programada, potencializando o cresci-
mento e a sobrevida do tumor (EMANUEL et al. 2008). Todavia, deve-se
ressaltar que ainda nao existem estudos de coorte que avaliem os niveis de

expressao de XIAP em amostras de pacientes com melanoma a partir de
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critérios mais cuidadosos (KLUGER et al. 2007).

A propriedade inibidora da caspase por XIAP pode ser neutralizada
por Smac/Diablo, que € uma proteina mitocondrial liberada no citosol devido
a permeabilizagdo das membranas mitocondriais. A ligagcdo com
Smac/Dlablo pode deslocar a XIAP através da interacao, liberagao da cas-
pase e diminui¢cdo do limiar celular para apoptose, interferindo na sua ativi-
dade de execucgdo (DUCKETT 2005). CREAGH et al. (2004) e WILKINSON
et al. (2004) observaram que as IAPs neutralizam a Smac/Diablo, o que re-
prime as atividades intrinsecas da ubiquitina ligase dessas proteinas.

Expressao de Smac/Diablo foi positiva em 84,6% das amostras deste
estudo. No entanto, ainda é controversa a relacdo entre Smac/Diablo e me-
lanoma. Embora ja tenham sido encontrados altos niveis de caspase 3 e de
Smac/Diablo e baixos niveis de XIAP em células com melanoma, ainda ndo
esta claro se é o bloqueio da XIAP e de outras IAPs pelo Smac ou mesmo
por outras proteinas liberadas pelas mitocéndrias o que leva a liberacado das
caspases (ZHANG et al. 2001).

Ja foi encontrada ampla expressdo de Survivina em diferentes tipos
de cancer (ARORA et al. 2007), e essa proteina parece exercer papel rele-
vante tanto no controle de mitose e citocinese quanto no alinhamento cro-
mossémico durante a mitose (PIRAS et al. 2007; THOMAS et al. 2007). Imu-
norreatividade para Survivina citoplasmatica tem sido relacionada com pior
prognéstico em grande quantidade de tumores humanos (PIRAS et al.
2007), e parece que a superexpressao dessa proteina € mais importante na

inibicdo da apoptose do que na ativagao de proliferagao celular (THOMAS et
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al. 2007; PIRAS et al. 2007).

A expressao de Survivina tem sido observada em pacientes com me-
lanoma tanto primario quanto metastatico (PIRAS et al. 2007), e, ao contrario
de outros inibidores da apoptose, ndo se expressa em melandcitos. THO-
MAS et al. (2007) detectaram expressao de Survivina em cerca de 85% de
melanomas localizados e 100% de melanomas metastaticos. Nossos acha-
dos com relagdo a Survivina corroboram os dados da literatura, ja que houve
expressao dessa proteina em 76,19% das amostras analisadas.

Por fim, ndo encontramos qualquer associagao significativa entre a
expressao das proteinas estudadas e a sobrevida cancer-especifica ou livre
da doenga em cinco anos.

Ainda estdo em estudo os niveis de expressdo dessas proteinas que
norteiem melhor as pesquisas sobre sua relacdo com os melanomas, o que
certamente permitiria outros niveis de associagdes com parametros clinicos
e histopatolégicos. De toda forma, para melhor compreensao dos achados
deste estudo, futuramente ampliaremos os objetivos de nossa pesquisa para
tentar identificar eventuais associagdes entre esses parametros e a expres-

sao das proteinas inibidoras de apoptose aqui avaliadas.
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7 CONCLUSAO

Nao houve associacao significativa entre a expressao das proteinas c-
IAP2, XIAP, Survivina e Smac/Diablo e a sobrevida cancer-especifica e livre

da doenga dos pacientes em cinco anos.
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Anexo 2 - Dados clinico-demograficos de 63 pacientes com melanomas

primarios com espessura igual ou maior que 1 mm.

Casos Iniciais Género Idade Antecedentes pessoais Antecedentes familiares
1 LB Masc 65 NI NI
2 GzZC Fem 59 NI NI
3 ITLS Fem 61 NI NI
4 JSC Masc 59 NI NI
5 AZG Fem 63 Nao NI
6 ACZ Fem 47 Nao Nao
7 OCLG Masc 99 NI NI
8 PBFP Masc 47 NI NI
9 AFS Fem 85 NI NI
10 EB Masc 85 NI NI
11 JMZ Masc 47 Nao Sim
12 RCS Fem 27 NI NI
13 KP Fem 27 NI NI
14 JTT Masc 61 NI NI
15 JNS Fem 21 Nao Nao
16 MPF Fem 66 NI NI
17 JTU Fem 51 Nao Nao
18 JF Masc 24 Nao Nao
19 MASF Masc 44 NI NI

20 PAS Masc 69 NI NI
21 SPA Masc 68 Nao Nao
22 VSS Fem 43 Nao Nao
23 BBB Fem 71 Nao Nao
24 LLF Masc 38 Nao Nao
25 LCB Masc 57 Nao Nao
26 ABS Fem 64 Nao Nao
27 GFJS Masc 73 Nao Nao
28 ACF Masc 31 Nao Nao
29 JRN Masc 49 NI NI
30 NS Masc 54 Nao Nao
31 AM Masc 81 NI NI
32 CMC Fem 70 NI NI
33 APN Masc 53 Nao Nao
34 CAAP Masc 52 Nao Nao
35 NRC Masc 54 NI NI
36 LLZA Fem 37 Nao Nao
37 MSTV Masc 51 NI NI
38 NMZ Fem 65 NI NI
39 MFGG Fem 48 Nao Nao
40 AF Masc 58 Nao Nao
41 LCFB Masc 48 NI NI
42 GMS Masc 43 NI NI
43 SRS Fem 53 NI NI
44 ONSF Fem 58 NI NI
45 KY Masc 66 Nao Nao
46 AB Masc 83 Nao Nao
47 CJ Fem 80 Nao Nao
48 DLM Masc 56 NI NI
49 MAK Fem 67 NI NI
50 CEF Masc 53 NI NI
51 SSM Masc 59 Nao Nao
52 SMM Fem 43 Nao Nao
53 JLMV Fem 43 Nao Nao
54 GCG Masc 71 Nao Nao
55 JFPO Fem 25 Nao Nao
56 VRSC Fem 42 Nao Nao
57 JiC Masc 32 Nao Nao
58 CMMS Fem 45 NI NI
59 SAA Masc 67 Sim Sim
60 DHM Fem 67 NI NI
61 LBG Masc 69 NI NI
62 ALC Fem 78 NI NI
63 CHB Fem 99 NI NI




Anexo 3 - Dados histologicos de tecido tumoral de 63 pacientes com mela-
nomas primarios com espessura igual ou maior que 1mm (parte 1).

Casos Local Tipo histolégico Espessura Crescimento Clark Mitoses (/I0CGA)
1 Tronco Nodular 4,30 Vertical 1 21
2 Membros inferiores Nodular 3,20 Vertical ] 7
3 NI Superficial 1,70 Vertical ] 9
4 Tronco Nodular 3,80 Vertical vV 4
5 Membros inferiores Nodular 3,40 Vertical \% 4
6 Membros inferiores Superficial 2,40 Vertical \ 4
7 NI NI 1,00 NI NI NI
8 Tronco Superficial 1,60 Vertical 1] 3
9 Planta do pé Acral 14,00 Vertical \% 11
10 Planta do pé Superficial 1,00 Vertical 1] NI
11 Membros inferiores Superficial 1,20 radial 1l 1
12 Tronco Superficial 1,40 Vertical 1] 1
13 Membros inferiores Superficial 1,10 Vertical 1 3
14 Planta do pé Acral 1,40 Vertical 1 7
15 Membros inferiores NI 1,00 NI NI 0
16 Membros inferiores Superficial 1,00 Vertical Il 1
17 Membros superiores Superficial 1,10 Vertical 1l 5
18 Pescoco Superficial 1,85 Vertical 1] 1
19 NI Superficial 1,00 NR NI NI
20 Planta do pé Acral 2,10 Vertical \ NI

21 Membros superiores Superficial 2,50 Vertical \Y 3
22 NI Superficial 1,00 NI 1l NI
23 Cabeca Nodular 5,20 Vertical \% 6
24 Membros inferiores Nodular 3,80 Vertical \% 6
25 Membros inferiores Outros 6,50 Vertical \Y, 5
26 Membros inferiores Superficial 2,75 Vertical \ 18
27 Tronco Outros 6,20 Vertical \Y, 6
28 Cabeca Superficial 2,20 Vertical [\ 2
29 Tronco Superficial 2,30 Vertical ] 8
30 Tronco Superficial 6,50 Vertical \% 0
31 Planta do pé Superficial 3,55 Vertical \Y 5
32 Membros inferiores Nodular 8,50 NI \% 1
33 Tronco Superficial 7,50 Vertical \Y 8
34 Planta do pé Acral 2,80 Vertical [\ 4
35 Tronco NI 1,60 Vertical ] 1
36 Membros superiores Superficial 1,00 Vertical 1] 0
37 Tronco Superficial 1,00 radial Il 0
38 Membros inferiores Superficial 1,10 Vertical 1] 0
39 Membros inferiores Nodular 3,00 Vertical 1 2
40 Membros superiores Nodular 6,80 Vertical \% 19
41 Cabeca Superficial 2,20 Vertical \Y S
42 Cabeca Superficial 1,50 Vertical 1] 13
43 Membros superiores Superficial 1,50 Vertical \Y 1
44 Cabeca Superficial 9,70 Vertical \% 6
45 Membros inferiores Acral 5,70 Vertical 1 1
46 Membros superiores Nodular 4,30 Vertical [\ 6
47 Tronco Superficial 2,60 Vertical 1 1
48 Tronco Superficial 1,00 Vertical 1] 1
49 Tronco Superficial 2,20 Vertical \Y 3
50 Tronco Superficial 1,00 Vertical 1] 3
51 Membros inferiores Superficial 1,15 Vertical ] 5
52 Membros superiores Superficial 2,30 Vertical 1] 15
53 Membros superiores Acral 3,80 Vertical NI 0
54 Outras Acral 4,20 Vertical NI 8
55 Tronco Superficial 1,20 Vertical ] 7
56 Membros superiores Superficial 3,00 Vertical 11l 10
57 Tronco Nodular 5,60 Vertical NI 9
58 Membros inferiores Superficial 1,50 Vertical 1] 2
59 Membros inferiores Superficial 3,60 Vertical [\ 2
60 Tronco Superficial 1,30 Vertical 1] 0
61 Membros superiores Superficial 1,30 Vertical ] 1
62 Planta do pé Acral 2,35 Vertical \% 3
63 NI Superficial 1,00 Vertical 1] 4




Anexo 4 - Dados histologicos de tecido tumoral de 63 pacientes com mela-
nomas primarios com espessura igual ou maior que 1mm (parte 2).

Casos Ulceragao Regressédo Invasdo sanguinea Invasao linfatica Satelitoses
1 Sim Nao Nao Nao Nao
2 Nao Nao Nao Nao Nao
3 Nao Nao Nao Nao Nao
4 Sim Nao Nao Nao Nao
) Nao Nao Nao Nao Nao
6 Nao Nao Néao Nao Nao
7 NI NI NI NI NI
8 Nao Nao Nao Nao Nao
9 Sim Nao Nao Sim Sim
10 Nao Nao Nao Nao Nao
11 Sim Nao Nao Nao Nao
12 Nao Nao Néao Nao Nao
13 Nao Nao Nao Nao Nao
14 Sim Nao Nao Nao Nao
15 NI Nao Nao Nao Nao
16 Nao Nao Nao Nao Nao
17 Nao Nao Nao Nao Nao
18 Nao Nao Néao Nao Nao
19 Nao Nao Nao Nao Nao
20 Nao Nao Nao Nao Nao
21 Nao Nao Nao Nao Nao
22 NI NI NI NI NI
23 Sim Nao Nao Nao Nao
24 NI Nao Nao Nao Nao
25 Sim Nao Nao Nao Sim
26 Sim Nao Nao Sim Nao
27 NI Nao Nao Nao Nao
28 Nao Nao Nao Nao Nao
29 Nao Nao Nao Nao Nao
30 Nao Nao Néao Nao Nao
31 Nao Nao Nao Nao Nao
32 NI Nao Nao Nao Nao
33 Sim Nao Nao Sim Nao
34 Nao Nao Nao Nao Nao
35 Nao Nao Nao Nao Nao
36 Nao Nao Néao Nao Nao
37 Nao Nao Nao Nao Nao
38 NI Nao Nao Nao Nao
39 Sim Nao Nao Nao Nao
40 Sim Nao Nao Nao Nao
41 Nao Nao Nao Nao Nao
42 Nao Nao Néao Nao Nao
43 Nao Nao Nao Nao Nao
44 Nao Nao Nao Sim Nao
45 Nao Nao Nao Nao Nao
46 Sim Nao Nao Nao Nao
47 Sim Nao Nao Nao Nao
48 Sim Nao Nao Nao Nao
49 Nao Nao Nao Nao Nao
50 Nao Nao Nao Nao Nao
51 Nao Nao Nao Nao Nao
52 Nao Nao Nao Nao Nao
53 NI Nao Nao Nao Nao
54 Sim Nao Nao Nao Nao
55 Sim Nao Nao Nao Nao
56 Nao Nao Nao Nao Nao
57 Sim Nao Nao Nao Nao
58 Nao Nao Nao Nao Nao
59 Nao Nao Nao Sim Nao
60 Nao Nao Néao Nao Nao
61 Nao Nao Nao Nao Nao
62 Nao Nao Nao Nao Nao

63 Nao Nao Nao Nao Nao




Anexo 5 - Dados de disseminagao tumoral de 63 pacientes com melanomas
primarios com espessura igual ou maior que 1Tmm.

Localizag&o do linfonodo sentine- Linfonodos retira- Linfonodos positi-

Casos la Linfadenectomia dos VOS
1 - Sim 47 8
Inguinal E Sim 15 5

3 - Sim 11 3
4 - Sim 55 9
5 Inguinal E Sim 10 5
6 Inguinal D Sim 8 0
7 NI NI NI NI
8 Axilar E Nao - -
9 - Sim 10 4
10 Inguinal E Nao 0 0
11 Inguinal D Sim 19 0
12 Inguinal D Sim 13 0
13 Axilar E Nao 0 0
14 Inguinal D Sim 11 0
15 NI Sim 29 4
16 Inguinal D Nao - -
17 Axilar D Nao - -
18 Axilar E Nao 0 0
19 - Sim 24 7
20 - Sim 4 1
21 Axilar D Nao - -
22 Inguinal D Nao 0 0
23 - Nao 0 0
24 Inguinal E Nao - -
25 - Sim NI NI
26 - Sim 34 5
27 Axilar E Nao 0 0
28 Cervical D Sim 32 0
29 Axilar D Nao - -
30 - Sim 74 1
31 Inguinal D Nao = =
32 Inguinal D Sim 12 3
33 Inguinal D Sim 11 0
34 Inguinal D Nao - -
35 Axilar D Nao - -
36 Axilar E Nao 0 0
37 Axilar E Sim 49 0
38 Inguinal D N&o - -
39 Inguinal E Sim 11 0
40 Axilar D Sim 40 0
41 - Sim 51 6
42 Axilar D Nao - -
43 Axilar E Nao - -
44 Cervical D Sim 6 1
45 Inguinal D Nao - -
46 Axilar D Sim 52 0
47 Axilar E Nao 0 0
48 Cervical D Nao 0 0
49 Axilar D Nao - -
50 Axilar D Sim 22 1
51 Axilar D Nao - -
52 Axilar D Nao - -
53 Axilar D NI NI NI
54 Axilar E Sim 24 6
55 Inguinal E Sim 10 0
56 Axilar D Sim 25 0
57 Axilar E Sim 12 0
58 Inguinal E Sim 9 0
59 NI NI NI NI
60 Axilar E Nao 0 0
61 Axilar D Sim 31 0
62 Inguinal E Sim 8 1
63 NI NI NI NI




Anexo 6 - Dados da evolugado de 63 pacientes com melanomas primarios
com espessura igual ou maior que 1mm.

Tempo Seguimento
Casos Recidivas  (meses) Local da recidiva (meses) Evolucédo
1 Sim 13 Pele 15 Sobrevida sem doenga
2 Sim 18 Pele 20 Sobrevida com doenga
& Sim 43 Pele 110 Sobrevida sem doenca
Pele + SNC + Figado + Ossos +

4 Sim 1 Outros 5 Obito pelo melanoma

® Sim 21 Pele + Outros 24 Obito pelo melanoma

6 Nao 0 83 Sobrevida sem doenga
7 NI NI NI NI

8 Nao 0 21 Sobrevida sem doenca
9 Sim NI Pele 6 Sobrevida com doenga
10 Nao 0 51 Sobrevida sem doenga
11 Nao 0 80 Sobrevida sem doenca
12 NI NI 60 Sobrevida sem doenga
13 Nao 0 71 Sobrevida sem doenga
14 Nao 0 84 Sobrevida sem doenca
15 NI NI 2 Sobrevida com doenga
16 Nao 0 81 Sobrevida sem doenga
17 Nao 0 81 Sobrevida sem doenca
18 Nao 0 60 Sobrevida sem doenga
19 Sim NI Pele + SNC + Figado 27 Sobrevida com doenca
20 Sim NI 81 Sobrevida com doencga
21 Nao 0 81 Sobrevida sem doenga
22 Nao 0 81 Sobrevida sem doenga
23 Sim 11 SNC + Outros 47 Obito pelo melanoma

24 Sim 23 Pele 33 Sobrevida sem doenga
25 Sim NI Qutros 2 Obito pelo melanoma

26 Sim 16 Pele + Outros 15 Sobrevida com doenga
27 Nao 0 75 Sobrevida sem doenga
28 Nao 0 60 Sobrevida com doenga
29 Nao 0 84 Sobrevida sem doenga
30 Sim 10 Pele + Outros 25 Sobrevida com doencga
31 Nao 0 65 Sobrevida sem doenga
32 Sim NI Pele + Outros 60 NI

33 Sim 5 Pele + Outros 60 NI

34 Nao 0 71 Sobrevida sem doenga
35 Nao 0 60 Sobrevida com doenga
36 Nao 0 44 Sobrevida sem doenga
37 Nao 0 60 Sobrevida sem doenga
38 Nao 0 59 Sobrevida sem doenga
39 Nao 0 72 Sobrevida sem doencga
40 Nao 0 11 Sobrevida sem doenga
41 Sim 10 Pele + Figado 13 Sobrevida com doenca
42 Sim 42 Pele 62 Sobrevida com doenga
43 Nao 0 64 Sobrevida sem doenga
44 Sim NI Pele + Ossos 48 Obito pelo melanoma

45 Nao 0 58 Sobrevida sem doenca
46 Nao 0 19 Sobrevida sem doenga
47 Sim NI 64 Sobrevida com doenga
48 Nao 0 57 Sobrevida sem doenca
49 Sim 34 SNC + Outros 36 Obito pelo melanoma

50 Sim 15 Qutros 28 Sobrevida com doenga
51 Nao 0 36 Sobrevida sem doenca
52 Nao 0 1 Sobrevida com doenga
53 Nao 0 1 Sobrevida sem doenga
54 Nao 0 58 Sobrevida sem doenca
55 Sim 27 Outros 57 Sobrevida sem doenga
56 Nao 0 53 Sobrevida sem doenca
57 Nao 0 42 Sobrevida sem doenca
58 Nao 0 48 Sobrevida com doenga
59 NI NI NI NI

60 Sim 30 Outros 53 Sobrevida sem doenca
61 Nao 0 45 Sobrevida sem doenga
62 Nao 0 9 NI

63 NI NI NI NI




Anexo 7 - Dados do estudo da expressao de proteinas inibidoras de apopto-
ses em melanomas com espessura igual ou maior que 1 mm.

Casos c-IAP-2 XIAP Survivina Smac/Diablo
Intens. % Total Intens. % Total Intens. % Total Intens. % Total
1 0 0 0 1 4 5 2 2 4 1 3 4
2 0 0 0 2 4 6 2 3 4 3 4 7
3 Perda 2 4 6 2 3 5 3 3 6
4 0 0 0 Perda 2 3 5 Perda
5 1 8 4 Perda Perda 0 0 0
6 2 3 5 1 4 5 0 0 3 4 7
7 0 0 0 2 4 6 2 4 6 3 4 7
8 2 4 6 2 3 5 2 3 5 3 4 7
9 2 2 4 2 4 6 Perda 3 4 7
10 0 0 0 2 3 5 3 4 7 3 4 7
11 Perda Perda 3 1 4 Perda
12 Perda Perda 3 4 7 Perda
13 Perda Perda 3 4 7 Perda
14 1 4 5 2 4 6 3 4 7 3 4 7
15 0 0 0 2 4 6 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 2 4 6 0 0 0 3 4 7
17 2 4 6 2 4 6 0 0 0 3 4 7
18 1 4 5 2 4 6 1 2 3 3 4 7
19 2 3 5 2 4 6 3 4 7 3 4 7
20 1 4 5 1 4 5 2 4 6 3 4 7
21 Perda Perda 3 4 7 Perda
22 1 4 5 1 4 5 0 0 0 Perda
23 0 0 0 0 0 0 3 4 7 3 4 7
24 0 0 0 4 6 3 4 7 0 0 0
25 Perda Perda 3 4 7 3 4 7
26 Perda Perda 3 4 7 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0 3 4 7 0 0 0
28 2 4 6 2 4 6 3 4 7 3 4 7
29 1 2 3 1 4 5 2 4 6 3 4 7
30 3 4 7 3 4 7 0 0 0 3 4 7
31 1 3 4 2 4 6 3 4 7 2 4 6
32 Perda Perda 3 4 7 Perda
33 2 4 6 2 4 6 1 2 3 3 4 7
34 Perda Perda 3 3 6 Perda
35 Perda Perda 0 0 0 Perda
36 2 4 6 2 4 6 Perda 3 4 7
37 3 4 7 2 4 6 3 4 7 1 4 5
38 1 4 5 2 4 6 4 3 4 7
39 1 4 5 2 4 6 Perda 3 4 7
40 Perda 2 4 6 & 4 7 3 4 7
41 1 4 5 2 4 6 Perda 3 4 7
42 Perda Perda 3 4 7 3 4 7
43 Perda 1 3 4 3 4 7 2 3 5
44 0 0 0 2 4 6 3 4 7 2 4 6
45 0 0 0 2 4 6 3 4 7 2 4 6
46 1 4 5 2 4 6 3 4 7 3 4 7
47 2 4 6 3 4 7 3 4 7 3 4 7
48 1 8 4 1 3 4 3 4 7 3 4 7
49 2 4 6 2 4 6 2 4 6 3 4 7
50 Perda Perda 3 4 7 Perda
51 0 0 0 1 4 5 Perda 3 4 7
52 3 4 7 1 4 5 2 4 6 0 0 0
53 1 4 5 2 4 6 3 4 7 3 4 7
54 1 4 5 1 4 5 3 4 7 3 4 7
55 Perda Perda 2 4 6 Perda
56 2 4 6 2 4 6 Perda 3 4 7
57 2 4 6 2 4 6 3 4 7 3 4 7
58 0 0 0 1 4 5 2 3 5 1 4 5
59 Perda 1 4 5 3 4 7 3 4 7
60 Perda Perda 0 0 0 Perda
61 3 1 4 2 4 6 2 2 4 3 3 6
62 Perda Perda 3 1 4 3 4 7
63 Perda 0 0 0 3 4 7 0 0 0




