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RESUMO

O objetivo deste estudo foi a avaliacao histopatolégica e imunohistoquimica do
infiltrado linfocitario tumoral (TIL) presente em espécimes cirargicos de
melanomas cutaneos primarios em fase de crescimento vertical e sua
correlagdo com a agressividade anatomopatoldgica e clinica da doenga. Foram
estudados 43 casos de melanomas primarios ndo metastaticos de pacientes
submetidos a cirurgia de 1997 a 2005. Apds coleta dos dados clinicos, foi
realizada revisdo de todas os diagndsticos e feita sua classificagao
anatomopatoldgica. A seguir, com o auxilio da técnica de microarranjos
teciduais, foram feitas tanto a analise do TIL de todas estas amostras, bem
como a analise imunohistoquimica com os marcadores CD3, CD20, CD4, CD8,
CD25 e CD57. A idade média dos pacientes foi de 62,2 anos, sendo 22
homens e 21 mulheres. O indice de Breslow foi maior que Tmm em 43,5% dos
casos e menor ou igual a Tmm em 51,2% dos casos; em um caso o indice de
Breslow foi n&o avaliavel com exatidao, apesar de grosso, pela presenca da
ulceracdo. Todos as demais variaveis anatomopatolégicas foram também
avaliadas. O TIL foi brisk em 23,3% dos casos e brisk em 73,7% dos casos.
Dos melanomas finos, com indice de Breslow menor ou igual a 1mm, 59,1%
dos casos apresentavam TIL no brisk, enquanto que 40,9% tinham o TIL do
tipo brisk. Entre os melanomas com indice de Breslow maior que 1mm houve
95% de casos com TIL no brisk e 5% com TIL brisk. Dos pacientes com nivel
de Clark Il, 75% tiveram TIL no brisk e 25% apresentavam TIL brisk. Dos
pacientes com nivel de Clark maior que dois, 77,8% tinham TIL do tipo no brisk,
e 22,2% com TIL brisk. Dos 33 melanomas com taxa mitdtica menor ou igual a
4, 72,7% tiveram TIL no brisk, enquanto que 27,3% brisk. 90% dos melanomas
com taxa mitdtica maior que 4, 90% tiveram o TIL classificado como no brisk.
Na imunomarcagao com 0s anticorpos, houve uma marcagao intensa para o
CD3 de maneira constante, sendo presente também CD8 e CD4 como 0s
proximos mais marcados, seguidos pelo CD20, CD57 e CD25. Houve varias
relacées entre valores das contagens das subpopulagdes linfocitarias com o
indice de Breslow e o tipo do TIL. Em conclusdo, em nossa série houve
predominio do TIL no brisk sobre o brisk; encontrou-se uma relagéo inversa
entre a densidade do TIL e o indice de Breslow dos melanomas cutaneos, os
melanomas espessos tendo TIL no brisk em quase a totalidade dos casos, o
que nao aconteceu com os melanomas finos; nao se encontrou mudanga no
padrédo do TIL conforme o nivel de Clark; houve mudanga no padréao da
subpopulacdo de linfécitos CD4 conforme a localizagdo do TIL; houve alta
contagem de linfécitos CD3+ e baixa contagem de CD20+. Houve
imunomarcagao positiva para CD25 e para CD57, em valores baixos, com o
CD57 marcando pouco mais forte que o CD25.

Palavras Chave: Melanoma cutaneo; Imunohistoquimica; Microarranjos
teciduais; Infiltrado linfocitario tumoral, Resposta imune tumoral
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the tumor infiltrating linphocytes (TIL) in
primary cutaneous melanoma in vertical growth phase and its correlation with
clinical and anatomopathological aggressivity of the disease. This study was
composed by 43 cases of primary cutaneous melanoma, non metastatic,
presenting in patients undergone to surgery from 1997 to 2005. After collect the
clinical data, a review of all the diagnosis was done, and the anatophatological
classification was redone. At that time, using the tissue microarray technique,
the TIL analisis was done and also the imunohystochemical with CD3, CD20,
CD4, CD8, CD25 and CD57 markers. Mean age was 62,2 and there were 22
men and 21 women in the study. The Breslow was bigger than 1mm in 43,5% of
cases, and smaller than 1mm in 51,2% of cases; in one case the Breslow index
was difficult to measure, despite it was thick, because the ulceration. All the
others anatomophatologic items were also evaluated. 59,1% of the thin
melanomas presented no brisk TIL, whereas 40,9% of them presented brisk
TIL. Among the thicker melanomas, the no brisk TIL was present in 95% of
cases, and only 5% of cases with brisk TIL. Among the patients with Clark I,
75% were classified with no brisk TIL, and 25 % presented a brisk TIL. In the
melanomas with Clark bigger than I, 77,8% had a no brisk TIL, and 22,2% of
the cases were brisk. Concerning mitotic rate, 72,7% of melanoma with low
mitotic rate had a no brisk TIL, whereas 27,3% had a brisk TIL. In the
melanomas with a mitotic rate bigger than 4, 90% had a no brisk TIl. The
antibody against CD3 was consistently marked; the next most marked were
CD8 and CD4, followed by CD20, CD57 and CD25. There were several
relations among the lymphocites subpopulations count values, the TIL and the
other anatomophatological conditions. In conclusion, in the melanomas of our
study, there were a inverse relation between the TIL density and the Breslow
index; it was not found a change in the pattern of the TIL according the Clark
level; there was a change in the lymphocytes subpopulation according the TIL
localization; a high CD3+ cells count was found, withi a low count for CD20+
cells; there was a positive count for CD25 and CD57, in low values, with the
CD57 stronger then the CD25.

Key words: Cutaneous melanoma; Imunohistochemical staining; Tissue
microarray; Tumor infiltrating lymphocites; Tumor imune response
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1 INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O melanoma cutaneo € uma neoplasia originada da transformacéao
maligna de melandcitos localizados na camada basal da epiderme. A funcéo
dessas células é sintetizar e transferir o pigmento melanico aos queratinécitos
e desta forma protegé-los dos danos causados pela radiacao ultra-violeta. O
melanoma cutaneo € uma das neoplasias mais agressivas e sua incidéncia é
crescente, principalmente entre a populagdo branca (WEINLICH, 2003).
Melanomas causam mais que 75% das mortes por cancer de pele, e o
prognostico desse tipo de cancer pode ser considerado bom, se detectado nos
estadios iniciais. Nos ultimos anos houve uma grande melhora na sobrevida
dos pacientes com melanoma, principalmente devido a detecgédo precoce do
mesmo. Nos paises desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco anos
é de 73%, enquanto que, para os paises em desenvolvimento, a sobrevida
media € de 56%. A média mundial estimada é de 69% (INCA, 2006).

Nao ha cura efetiva nos pacientes com melanoma disseminado.
Portanto, € importante estimar o risco de progressdo nos pacientes,
preferencialmente no momento do diagnédstico. Dentre os fatores preditivos de
sobrevida em melanomas cutaneos primarios, 0s mais importantes séo a
espessura da lesdo (indice de Breslow), a presenca de ulceragdo e o
envolvimento de linfonodos. Idade, sexo, localizagdo anatémica e lesbes
satélites também s&o importantes. Ha ainda fatores sendo investigados, como
a vascularizagdo tumoral, invasdo angiolinfatica, indice mitético, presenca de
regressao e infiltrado inflamatério tumoral (HOMSI, 2005).

Dados clinicos e histolégicos de melanomas cutaneos primarios
fornecem informagbes prognoésticas uteis, porém o curso clinico desta
neoplasia é imprevisivel e ha necessidade de fatores adicionais para predizer
sua evolucéo (RICANIADIS, 2001).

Apesar de a biologia do melanoma ter sido muito estudada nos ultimos



30 anos, seja de um ponto de vista clinico, bem como em modelos
experimentais animais, ainda se conhece pouco dos eventos moleculares e dos
mecanismos implicados na transformacdao maligna dos melanécitos e na
progressao tumoral do melanoma.(VERONESI, 2000).

Recentemente, técnicas avangadas de biologia molecular tém
possibilitado a identificagao de marcadores moleculares que estdao sendo
investigados na tentativa de estabelecer uma correlacao da sua expressao com
os fatores prognosticos atuais, o risco de progressdo, metastase e sobrevida
dos pacientes com melanoma. Entre os marcadores moleculares envolvidos
na patogénese do melanoma estdo os reguladores de ciclo celular,
componentes apoptéticos e mecanismos de adesao celular (FIGUEIREDO,
2003).

Para avaliar a resposta inflamatoria tumoral ha marcadores moleculares
de células inflamatdrias, como linfécitos, plasmdécitos e macréfagos. Sabe-se
que em todas as etapas de crescimento tumoral existe um certo grau de reagao
linfocitaria, mas a correlagdo entre o grau desta reacao e o prognéstico dos
melanomas ainda n&o esta bem estabelecida.

Propomos, com este projeto, avaliar a resposta inflamatéria tumoral em
melanoma primarios, e estudar a sua correlagdo com o prognéstico destes
tumores em pacientes selecionados. Realizamos analise morfolégica e
imunofenotipica do infiltrado linfocitario tumoral (TIL) em melanomas primarios
de pacientes operados no Hospital Nossa Senhora das Gragas no periodo de
1997 a 2005, utilizando técnicas de coloragao histolégica e imunchistoquimica,
sendo que para a realizagdo desta Ultima foi utilizada técnica de microarranjos
teciduais (TMA). Os resultados deste estudo podem se juntar aos trabalhos
existentes na literatura que indicam o TIL como fator progndstico em
melanomas, bem como podem ser Uteis como bibliografia aqueles que

estudam novas terapéuticas imunolégicas contra 0 melanoma.



A hipotese deste projeto, portanto, € que o TIL em melanomas cutaneos
primarios pode predizer a progressao e o progndstico destes tumores, isto é,
existe uma correlagdo entre o TIL e a agressividade do melanoma cutaneo

primario.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliacao histopatolégica e imunohistoquimica do infiltrado linfocitario
tumoral (TIL) presente em espécimes cirlrgicos de melanomas cutaneos
primarios em fase de crescimento vertical e sua correlagdo com a

agressividade anatomopatoldgica e clinica da doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Avaliar em cortes de hematoxilina-eosina (HE) a localizagao, a
intensidade e o tipo do TIL;

b) Avaliar, através da imunochistoquimica, a imunofenotipagem dos
linfocitos que compdem o TIL, caracterizando, assim, subpopulacdes
linfocitarias (CD4, CD8, CD3, CD20, CD25 e CD57);

c¢) Correlacionar os dados obtidos com a avaliagdo do TIL com dados
preditivos e prognésticos anatomopatoldgicos como taxa mitética, profundidade
de invasao e grau de extensao, além de tipo histoldgico;

d) Correlacionar os dados obtidos com a avaliagdo do TIL com dados
progndsticos clinicos como tamanho e localizag&do da lesao, estadio de doenca
e idade e sexo do paciente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICO DO MELANOMA

A primeira menc¢éo acreditada ser de melanoma foi por Hippocrates, no
quinto século antes de Cristo. Paleopatologistas descobriram metastases
Osseas difusas e massas melandticas arredontadas na pele de mumias
peruanas do quarto século antes de Cristo. Algumas referéncias a “tumores
pretos fatais com metastases e fluidos pretos no corpo” sdo encontradas na
literatura européia entre 1650 e 1760. René Laénnec discutiu “la melanose”
em 1806 e Robert Carswell, em 1838, foi o primeiro a empregar a palavra

melanoma. (URTEAGA, 1966)

3.2 CONCEITOS E EPIDEMIOLOGIA

O melanoma cutaneo € um tumor que se desenvolve da transformacao
maligna dos melandcitos, que sao células derivadas da crista neural,
produtoras de pigmento que residem na camada basal da epiderme na pele
humana. Ele apresenta uma elevada agressividade biologica, podendo originar-
se a partir de uma lesao pigmentada benigna ou da pele normal.
Sucessivamente, pode invadir a derme, disseminar-se aos linfonodos regionais

e apresentar metastases a distancia (Figura 1).



FIGURA 1-  PROCESSO DE DESENVOLVIMENTO DE MELANOMA A PARTIR
DOS MELANOCITOS NORMAIS. NEVOS SAO CARACTERIZADOS
POR CRESCIMENTO CELULAR ABERRANTE, CONSISTINDO EM
NINHOS DE NEVOCITOS AUMENTADOS, COALESCENTES, QUE
MOSTRAM DIFERENTES GRAUS DE DISPLASIA CITOLOGICA.
PROGRESSAO FUTURA RESULTA EM QELULAS MALIGNAS, QUE
CRESCEM SOMENTE DENTRO OU EM INTIMA PROXIMIDADE DA
EPIDERME (FASE DE CRESCIMENTO RADIAL ).
EVENTUALMENTE, AS CELULAS ADQUIREM A HABILIDADE DE
INVADIR PROFUNDAMENTE PARA DENTRO DA DERME (FASE DE
CRESCIMENTO VERTICAL) E ENTAO PARA VASOS LINFATICOS E
SANGUINEOS, LEVANDO A DISSEMINAGCAO SISTEMICA
(MELANOMA METASTATICO). (DEVITA et al., 2005)

Common
Normal Acquired Dysplastic
Skin Nevus Nevus RGP VGP Metastasis

@KCWMC.NC’EC@M&’Q?FB@LC

LEGENDA: NORMAL SKIN= PELE NORMAL; COMMON ACQUIRED NEVUS= NEVO
COMUM ADQUIRIDO; DYSPLASTIC NEVUS= NEVO DISPLASICO; RGP=
FASE DE CRESCIMENTO RADIAL; VGP= FASE DE CRESCIMENTO
VERTICAL; METASTASIS= METASTASES; BM= MEMBRANA BASAL; KC=
QUERATINOCITO; MC= MELANOCITO:; NC= CELULA NEVICA; EC= CELULA
ENDOTELIAL; M= CELULA DO MELANOMA; FB= FIBROBLASTO; LC=
LINFOCITO.
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Infelizmente n&o ha opgdes efetivas de tratamento capazes de curar ou
aumentar a sobrevida do individuo afetado apds o melanoma se disseminar
além do seu sitio primario. Reconhecido, portanto, como o cancer de pele mais
fatal, e estando também entre os canceres mais fatais de maneira geral, a sua
incidéncia aumentou quinze vezes nos ultimos 40 anos nos Estados Unidos, o
que representa o maior aumento de incidéncia entre as neoplasias. A cada
hora um americano morre de melanoma, e ele se mantém um dos tipos de
cancer mais comum entre 0s adultos jovens nos paises industrializados. Além
disso, de acordo com estatisticas de 1973 a 1997, o aumento da mortalidade
por melanoma em individuos com 65 anos ou mais, especialmente homens, foi
o segundo entre todos os tipos de cancer (NESTLE et al., 2003). Sua
incidéncia estimada para 2006 nos Estados Unidos é de 62190 casos, com
uma mortalidade de 7910 casos (NCI, 2006). No Brasil, a incidéncia estimada
para 2006 € de 5800 casos, com uma maior taxa na regido sul. Nos paises
desenvolvidos a sobrevida média estimada em cinco anos é de 73% enquanto
que, para os paises em desenvolvimento a sobrevida média é de 56%. A média
mundial estimada é de 69% (INCA, 2006).

Como em muitos céanceres, tanto a predisposi¢do genética como a
exposicao a agentes ambientais sao fatores de risco para o desenvolvimento
de melanoma. Individuos com cabelo claro e pele clara, e aqueles que sofrem
facilmente queimaduras solares, ou com historia de queimadura solar severa
prévia sdo de maior risco que aqueles com pele mais escura. O componente
ultra-violeta da luz solar causa dano a pele e aumenta o risco de cancer de
pele como o melanoma. Parece que o risco de melanoma esta mais associado
com exposig¢ao solar intensa e intermitente que com exposigao solar cumulativa
(com excec¢ao do melanoma lentigo maligno). A incidéncia de melanoma em
pessoas de pele clara é maior quanto mais préximo da linha do equador estiver
a residéncia, com a maior incidéncia encontrada na Australia; isso reforca a

importancia do dano induzido pelos raios ultra-violeta na patogénese do
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melanoma. (MARKS, 2000). Nos anos 20, a moda feminina se tornou mais
reveladora, e a designer de moda francesa Coco Chanel, que desenvolveu um
bronzeado em uma viagem de Paris a Cannes, é creditada a tendéncia
moderna dos banhos de sol (GILCHREST, 1999). Como nossas roupas
modernas expdem mais a pele que anteriormente, houve um aumento
significativo dos canceres de pele, incluindo o0 melanoma.

Histéria familiar de melanoma, aumento do nimero de nevos comuns ou
displasicos e tendéncia a sinais na pele também aumentam o risco de
melanoma (TUCKER et al., 1997). Dez por cento dos pacientes de melanoma
tem um caso de melanoma na familia.

O melanoma cutaneo pode ser subdividido em diversos subtipos,
principalmente baseados na localizagdo anatdmica e padrdes de crescimento.
Na maioria dos subtipos é observada uma progressao a fases histolégicas
distintas. A progressao dos melanomas da fase de crescimento radial (RGP)
para a fase de crescimento vertical (VGP) é acompanhada com um decréscimo
nas opg¢oes de tratamento, taxas de cura e de sobrevida. A maioria dos
subtipos de melanoma demonstra uma fase de crescimento radial lenta, restrita
a epiderme, seguida por uma fase de crescimento vertical potencialmente mais
rapida (CLARK, et al., 1984). As células de melanoma em fase de crescimento
radial se extendem para cima em dire¢ao a epiderme (propagacéo pagetdide)
mas se mantém in situ e perdem a capacidade de invadir a derme e
metastatizar. O melanoma em fase de crescimento radial € geralmente curavel
por cirurgia excisional. O melanoma em fase de crescimento vertical invade a
derme e estruturas profundas e é potencialmente metastatizante (MEIER et al.,

1998; RUSCIANO, 2000).

3.3 FATORES PROGNOSTICOS DO MELANOMA

O melanoma pode ser ainda classificado em estadios clinicos de acordo
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com fatores prognoésticos significativos (BALCH et al.,, 2001). Em 2002, a
American Joint Commitee on Cancer (AJCC) aprovou uma nova versao do
sistema de estadiamento do melanoma. As mudangas foram validadas com
uma andlise de fatores prognédsticos que envolveu 17600 pacientes com
melanoma (BALCH et al.,, 2001a). O sistema revisado inclui as seguintes
caracteristicas: (1) espessura da leséo, presenga ou auséncia de ulceracao
mas nao nivel de invasado sao os preditores dominantes de sobrevida em
pacientes com melanoma localizado, (2) o numero de linfonodos metastaticos
mais que suas dimensfes e a diferenciacdo de linfonodos envolvidos
microscopicamente ou macroscopicamente, (3) metastases satélites perto de
um melanoma primario e metastases in-transit se consolidaram como uma
unica entidade de estadiamento que foi agrupada em doenga estadio IlIl, (4)
informacdo de estadiamento obtida de mapeamento linfatico e bidpsia de
linfonodo sentinela, e (5) para doentes com doenca metastatica, o sitio das
metastases e o0 nivel de desidrogenase latica. Porém, outros fatores nao
incluidos no sistema de estadiamento revisado podem alterar o prognéstico, a

sobrevida e o tratamento (BALCH, C.M., 1992).

3.3.1 Fatores Progndsticos Clinicos

3.3.1.1 Idade do Paciente

Pacientes idosos se apresentam mais frequentemente com melanomas
espessos e ulcerados (BALCH, C.M., 1992), e muitos estudos tem relacionado
a idade como um fator prognéstico independente (LEITER et al, 2004;
HUBALEWSKA et al., 2003; CHANG et al., 2003). Em um grande estudo com
mais de 17000 pacientes, cada 10 anos de aumento na idade foi associado
com um declinio em ambas as taxas de sobrevida de 5 e 10 anos (BALCH et

al, 2001a).
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3.3.1.2 Sexo

Muitos estudos relataram que mulheres tém melhor prognéstico quando
comparadas aos homens, até mesmo em pacientes com metastases nodais
(SCHUCHTER, 1996; MASBACK et al., 2001; SLINGLUFF et al., 1988;
VOSSAERT et al.,, 1992). Um estudo com 488 pacientes sem evidéncia de
doenga metastatica mostrou 86% de taxa de sobrevida em 10 anos para
mulheres comparados com 68% para homens (SCHUCHTER et al., 1996).
Mulheres geralmente apresentam lesdes mais delgadas com menor presenca
de ulceracao que os homens (BALCH et al., 1992; VOSSAERT et al.; 1992). O
risco de melanoma n&o esta associado com idade na menarca, estado
menopausal, uso de terapia de reposigao hormonal, paridade, idade da

primeira gestacao, ou uso de anticoncepcionais orais.

3.3.1.3 Localizagao Tumoral

Muitos estudos tem relatado a correlagédo entre progndstico e localizagao
anatdémica, mostrando que lesdes das extremidades tém um melhor
prognostico que os melanomas de pescogo, cabeca e tronco (SCHUCHTER et
al., 1996; MASBACK et al., 2001; SLINGLUFF et al., 1993). Na auséncia de
doencga metastatica e para todas as variagées de espessura tumoral, uma taxa
de sobrevida em 10 anos de 90% foi observada quando o melanoma primario
foi nas extremidades, comparado com 70% quando no tronco, cabega ou

PEescogo .

3.3.1.4 Envolvimento Linfonodal

Na analise da AJCC de 2001, 49% de todos os pacientes com

metastases linfonodais sobreviveram em 5 anos e 37% sobreviveram em 10
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anos (BALCH et al.,, 2001a). No sistema de estadiamento de melanoma
revisado em 2001, N1 se refere a metastase para um linfonodo, N2 para dois a
trés linfonodos e N3 para quatro ou mais linfonodos (BALCH et al., 2001a;
BALCH, et al.,, 2001b). Este agrupamento de acordo como o numero de
linfonodos metastaticos envolvidos foi que se correlacionou melhor com as
taxas de SOBREVIDA em 5 anos (CHANG et al., 2003; BALCH et al., 2001b).

O estadiamento para pacientes linfonodo-negativos com melanomas
intermediarios para espessos (>1mm) melhorou com o0 uso do mapeamento
linfatico e bidpsia do linfonodo sentinela (DESSUREAULT et al., 2001). Este
procedimento evoluiu nos Ultimos anos e envolve a inje¢do de de um corante
azul e um coldide radiomarcado na pele ao redor do sitio do tumor, seguido
pela disseccdo do linfonodo corado e radiomarcado. O linfonodo entdo é
cuidadosamente examinado quanto a presenga de depésitos metastaticos.
Metastases linfonodais patologicamente documentadas (tanto por disseccéo
linfonodal eletiva como por dissec¢cao do linfonodo sentinela) sao definidas
como microscopicas, e metastases linfonodais documentadas clinicamente ou
radiologicamente s&o definidas como macroscépicas. As taxas de sobrevida
para estes dois grupos de pacientes sao significativamente diferentes. As taxas
de sobrevida em 10 anos na presenga de linfonodo Unico microscopico vs
linfonodo macroscopico sdo de 63% vs 47% respectivamente (BALCH et al.,
2001a). Estudos para a detecgdo de niveis submicroscopicos de doenca
linfonodal estdo em andamento atualmente (SHIVERS et al., 1998; SUNG et

al., 2001).

3.3.1.5 Metastases a distancia

O tempo de sobrevida média encontrado em um estudo com 1521

pacientes tratados de melanoma cutaneo, com metastases a distancia, foi de

7,5 meses (BARTH et al, 1995). O sistema de estadiamento revisado de
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melanoma divide os pacientes com metastases a distancia em trés grupos
baseado na localizacdo do 6rgao envolvido: disseminacdo subcutanea ou
linfonodos a distancia, envolvimento pulmonar, e outro envolvimento de 6rgéao
visceral. Uma diferenca sobrevida média de 1 ano foi encontrada entre estes
grupos. Em 1158 pacientes com metastases a distancia, aqueles com
envolvimento somente de linfonodos tiveram um progndstico melhor que
aqueles com envolvimento de pulm&o ou outro érgdo visceral (taxas de
sobrevida em 1 ano foram de 59%, 57% e 41%, respectivamente) (BALCH et
al., 2001a; BALCH et al., 2001b). Além do sitio das metastases, o intervalo livre
de doenca entre a doenca inicial e a metastatica, bem como o estadio da
doenca precedendo as metastases a distancia tiveram um papel em predizer
sobrevida na doenca metastatica. Uma apresentacdo incomum mas muito
reconhecida de melanoma é a de sitio primario desconhecido. Esta
apresentacdo é encontrada mais freqientemente em linfonodos regionais,
pulmao, figado, e tecido subcuténeo, mas pode ocorrer em numerosos outros
sitios. A andlise imunohistoquimica tem sido Gtil em determinar a origem do

tumor.

3.3.1.6 Desidrogenase Lactica (LDH)

O nivel sérico elevado de LDH foi um dos melhores fatores preditivos de

decréscimo na sobrevida em uma analise multivariada (BALCH et al., 2001b).

3.3.2 Fatores Progndsticos Anatomopatol6gicos e Moleculares

3.3.2.1 Presentes no Estadiamento Revisado da AJCC
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3.3.2.1.1 Espessura Tumoral (indice de Breslow)

A espessura tumoral e a ulceragdo sao os fatores progndésticos
independentes mais poderosos para 0 melanoma cutaneo localizado (BALCH
et al.,, 2001a; SCHUCHTER et al., 1996; SOONG et al., 1992; BRESLOW et al.,
1970). A profundidade tumoral & medida em milimetros da camada granular da
epiderme até a célula tumoral mais profunda. Aumento da espessura tumoral
esta associado com sobrevida mais pobre. Na versdao de 1997 do sistema de
estadiamento do melanoma, o ponto de transicao entre um melanoma T1 e um
T2 foi definido como 0,75mm (BUZAID et al., 1997). No sistema da AJCC de
2002, a espessura do melanoma € estratificada em quatro categorias: <1,0mm,
1,01-2,0mm, 2,01-4.0mm, e >4mm (BALCH et al., 2001b). A taxa de sobrevida
global em 5 anos nos pacientes com melanomas delgados sem outros fatores
progndsticos adversos € de 95% ou mais. Menos de 5% dos pacientes com
estas caracteristicas tem micrometastases linfonodais (GERSHENWALD et al.,

1999).

3.3.2.1.2 Ulceragao

Ulceracdo € definida histologicamente como a auséncia de uma
epiderme intacta cobrindo uma por¢ao significativa do tumor primario (BALCH,
C.M., 1980). Como j& mencionado, as duas caracteristicas independentes
mais poderosas do melanoma cutaneo primario sdo ulceragéo (que nao estava
presente no sistema de estadiamento antigo) e espessura tumoral. Estes
fatores sdao altamente relacionados entre si; estudos tém mostrado que a
incidéncia de ulceracdo no melanoma cresce com 0 aumento da espessura
tumoral, variando de 6-12% para melanomas delgados a 63%-72,5% para
lesbes espessas (>4mm) (BALCH et al.,, 2001a; BALCH et al.,, 1980). A

presenca de ulceragao diminui a sobrevida em todas as categorias de
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espessura tumoral, sendo que o maior decréscimo — 22% - acontece nos
tumores espessos (>4mm) (BALCH et al.,, 2001a). Esta observacéo levou a
inclusao da ulceracdo como o0 segundo determinante da classificagdo T no
novo sistema de estadiameto e como Unico fator do tumor primario a modificar

o prognéstico da doenca linfonodal positiva (BALCH et al., 2000).

3.3.2.1.3 Nivel de Clark

O nivel de Clark tem sido usado para descrever o envolvimento do tumor
dentro das estruturas cutaneas e subcutaneas. Nivel | corresponde ao
crescimento intraepidermal com membrana basal intacta, nivel Il corresponde a
invaséo da derme papilar, nivel Ill € o envolvimento tumoral da derme papilar e
juncao entre derme papilar e reticular, nivel IV é a invasao do tumor na derme
reticular, e nivel V é a invasédo da gordura subcutanea pelas células tumorais
(MARCOVAL et al., 1996). O nivel de Clark € mais preditor de sobrevida em
melanomas finos (<1mm), e € parte do sistema de estadiamento somente em
tais lesdes (BALCH et al.,, 2004). Para tumores mais espessos que 1mm, o
nivel de Clark é menos preditivo que a ulceracdo, idade do paciente ou

localizagao tumoral, e também tem utilidade limitada.

3.3.2.1.4Microsatélites

Microsatélites s&o ninhos discretos de tumor maiores que 0,05mm de
didmetro que sé&o separados do corpo do tumor por colageno normal reticular
ou gordura subcutanea. Apesar de serem raras em tumores menores que
1,5mm, quando estiveram presentes a sobrevida foi de 36% comparada a 89%
para aqueles sem microsatélites (DAY et al., 1981). Os microsatélites também
estdo associados a um aumento na frequéncia das metastases linfonodais

regionais (de 12 para 53%) em tumores maiores que 1,5mm (HARRIST et al.,
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1984). A presenca de metastases satélites microscopicas ou clinicas perto de
um melanoma primario bem como metastases in-transit entre o melanoma
primario e os linfonodos regionais foi incluida no sistema de estadiamento

revisado para estadio lll como N2c (BALCH et al., 2001b).

3.3.2.2 Nao-Presentes no Estadiameto Revisado da AJCC

3.3.2.2.1 Vascularizagao tumoral

A vascularizacao tumoral é a formac¢do de novos microvasos na derme
da base de um melanoma invasivo. E associada com o desenvolvimento da
fase vertical de crescimento em melanomas delgados (MARCOVAL et al.,
1996; MARCOVAL et al., 1997). Quatro padrbées de vascularizagédo tumoral sao
descritos: ausente, esparsa, moderada e proeminente. Aumento da
vascularizagado tumoral é mais provavel em melanomas ulcerados e espessos
(KASHANI-SABET et al., 2002; STRAUME et al., 1999). A extensa utilizagao
deste fator € limitada pela subjetividade da avaliagdo do patologista e a
reprodutibilidade da avaliagao entre observadores. Apesar de um estudo ter
mostrado que o grau da vascularizagao tumoral foi o fator histopatoldégico mais
importante determinando sobrevida global, mais estudos sdo necessarios para

esclarecer o impacto da vascularizagao tumoral como preditor de sobrevida

(KASHANI-SABET et al., 2002).

3.3.2.2.2 Invaséao linfovascular

Envolvimento vascular significa invasao de células tumorais dentro da

microvasculatura na derme, tanto circundando o endotélio (invasao incipiente),
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como penetrando no endotélio e entrando na luz do vaso (invasao vascular).
Varios relatos notaram que invasdo vascular aumentou significativamente o
risco de recidiva, envolvimento linfonodal, metastases a distancia, e morte, € 0
impacto na sobrevida do individuo portador de melanoma foi similar aquele da
ulceracdo (KASHANI-SABET et al., 2001; KASHANI-SABET et al.,, 2004;
DADRAS et al., 2003).

3.3.2.2.3 Taxa Mitética

A taxa mitdtica € medida como numero de mitoses por milimetro
quadrado (ZETTERSTEN et al., 2003), ou nimero de mitoses por 10 campos
de grande aumento da neoplasia. Tem sido sugerido que um maior indice
mitético pode simplesmente representar células com maior tempo de
duplicagéo, e assim pode ser um preditor de prognéstico pobre (SPATZ et al.,

1998).

3.3.2.2.4 Regressao

Regressao é a substituicdo do tecido tumoral por fibrose, células de
melanoma  degeneradas, proliferagdo linfocitica e  telangiectasias
(ZETTERSTEN et al., 2003). A incidéncia de regressdao € maior que 58% em
melanomas iguais ou menores que 0.75% (MCGOVERN et al., 1983). Apesar
de a maioria dos estudos nao terem encontrado um papel significante para
regressao em determinar sobrevida, um estudo mostrou que regressao € fator
progndstico adverso em predizer sobrevida em melanomas delgados
(SLINGLUFF et al., 1988). Ainda faltam estudos para definicdo de regressao
como fator preditor de prognéstico nos melanomas. Microscopicamente, a
regressao pode ser definida como area de desaparecimento das ceélulas

tumorais, associada a inflamacéo e a reparagéo na derme, com melanoma bem
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definido nas adjacéncias, seja na epiderme ou na derme situada lateralmente.
A tendéncia hoje é aceitar que a regressao seja um parametro que pode indicar
evolugdo desfavoravel, com possibilidade de metastase (SCOLYER et al.,
2004). MASSI et al. (1999) registraram que, em melanomas finos (< 1,0mm), o
parametro quantitativo da espessura do tumor e a espessura da regressao sao
importantes fatores independentes preditivos de progressdo, ou seja,
melanomas finos em pacientes com evolugao desfavoravel podem ser finos em

virtude da regressao, podendo ter sido mais espessos no passado.

3.3.2.2.5 Mutagao do BRAF

Corresponde a mutacdo mais freqlente (60-80%) observada no
melanoma humano (DAVIES et al., 2002; BROSE et al., 2002). Pode ser
encontrada tanto em nevos benignos como no melanoma (POLLOCK et al.,
2003). Faltam estudos para determinagao do seu real papel como indicador

progndstico para o melanoma cutaneo.

3.3.2.2.6 Infiltrado Linfocitario Tumoral (TIL)

O TIL representa a resposta imune as células de melanoma. Esta
resposta € usualmente medida pelo nivel do infiltrado linfocitario presente na
base da fase de crescimento vertical do tumor e pode ser caracterizada como
brisk, nonbrisk ou absent (ELDER et al., 1985; CLARK et al., 1986). Brisk se
os linfécitos estdo presentes difusamente pela fase de crescimento vertical;
nonbrisk quando os linfécitos se encontram em um ou mais focos da fase de
crescimento vertical do melanoma cuténeo; absent se n&o ha linfécitos
presentes, ou sao presentes mas nao infiltram o melanoma. A maioria da
infiltracao linfocitaria brisk é encontrada em tumores finos (MIHM et al.; 1996).

As taxas de sobrevida em 5 e 10 anos para melanoma com fase de
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crescimento vertical e infiltracao brisk sao 77% e 55% respectivamente. Para
tumores com infiltragao nonbrisk, as taxas de sobrevida em 5 e 10 anos s&o
respectivamente 53% e 45%, e para tumores com infiltracao linfocitaria tumoral
ausente as taxas de sobrevida em 5 e 10 anos foram 37% e 27%,
respectivamente (MIHM et al., 1996). E necessaria uma definicdo mais
uniforme da resposta do hospedeiro em termos do tipo e localizagao da
infiltracdo para melhor determinar a importancia da mesma. Uma importancia
indireta € no uso do TIL como nova terapia para o melanoma (ROSENBERG et
al., 1994; ROSENBERG et al., 2004), apesar que sao necessarias ainda mais

pesquisas neste sentido.

3.4 RESPOSTA IMUNE TUMORAL

3.4.1 Aspectos Gerais

A pele é a principal barreira entre os tecidos internos € o meio externo
juntamente com as mucosas. E um sistema efetor de defesa, pois pode gerar e
suportar reacdes inflamatérias e imunoldgicas locais. Existe um tecido linféide
organizado e altamente especializado localmente, tanto na derme quanto na
epiderme, composto principalmente por linfécitos T CD8+ e linfécitos T CD4+.
Durante as respostas inflamatorias, os neutréfilos liberam fatores quimiotaticos
soluveis responsaveis pelo recrutamento de células efetoras nao especificas e
imunes especificas. No processo inflamatério, os mesmos produzem citocinas
que modulam o balango entre a imunidade humoral mediada por linfécitos B e
a mediada por células T (MARIA, 2002).

A funcédo dos polimorfonucleares na resposta imunolégica anti-tumoral
esta ligada basicamente a modulagdo da atividade citotéxica mediada por

células depententes de anticorpos e a inducdo da apoptose pela interacao

entre Fas-FasL na superficie da célula tumoral.
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Em geral existem dois tipos de respostas especificas anti-tumorais, uma
dependente de anticorpos e a outra mediada por células T efetoras. Os
anticorpos medeiam mecanismos da citotoxicidade dependente de anticorpo,
ou de complemento, ou sao responsaveis pela opsonizagdo de células
tumorais alvo. Esses mecanismos dependem da habilidade do sistema
imunolégico em produzir anticorpos para antigenos da superficie das células
tumorais que neste caso nao tenham sido apresentados aos receptores do
MHC de classe I.

O reconhecimento antigénico € diferente entre as células B e as células
T. As primeiras podem reconhecer antigenos sem a necessidade da
apresentacdo de outras moléculas, enquanto as Ultimas geralmente
reconhecem antigenos necessitando receptores de células T para reconhecer
complexos moleculares de MHC (complexo maior de histocompatibilidade) .

Os linfécitos exercem um papel central providenciando a especificidade
do reconhecimento imune. Inumeros trabalhos ao longo dos anos
estabeleceram que a imunidade celular — aquela exercida pelos linfécitos T — é
particulamente relevante para a imunologia tumoral (JANEWAW et al., 2002;
DIEFENBACH et al., 2002).

Foi demonstrado que células T sao capazes de especificamente lisar
células tumorais autdlogas in vitro (ITOH et al., 1988; TOPALIAN et al., 1989).
Elas secretam também citocinas, como interleucina-2 (IL-2), interferon-Y (IFN-
Y), fator estimulante de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), e
fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e também proliferam em resposta a
estimulagdo com células tumorais autélogas (BARTH et al., 1991; TOES et al.,
1999). Ha, portanto, antigenos tumorais que s&o alvo de anticorpos, e
antigenos tumorais que séo alvos de células T.

A apresentacdo dos antigenos tumorais as células T é feita por meio dos
MHC-I (complexo maior de histocompatibilidade tipo 1)ou MHC-II (complexo

maior de histocompatibilidade tipo 2), que sao moléculas receptoras de
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antigenos (BJORKMAN et al., 1987; BJORKMAN et al., 1987b; RAMMENSEE,
1993). MHC-I| apresentam peptideos antigénicos aos linfécitos CD8+; MHC-II
fazem a mesma funcgéo para os linfécitos T CD4+. Os linfocitos T CD8+ s&o por
vezes chamados de linfécitos T citotdxicos (CTLs), pois uma subpopulacao
destas células pode lisar as células-alvo tanto liberando granulos liticos como
estimulando receptores da morte celular, como os receptores Fas, nas células
alvo. Ja as células T CD4+ sao chamadas de células T auxiliadoras, pois
comumente aumentam a resposta imune promovendo a ativagéo de células B,
outras células T e outras células importantes do sistema imune, como as
células dendriticas (DCs) e macréfagos.

Os peptideos antigénicos que formam complexo com MHC-1 e MHC-II
podem ter origem de proteinas do citossol, bem como de glicoproteinas da
membrana ou extracelulares. Os primeiros s&o apresentados geralmente por
MHC-I e os ultimos pelos MHC-IL.

A resposta das células T ativadas é dependente do estimulo feito pelos
antigenos, e a eliminagdo dos antigenos ativadores geralmente resulta em
morte por apoptose das células T correspondentes, exceto por poucas
remanescentes que se tornam células de memoria (RATHMEL et al., 1998;
VAN PARIJS et al., 1998; GOLDRATH et al., 1999; RATHMELL et al., 2002).

A migracdo das células T efetoras para os tecidos como parede
gastrointestinal, pele ou sitios de inflamacdo é estimulada por citocinas
quimiotaticas que se ligam a determinantes especificos na parede endotelial,
como a proteina inflamatéria macrofagica 1-8B, que se liga a proteoglicanos
selecionados no endotélio e promovem a adesao das células T, particularmente

células T CD8+ (TANAKA et al., 1993).

3.4.2 Fungdes das Células T Antitumorais Maduras

As células T CD4+, ativadas por células apresentadoras de antigenos,
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podem prover IL-2, outras citocinas, ou estimular a adesao de linfécitos T

citotoxicos a célula apresentadora de antigeno.

FIGURA 2 —

MODELO PARA ESTIMULACAO DE IMUNIDADE ANTITUMORAL DE
CELULA T CD4+ E CD8+, BASEADO NAS CELULAS T CD8+
INTERAGINDO COM CELULAS TUMORAIS E CELULAS T CD4+
INTERAGINDO COM CELULAS APRESENTADORAS DE

ANTIGENOS (APCs). (ILUSTRAGAO DE EMILY GREEN SHAW; RETIRADO
DE DEVITA et al., 2005)

Tumor

LEGENDA:

CD8+ = CELULAS T CITOTOXICAS; CD4+= CELULAS T

AUXILIADORAS; TUMOR CELL= CELULA TUMORAL; T CELL= CELULA T
OU LINFOCITO T; APC= CELULA APRESENTADORA DE ANTIGENOS;
TCR= RECEPTOR DE CELULA T; MHC Class I= COMPLEXO MAIOR DE
HISTOCOMPATIBILIDADE DO TIPO I; MHC Class ll= COMPLEXO MAIOR DE
HISTOCOMPATIBILIDADE DO TIPO II; PEPTIDE= PEPTIDEQ: CD8= GRUPO
DE DIFERENCIACAQ 8; CD4= GRUPO DE DIFERENCIACAO 4

As células T auxiliadoras foram subdivididas em dois grupos de células,
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Th1 e Th2, com base no padrao de citocinas que elas secretam ao serem
estimuladas (FITCH et al., 1993; SEDER et al., 1994; SEDER et al., 1999;
ROMAGNANI et al., 1994; CARTER et al.,, 1997; CONSTANT et al., 1997;
O’GARRA, 1998; ABBAS et al., 1996). Um grupo promove a resposta imune
celular (Th1) e o outro a resposta imune humoral (Th2). Em modelos humanos
IFN-Y é secretado por células Th1, enquanto IL-4, IL-5 e IL-9 sdo secretados
por células Th2.

Ha as células T regulatérias que séo capazes de inibir as atividades de
outras células, incluindo células T CD4+ e CD8+. A subpopopulagéo de células
T regulatérias tém um fendtipo CD4+CD25+. Elas podem inibir a resposta
antitumoral, e a sua deplecédo € uma linha promissora de imunoterapia anti-
cancer (SCHWARTZ et al., 2003).

Os principais tipos de células efetoras antitumorais sao os linfécitos T
citotoxicos e linfécitos natural killer (NK). A maioria dos linfocitos T citotdxicos
humanos séo células T efetoras CD8+ ativadas, e a maioria dos antigenos
tumorais humanos sédo apresentados por MHC-I (ROBBINS et al, 2000;
RENKVIST et al, 2001). Os linfocitos T citotdxicos parecem usar dois
diferentes meios para destruir as células-alvo durante reacgdes citoliticas que
ocorrem em poucas horas. Estas incluem granulos de exocitose e estimulacao
de receptores das células-alvo por ligantes relacionados a TNF, como o ligante
FAS e o indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL)
(HENKART et al., 2003; RUSSELL et al., 2002).

Um FAS ligante (FAS-L), que € uma proteina transmembrana
pertencente a familia TNF, tem sido identificado na superficie dos linfocitos T
citotdxicos ativados, particularmente entre as células T CD8+ e CD4+Th1.

As células NK sao um grupo de linfécitos distintos dos T e B, geralmente
grandes e granulares, originarios da medula éssea, que tem progenitor comum
com as células T, mas ndo requerem maturacdo timica, e ndo expressam —

diferentemente dos linfécitos T — 0 complexo TCR / CD3 (SPITS et al., 1995).
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Representam o maior grupo de atividade citotoxica antitumoral mediada por
células que nado é ativado por reconhecimento antigeno-especifico. Fazem
parte dos mecanismos de defesa inatos, ou de linha de frente, pois para agir
nao requerem adaptagdo antigeno-especifica do hospedeiro ou imunizagao.
Nao apresentam resposta de memoria. Seu mecanismo de citotoxicidade
parece ser similar ao dos linfocitos T citotoxicos (CD8+) (YAGITA et al., 1992;
LANIER et al., 1992; SHI et al., 1992).

O sistema imune desenvolveu um mecanismo altamente complexo,
regulado, e adaptativo para distinguir entre células estranhas e células
autélogas normais e para reagir contra as células estranhas. Células tumorais
que sao sensiveis ao sistema imune adaptativo sdo reconhecidas e destruidas
primeiramente por resposta imune celular. Estas respostas dependem dos
receptores de ceélulas T clonalmente distribuidos para reconhecimento
especifico dos antigenos da superficie da célula tumoral e pelo disparo das
atividades das células T que matam as células tumorais tanto diretamente
como por recrutamento de outras células do hospedeiro.

Células T que matam diretamente as células tumorais sdo comumente
as CD8+ e geralmente reconhecem antigenos tumorais como complexos de
MHC-I e peptideos antigénicos da superficie celular derivados primariamente
do processamento de proteinas intracelularmente nas células tumorais. As
células T que ajudam as respostas imunes contra tumores sdo comumente
CD4+ e geralmente reconhecem complexos de MHC-II / peptideos antigénicos
na superficie celular. Como o0s precursores para células T maduras CD8+
citotdéxicas, os precursores das células T CD4+ auxiliadoras séo ativados
primeiramente por células apresentadoras de antigenos do hospedeiro,
particularmente células dendriticas, linfécitos B ativados, e macrofagos
ativados. Estes trés tipos de células apresentadoras de antigenos podem
processar proteinas tumorais adquiridas por endocitose. Células dendriticas

ativadas, porém, parecem ser as Unicas a serem capazes de ativar as células T
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pela primeira vez contra antigenos tumorais ap6s deixarem o timo como células
T maduras mas nativas.

Para estimular os linfocitos T, particularmente células T nativas, em um
modo antigeno-especifico, comumente sdo requeridos dois diferentes sinais da
superficie celular. O primeiro sinal € do antigeno tumoral, que seleciona a
célula T para responder e providencia especificidade como resultado do
mecanismo de estimulagéo do receptor antigeno-especifico TCR na superficie
da célula T. O segundo sinal é um sinal coestimulatério essencial (mas por si
s6 insuficiente) das células apresentadoras de antigenos, que reduz a
probabilidade de resposta de célula T insuficiente. A resposta imune é
promovida ou limitada por células regulatérias através de suas citocinas
secretadas e ligantes de superficie celular, que, como um grupo, formam uma
rede de atividades que reduzem a probabilidade de falha geral da resposta
imune ou de uma resposta imune deficitaria.

Células T podem reconhecer auto-antigenos e ndo-auto-antigenos. Nao-
auto-antigenos tumorais sao principalmente derivados de proteinas que tem
uma estrutura anormal proveniente de instabilidade genética tumoral, ou
proteinas que sao produtos de genes virais de dentro do tumor, ou proteinas
que nao sao produzidas em células normais em um nivel imunogénico inicial.
Os TCRs de células T maduras que reagem com estes antigenos comumente
fazem com uma alta afinidade. Em contraste, muitas proteinas tumorais sao
auto-proteinas compartilhadas com células normais, e células T com alta
afinidade para estes peptideos antigénicos parecem ser grandemente
eliminadas durante a sua maturagao no timo. Estimular uma resposta imune
contra estes antigenos é dificil e geralmente requer quebra de tolerancia. Além
da eliminagdo das células T no timo, uma variedade de mecanismos fora do
timo previnem resposta imune celular contra auto-antigenos. Ativagéo
antigeno-especifica de células T naive é limitada primariamente a peptideos

antigénicos apresentados por células dendriticas ativadas e esta células
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geralmente funcionam em locais onde inflamagéo e um tipo de antigeno estao
presentes. Delecdo ou anergia € um fato comum as células T nativas que
respondem a antigeno na auséncia de sinais coestimulatorios. Células T
regulatérias podem bloquear a proliferacao e fung¢ado das células T antitumorais
(DEVITA et al., 2004).

As células tumorais podem escapar do reconhecimento antigeno-
especifico por diferentes mecanismos, que geralmente refletem instabilidade
genética (MARINCOLA et al., 2000; GARCIA-LORA et al., 2003; CAMPOLI et
al., 2002; KHONG et al., 2002).

Os mecanismos imunolégicos especificos € ndo especificos interagem
nas respostas contra o aparecimento e desenvolvimento de varias neoplasias
cutaneas. O infiltrado inflamatério produz um ambiente propicio para a ativacao
da resposta imunolédgica especifica, levando ao influxo de outros elementos
celulares, como os macrofagos e linfécitos efetores, e ativando os mecanismos
de apresentacao dos antigenos tumorais.

Os anticorpos monoclonais podem ser gerados em laboratério e podem
ser utilizados para combater antigenos tumorais nos pacientes com tumores
que apresentam antigenos sensiveis a eles, como canceres de células B (ex.
anti-CD20 e anti-CD-25) (WALDMAN et al., 2000; PRESS et al.,, 2001). Estao
ainda sendo criados antigenos para prevenir 0 cancer ao invés de trata-lo,
como por exemplo, a vacinagao precoce para hepatite B prevenindo o
carcinoma hepatocelular, e os programas de vacinag¢ao contra o papilomavirus
humano (HPV), prevenindo o carcinoma de colo de utero (KOUTSKY et al.,
2002). Os avangos nos estudos de imunologia tumoral e de genbmica e
protedmica tumoral estdo aumentando o conhecimento da natureza das
alteracées de DNA, RNA-m e proteinas que resultam em potenciais antigenos
para células T (STRAUSBERG et al., 2003; HANASH, 2003).

Nos melanomas a reatividade tumoral de célula T mais comumente

encontrada é contra o antigeno de melanoma reconhecido por células T
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(MART-1 / Melan-A), que € uma proteina de diferenciagdo de melandcitos,
produzida por eles (ROSENBERG, 1999). O MART-1 é expresso em
melandcitos normais, nevos benignos e melanomas; sendo assim, nao € util na
distincao entre lesées melanociticas (MANGINI et al., 2002).

Ha marcadores especificos baseados na reatividade a anticorpos, que
foram identificados e permitem detectar células T individuais, com um particular
estagio de maturacédo (ZOLA et al., 2006). Os marcadores sao moléculas de
superficie celular. Por exemplo, o complexo TCR/CD3 é agora comumente

utilizado como marcador de células T.

3.5 INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL (TIL) NO MELANOMA

3.5.1 Conceitos e Fisiopatogenia do TIL

Os conceitos originais concernentes ao TIL surgiram de observacgdes de
regressao de melanomas malignos, raramente completamente, usualmente
parcialmente, mediada por linfécitos. Além disso, a observagéo de nevo halo,
um fenémeno invariavelmente associado com regressdao de um nevo, bem
como a mediacdo dos linfécitos no processo de regressdo, certamente
estabeleceu uma importancia para os linfécitos em causar destruicao
melanocitica e, subseqlente, desaparecimento das lesdes pigmentares
afetadas. Dr. Wallace Clark utilizou, em uma discussdo sobre um caso de
regressao de melanoma, o termo “tumor infiltrating lymphocytes” (TIL), em
1967, sendo a primeira vez que esta designagéo foi utilizada (MIHM, 1999).

Ja em 1978, LARSEN e cols., num estudo histoldgico retrospectivo de
669 casos de melanoma cutaneo primario estadio clinico I, verificaram uma
relagdo altamente significativa entre um infiltrado linfocitario denso e uma
invasao tumoral até a interface papilar-reticular, em contraste com uma

resposta pobre associada com invasao mais profunda. Para um mesmo nivel
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de invasao nao houve diferenca no prognéstico em relacdo a densidade da
infiltrag@o linfocitaria (LARSEN et al., 1978).

Nos anos 80 houve varios estudos relacionando a resposta imune com o
progndstico do melanoma (MIHM, 2006).

No inicio, os estudos sobre TIL foram muito contraditérios, talvez pela
comparacgao desta infiliragdo em diferentes fases do melanoma. De acordo
com ELDER et al (1985), para os linfécitos serem de importancia prognéstica,
devem penetrar na fase de crescimento vertical e desalinhar as células do
melanoma. Em uma tentativa de verificar a competéncia da presenca da
infiltragcdo linfocitaria tumoral como um fator progndstico histopatoldgico
independente, CLEMENTE et al. (1996) avaliaram 285 casos consecutivos de
melanoma cutaneo com fase de crescimento vertical. O infiltrado linfocitario
tumoral foi classificado, de acordo com ELDER et al. (1985) e CLARK et al.
(1986), em trés categorias: brisk, nonbrisk ou absent. Como ja definido
anteriormente, brisk se os linfocitos estao presentes difusamente pela fase de
crescimento vertical; nonbrisk quando os linfocitos se encontram em um ou
mais focos da fase de crescimento vertical do melanoma cutaneo; absent se
ndo ha linfécitos presentes, ou sdo presentes mas nao infiltram o melanoma
(Figuras 3, 4 e 5). Do total de casos, 69 eram de melanomas com um maximo
didmetro menor que 6,0mm e 85,5% dos quais com espessura menor que
2,0mm. A diferengca de sobrevida em 7 anos, entre 0s casos em que a
infiltracdo foi brisk (100%), nonbrisk (77%) e absent (45%) sugeriu que a
presenga do TIL é um importante fator prognostico independente do tamanho e

espessura da lesao.
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FIGURA3-  INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL (TIL) “BRISK’ (CLEMENTE et
al., 1996)

Intranoiular diffuse bosk Infranadular penpheral bk

LEGENDA: ®= FASE DE CRESCIMENTO RADIAL; = FASE DE CRESCIMENTO
VERTICAL; ® = LINFOCITO; INTRANODULAR DIFFUSE BRISK= BRISK
INTRANODULAR DIFUSO; INTRANODULAR PERIPHERAL BRISK= BRISK
INTRANODULAR PERIFERICO.



FIGURA 4 -  INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL (TIL) “NONBRISK* (CLEMENTE
et al., 1996)

Intrancdular Sparse non Drsk Intranodular perpharal non brisk

LEGENDA: ®= FASE DE CRESCIMENTO RADIAL; - '= FASE DE CRESCIMENTO
VERTICAL; ® = LINFOCITO; INTRANODULAR SPARSE NONBRISK=

NAO BRISKINTRANODULAR ESCASSO; INTRANODULAR PERIPHERAL
NONBRISK= NAO BRISK INTRANODULAR PERIFERICO.

32
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FIGURA5-  INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL (TIL) “ABSENT” (CLEMENTE et
al., 1996)

Totally absent Focally absent

LEGENDA: ®= FASE DE CRESCIMENTO RADIAL; = FASE DE CRESCIMENTO
VERTICAL; *® = LINFOCITO; -~ = CLONE DIFERENTE DE CELULAS DE
MELANOMA; TOTALLY ABSENT= TOTALMENTE AUSENTE; FOCALLY
ABSENT= FOCALMENTE AUSENTE

Com o propdsito de avaliar o nivel de dificuldade da mensuragéao do TIL,
um grupo de pesquisadores do departamento de Patologia do Memorial Sloan
Kettering Cancer Center estudou a concordancia entre observadores na
categorizagao desta infiltragdo (BUSAM et al., 2001); 20 casos de melanoma
maligno cutaneo primario em fase de crescimento vertical foram circulados
entre 3 patologistas e 3 dermatologistas. Para cada caso, o TIL foi classificada
como brisk, nonbrisk ou absent de acordo com Clark. Somente um patologista
(um dermatopatologista) era familiar com a classificacdo de TIL. Aos
observadores foi dado linhas de conduta escritas e um breve tutorial antes que
fizessem o exame de suas laminas. Os resultados encontrados mostraram que
com pequena instru¢do, uma concordancia generalizada entre observadores foi
boa (com valores kappa de 0,6 ou mais), especialmente entre patologistas
(kappa >0,7). Trés observadores tiverem excelente concordancia entre si
(kappa>0,75). Os achados sugerem que a categorizagado do TIL é viavel e pode
ser aplicada com um nivel aceitavel de reprodutibilidade na pratica diagndstica
de rotina.

Segundo CLARK et al. (1989), tendo fixos todas as outras variaveis, a
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presenca de um TIL brisk confere ao paciente uma probabilidade de
sobrevivéncia 11 vezes maior que nos casos com TIL absent, ou mesmo do TIL
que nao esta em contato com as células neoplasicas.

Ja a correlagéo entre reagao inflamatdria e melanoma cutéaneo nao foi
observada em uma série de 43 pacientes com melanoma de espessura
delgada (menores que 1 mm) e que desenvolveram metastases, publicada por
GUITARD et al. (2002).

Estudo recente de um grupo hungaro comparou o infiltrado linfocitario
tanto intratumoral como peritumoral de 76 melanomas cutdneos operados entre
1980 e 2000 no Instituto Nacional de Oncologia de Budapeste, de maneira
quantitativa e qualitativa, tendo como resultado a evidéncia que no grupo
estudado houve correlagcao positiva entre infiltrado linfocitario peritumoral e
melhor progndstico, bem como houve correlagdo positiva entre dois
marcadores de ativacéo de linfécitos T, 0 CD25+ e 0 OX40+, com uma melhor
evolucdo dos pacientes estudados (LADANYI et al., 2004).

Ja em relacao a presenca de infiltrado linfocitario tumoral em linfonodos
metastaticos, que foram o primeiro sitio de recorréncia em 99 pacientes
revisados por MIHM et al. (1996), 16 foram classificados como brisk (reacao
linfocitaria intensa), 37 como nonbrisk (reagéo linfocitaria moderada) e 46 como
absent (reagao linfocitaria ausente). Em 30 meses de follow-up a sobrevida
livre de doencga foi de 81,3% nos casos brisk, 46,8% nos casos non-brisk, e
29,3% nos casos absent. A analise multivariada confirmou o valor progndstico
do TIL em predizer sobrevida livre de doenga nos pacientes com metastases
linfonodais.

Ainda para estabelecer valor prognostico das células do sistema imune
que infitram o melanoma, PIRAS et al. (2005) avaliaram a distribuicdo e
densidade de subtipos de linfécitos T, macrofagos e células dendriticas em
amostras de melanoma cutaneo primario de 47 pacientes com melanoma

estadio | e Il de acordo com o sistema de estadiamento da AJCC. Realizaram
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uma avaliagdo quantitativa de células CD8, CD4, CD68 e HLA-DR em areas
selecionadas da base do melanoma em fase de crescimento vertical. Quando
possivel, estas células foram contadas e os valores médios foram
correlacionados com sobrevida em uma anadlise estatistica. O diagnéstico de
melanoma das lesdes foi morfoldgico e fenotipico, analisando presencga de
antigenos associados ao melanoma, como proteina S-100, melan A e HMB-45.
Foram contadas as infiltragdes linfocitarias tumorais por células CD8+ na base
da fase de crescimento vertical dos melanomas, perto da derme, e
classificados os tumores em grupos de alto, moderados e baixo nivel de
linfécitos. E interessante notar que houve uma diferenca significativa de
sobrevida em 5 anos entre os individuos dos grupos de alta (78,8% de
sobrevida), moderada (44,4% de sobrevida) e baixa (25% de sobrevida)
densidade de linfécitos T CD8 nas séries de melanoma, sem qualquer relacao
com outras variaveis clinicas. Estes achados implicariam que a presenca de
infiltracdo linfocitaria por linfécitos CD8+ pode ser um importante fator
progndstico independente. A presenca de mais de 100 linfécitos CD8
aumentaria a taxa de sobrevida significativamente e levaria a um melhor
prognostico, confirmando a atividade antitumoral dos linfécitos T no melanoma.
Estes achados confirmaram o trabalho de CLARK et al. (1989), que
identificaram o significado do TIL no prognéstico de individuos com melanoma
pela primeira vez em 1989 e foram muito similares aqueles publicados por
CLEMENTE et al. (1996) em termos de sobrevida em 5 anos entre as
categorias de infiltracdo brisk, nonbrisk e absent. Além disso, TUTHILL et al.
(2002) evidenciaram que uma resposta do TIL em pacientes com melanoma,
quando na forma brisk, era muito protetora em relacdo a sobrevida. A
colocalizagdo dos linfécitos T CD4 com os linfécitos CD8 foi encontrada nas
lesGes, porém os linfécitos CD4 foram encontrados menos frequentemente que
os CD8. Porém, aqueles n&o foram contados, pois seu antigeno era comum

para ambos linfécitos e macréfagos; por isso, a contagem de células de CD4
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ndo pode se constituir em um método valido para avaliar estas células como
parametro prognédstico. Os linfécitos CD4 reconhecem o0s antigenos em
associagdo com moléculas HLA |l que sédo expressadas por linfécitos B
ativados, macréfagos e células dendriticas, que contatam com antigenos
tumorais pela sua fagocitose, processamento e ativagdo das células T
auxiliadoras. A presenca e densidade das células apresentadoras de
antigenos foi avaliada pelo antigeno HLA-DR, e sua ocorréncia global foi
correlacionada significativamente com a sobrevida.

Hipotetizando que ha um aumento do TIL com a evolugdo da
melanomagénese, no sentido de um nevo benigno, passando por nevo
displasico, melanoma com fase de crescimento radial e melanoma com fase de
crescimento vertical, HUSSEIN et al. (2006) estudaram 74 Ilesbes
melanociticas, compostas por 12 nevos benignos, 12 nevos displasicos, 13
melanomas cutaneos em fase de crescimento radial, 26 melanomas cutaneos
em fase de crescimento vertical e 11 melanomas metastaticos. Apds o
diagnostico histolégico convencional das lesdes, fizeram uma andlise do
infiltrado linfocitario com  imunohistoquimica utilizando anticorpos para
antigeno leucocitario comum (LCA+), linfécitos T (CD3+), linfocitos B (CD20+) e
células T citotoxicas em repouso (TIA-1+). O controle positivo dos espécimes
era constituido de linfonodos com hiperplasia linféide reativa (LCA, CD3, CD20
E TIA-1). Cortes adicionais, correndo em paralelo mas com omissao do
anticorpo primario serviram como controle negativo. Nos resultados obtiveram
um aumento gradual no numero dos TILs no sentido da pele normal para o
melanoma cutdaneo em fase de crescimento vertical. Além disso, estes
aumentos eram associados com aumentos similares dos TILs no parénquima,
estroma, base, areas perivasculares e epiderme destas lesdes. Porém, houve
significancia estatistica nestes aumentos quando comparados os valores do
melanoma com dos nevos benignos, mas néo dos nevos displasicos com o0s

nevos benignos, nem comparando os melanomas em fase de crescimento
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radial com os nevos displasicos. Ocorreu também um aumento gradual nos
valores da coloracao para LCA+, CD20+, CD3+ e linfocitos TIA-1+ durante a
transicdo de pele normal para nevo benigno, nevo displasico, melanoma em
fase de crescimento radial, melanoma em fase de crescimento vertical. Este
aumento foi tanto na intensidade da coloragdo, porcentagem de células
positivas e escore de imunoreatividade (p<0.01). A maioria das infiltracoes era
constituida mais por células T que por células B. Analise imunohistoquimica da
porcentagem de células positivas revelou que a infiltragéo linfocitaria tumoral
era predominantemente CD3+ (linhagem de células T), com poucas células
CD20+ (linhagem de células B). Comparada com a infiltragdo no parénquima, a
infiltrac&o estromal (a soma da infiltrag&o linfocitaria tumoral do estroma com as
areas basais, margens e perivasculares) foi mais densa em todas as lesdes
melanocicitas cutdneas. A maioria das células CD3+ eram TIA-1+ com
potencial citotéxico. Quando a porcentagem de células CD3+ e TIA-1+ era
comparada, a maioria era composta por células TIA-1+. As células TIA-1+
representaram 48%, 53,3%, 70% e 75,6% do total do TIL em nevos benignos,
nevos displasicos, melanomas em fase de crescimento radial € melanomas em
fase de crescimento vertical, respectivamente. Na populagaoc de melanomas
metastaticos avaliada, percebeu-se uma diminuigdo no TIL quando
comparados com 0os melanomas primarios, tanto em fase radial como em fase
vertical de crescimento. A associacao entre TIL e fatores clinico-patoldgicos
selecionados (metastases, recorréncia, tamanho, localiza¢ao e tipo histolégico)
foi examinada e testada para significancia estatistica. Nao houve correlagdes
significativas entre estes fatores e o TIL.

O aumento gradual no TIL com a transicdo de pele normal, nevo
benigno, nevo displasico, melanoma em fase de crescimento radial até o
melanoma em fase de crescimento vertical poderia se explicado por trés
possibilidades. Primeiramente, estas transigcbes estariam associadas com

aumento de imunogenicidade das células lesionais, que poderia induzir
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ativagéo e proliferacao local das células imunoldgicas. A imunogenicidade das
células do melanoma ¢é atribuida a existéncia de varios auto-antigenos
chamados antigenos do melanoma (MART-1, gp-100, gp75 e tirosinase). O
nivel destes antigenos tem um impacto importante no estado de ativacao da
infiltrac@o linfocitaria. Segundo, € possivel que este aumento no TIL durante
melanomagénese pode ser devido a carga de antigenos associados nas
células tumorais. Estes antigenos podem ser antigenos de cancer de testiculo
ou mutagdes genéticas como p53 (supressor tumoral) ou Ras (oncogene).
Estes antigenos podem induzir ativagao local e proliferacdo dos imundcitos
(LUFTL et al.,, 2004; PRASAD et al., 2004; DOS SANTOS et al., 2000).
Terceiro, o aumento no TIL nestas transi¢des cutaneas pode refletir um
aumento de produgéo de citocinas pelas células tumorais — isto €, as células de
nevo displasico e de melanoma podem produzir mais citocinas e quimiocinas
que as células do nevo benigno. As células de melanoma recrutam ainda mais
células imunoldgicas (VICARI et al., 2002). A presenca de linfécitos T e B nas
lesbes melanociticas do estudo de HUSSEIN e cols ndo somente vai em
concordancia a estudos prévios (FRISCH et al., 2000; PEREZ et al., 2002;
BARBOUR et al., 2003), mas também sugere o envolvimento de imunidade
celular e humoral na melanomagénese. A maioria do TIL eram células T CD3+,
o que reflete aumento na proliferacdo de células T. O anticorpo monoclonal
CD3 utilizado é considerado um pan-marcador de células T. Além disso, a
presenga de um grande numero de linfécitos CD3+ em areas onde as células
tumorais eram esparsas, com um baixo numero de linfécitos CD3+ em areas
onde as células tumorais eram abundantes vai de acordo com resultados ja
relatados na literatura (FRISCH et al., 2000; TEFANY et al, 1991).
Conjuntamente, estes resultados sugerem que os linfécitos T tém um papel
importante na defesa imune contra o0 melanoma.

O anticorpo monoclonal CD20 utilizado no estudo de HUSSEIN et al.

(2006) era um pan-marcador de células B. O baixo numero de células B CD20+
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localizadas nas lesdes melanociticas foi consistente com o encontrado em
modelos animais (PEREZ et al., 2002). Estes achados sugeriram que a
resposta local de anticorpos nao tem papel muito importante na defesa imune
contra o melanoma.

Varios estudos sugerem ramificagcdes terapéuticas e prognoésticas para o
TIL em melanoma (ABBOTT et al., 2004). No melanoma, as células tumorais,
no estroma ao seu redor bem como na epiderme adjacente, sao infiltradas por
varios tipos de linfocitos; a maioria células T citotoxicas - CTL. O TIL €
responsavel pela destruigdo das células tumorais e regressédo nesta neoplasia.
Estas caracteristicas sdo sustendadas por varios achados experimentais: (a) a
transferéncia de um grande numero de infiltracao linfocitaria pode mediar
rejeicdo tumoral em modelos animais (WIZNEROWICZ et al.,, 1997), (b) o
namero de infiltrado linfocitario e secrecdo de citocinas sao criticos para
regressdao do melanoma induzida por célula T (ARUGA et al.,, 1995) e (¢) a
presenga de infiltragdo linfocitaria, € um poderoso preditor de sobrevida em
melanomas (COLE et al., 1994). Em melanoma, a imunidade celular tem um
papel determinante. A esséncia deste papel reside na integridade dos subtipos
de células T incluindo ambos linfocitos T citotdxicos e linfocitos T auxiliadores.
Os linfocitos T citotdxicos sédo caracterizados por presenga de granulos
citoplasmaticos citotoxicos como antigeno intracelular restrito a célula (TIA-1).
Alternativamente, as células CD4 podem produzir diversas citocinas (KANG et
al., 1995). Até hoje, a caracterizagdo imunofenotipica do TIL em todo o
espectro das lesdes de pele melanociticas é ainda incompleta.

A evidéncia da diminuigdo da infiltragdo linfocitaria nos melanomas
metastaticos em linfonodos em comparagdo com 0s melanomas primarios pode
ter varias explicagdes: (a) diminuigdo da densidade de células dendriticas nos
linfonodos afetados, (b) decréscimo dos marcadores de ativagao inicial
linfocitaria receptor de interleucina-2-a (IL-2R) e CD69, e (c) decréscimo ou

perda da expressdo da IL-2 pelo TIL. O desenvolvimento de doencga
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metastatica apesar da intensa presencga de células imunes nos linfonodos pode
ser explicada por diversas possibilidades: 1) apesar das células imunes
estarem acumuladas nos tecidos nodais, elas seriam anérgicas ou senescentes
e por isso ndo podem lisar as células tumorais, 2) as células imunes poderiam
ter diversas fungdes no microambiente do linfonodo, de modo que seria
permitido o crescimento tumoral, 3) as células de melanoma metastatico
poderiam perder suas moléculas de HLA, 4) irresponsividade da célula T
devido ao decréscimo do complexo receptor de célula T cadeia zeta
(TCR/CD3+), e 5) as células de melanoma poderiam secretar citocinas (IL-10)

que suprimiria a resposta imune (MATSUDA et al., 1995).

3.5.2 Aspectos Moleculares e Imunomarcagao do TIL

A progressdo do melanoma humano é associado com mudangas no
fendtipo antigénico das células tumorais. BROCKER e col. estudaram 146
melanomas cutdneos em diferentes estagios de progressao, para estabelecer
quando o infiltrado inflamatério no melanoma em progressao também muda.
Foram aplicados in situ anticorpos monoclonais contra subpopulagbes de
linfocitos e macrdfagos, receptor de IL-2, IFN-Y, antigenos de progresséo
associados ao melanoma HLA-DR e gp89. Durante o curso da progressao do
melanoma, quantidades decrescente de células T peritumorais, linfocitos
exprimindo receptores de IL-2 e células dendriticas foram encontradas,
enquanto crescente numero de células T intratumorais e macrofagos foram
associados com progressao local de melanomas primarios. Nas metastases, a
presenga da maioria dos componentes do infiltrado foi rara. Correlagdes
positivas foram observadas entre: células T6+ dérmicas e linfocitos IL-2R+, e
presenca de IFN-Y no infiltrado e HLA-DR e gp89 antigenos nas células
tumorais. Em todos estagios, a expresséo do HLA-DR nas células tumorais foi

correlacionada com um deslocamento dos linfocitos T8+ no infiltrado e perda
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da expressao do receptor de IL-2. Os dados obtidos sugeriram influéncia mutua
entre células de melanoma e infiltrado celular mononuclear in situ (BROCKER
et al., 1988).

PIERARD-FRANCHIMONT et al. (1998), objetivando determinar quando
a imunoreatividade dos antigenos de diferenciagdo dos melanécitos (MDA)
esta associada com aumento do TIL, fizeram um estudo restrospectivo com 30
melanomas cutaneo que haviam desenvolvido evidéncia clinica de metastases
ap6s 3 anos da excisao cirargica do melanoma primario. Utilizaram analise
imunochistoquimica e imagem computadorizada para quantificar as células MDA
positivas (Melan A / MART-1, gp100 / Pmel 17 / HMBA45, tirosinase), TIL
CD45R0-positiva e infiltragdo tumoral por macréfagos (TIM) proteina LI
positiva. Evidenciaram uma relacdo direta entre a imunoreatividade dos
antigenos de diferenciacao de melandcitos e as densidades em TIL e infiltracao
tumoral por macréfagos, e uma relagdo inversa entre infiltragdo linfocitaria e
macrofagica, e ndo encontraram padrao especifico de imunoreatividade do
melanoma cuténeo primario para MDA, TIL e TIM possivel de predizer
metastases.

O TIL pode ter altera¢des durante a progressao do melanoma, como foi
sugerido por CARCELAIN et al. (1997) no seguimento clinico de um paciente
com melanoma cutaneo primario regressivo, que desenvolveu metastases em
estbmago e em linfonodo axilar 3 e 4 anos depois do tratamento da lesao
primaria. Quando da les&o primaria, a analise de receptor de células T (TCR)
demonstrou amplificagdo in situ de certos linfocitos. Dois destes podiam ser
clonados e caracterizados como linfécitos T citotdxicos restritos a CD8+HLA-
classe-l. Foram estabelecidas linhagens de células de melanoma derivadas
das duas lesdes metastaticas, e foi encontrado que estas células metastaticas
mantiveram expressdao de ambas as moléculas HLA-I e antigenos peptidicos
reconhecidos pelos 2 clones amplificados no sitio primario. Porém, os linfécitos

T correspondentes foram ou indetectaveis ou pobremente representados tanto



42

na lesdo gastrica como na axilar. Estes resultados sugeriram que alteracdes
substanciais na qualidade do TIL ocorreram durante a progressao do
melanoma, apesar de uma aparente estabilidade de apresentacao dos
antigenos associados ao tumor, que inicialmente provocava uma resposta de
rejeigao positiva.

O comportamento bioldgico do TIL pode nao ser uniforme para um
mesmo melanoma. Pensando nesta hipdtese, YAZDI et al. (2006) estudaram
56 melanomas cutaneos primarios utilizando uma técnica de microdissec¢ao
com captura a laser para isolar diferentes classes de TIL objetivando
determinar quando o melanoma primario era infiltrado somente por um simples
clone ou quando os antigenos associados ao tumor poderiam atrair varias
populagdes de células T. Como a clonalidade do receptor de células T (TCR) é
um instrumento Util para demonstrar a clonalidade de células T, foram
analisadas as lesbes quanto a rearranjos do gene de cadeia y TCR.
Evidenciaram diferentes clones de células T em varias regides de um mesmo
melanoma primario. Seus resultados trouxeram uma nova luz no paradoxo de
como pode haver grandes infiltragdes linfocitarias tanto em areas de regresséo
tumoral como em areas de progressao tumoral de um mesmo melanoma
maligno (THOR STRATEN et al., 2000). Como foi previamente mostrado que
diferentes populacdes de células T tém diferentes efeitos no crescimento
tumoral (EGETER et al., 2000; MOCIKAT et al., 2003), os dados obtidos por
YAZDI et al. (2006) sugerem que diferentes tipos de infiltragdes linfocitarias
podem tanto inibir como promover o crescimento do melanoma em diferentes
areas do tumor.

As células T CD3+CD4+ tém um papel critico na geragao e manutencao
de fortes respostas imunes contra antigenos associados ao melanoma. Varios
antigenos expressos no melanoma contém determinantes reconhecidos pelos
linfocitos T CD4+ e CD8+. A integragdo destes antigenos e seus peptideos

derivados em estudos sobre vacinas permitem aumento eficaz da resposta
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imune anti-melanoma das células T CD4+ e CD8+ em um cenario terapéutico.
Varios estudos tém mostrado que as células CD4+ sao associadas com
regressdo em melanoma primario e rejeicao de tumores em modelos de
transferéncia adotivos. O mecanismo pelo qual CD4+ medeiam seus efeitos
anti-tumorais envolve interacao Fas/Fas-ligante e secrecao de varias citocinas
como fator de estimulagéo de colénias de granulécitos/macréfagos (GM-CSF),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e gama interferon (y-IFN) (TAKAHASHI
et al., 1995; THOMAS et al., 1998). Por outro lado, as células T citotoxicas tém
sido implicadas no controle da progressdao do melanoma humano. O linfocito
CD3+CD8+ citotoxico € um importante efetor celular contra as células de

melanoma (MARKUS et al., 1995; MORISAKI et al., 1994).

3.6 IMUNOHISTOQUIMICA E MARCADORES PARA O MELANOMA

Como a incidéncia do melanoma aumenta, ha uma grande preocupacao
em desenvolver e melhorar técnicas diagndsticas, especialmente para auxiliar
no tratamento precoce levando a uma menor morbidade e mortalidade. Muitas
diferentes técnicas séo disponiveis ao patologista para avaliacdo de tumores
melanociticos. Elas incluem morfometria, avaliagdo da ploidia de DNA, analise
cromossdmica especifica e andlise da regido de organizagdo nucleolar. A
imunohistoquimica, porém, permanece como a técnica mais comum e eficiente
na patologia diagnostica. Muitos estudos recentes apresentaram novos
marcadores imunohistoquimicos bem como analisaram marcadores
previamente descritos de lesdes melanociticas. MANGINI et al. (2002)
revisaram 0s mais atuais marcadores imunohistolégicos de tecido melanocitico
com a intensdo de categorizar e identificar os marcadores diagnosticos mais
promissores para as lesdes melanocicitas e envolvidos na patogénese do
melanoma, entre marcadores de adesao celular, apoptose e proliferacao

celular. Os resultados por vezes conflitantes na literatura acreditam que sofram
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influéncia das diferencas entre os anticorpos usados, nos métodos de
recuperagdao antigénica, bem como nas concentragbes utilizadas.
Consideraram que durante os varios estagios do desenvolvimento tumoral,
diferentes isoformas do mesmo antigeno podem ser expressas, podendo ou
nao serem detectadas com um dado anticorpo.

E bem sabido que a perda da antigenicidade em tumores mais
pobremente diferenciados pode afetar a utilidade dos estudos
imunochistoquimicos. Pelo fato de que mais de um fator afeta o padréo de
comportamento tumoral, € impossivel usar critérios rigidos baseados somente
na expressao antigénica para diagnosticar lesdes e predizer e evolugao clinica.
Parametros clinicos e histolégicos também devem ser considerados.

Os anticorpos diagnésticos mais promissores para distinguir entre lesdes
melanociticas benignas e malignas parecem ser -2 integrinas, CD44, MIB-1,
ciclina D1, p16, p53e CD26. A molécula de adesao celular Mel-CAM, mitf e
Mart-1 s&o Uteis para distinguir lesées melanociticas das ndo melanociticas
quando utilizadas com um painel de anticorpos adequado. Porém, a correlagao
clinico-patologica permanece como o mais importante fator na avaliagéo
diagnéstica e progndstica do melanoma maligno.

Em uma recente revisdo sobre novos biomarcadores em melanoma
maligno, é feita a inferéncia que nenhum marcador molecular ainda se mostrou
superior a classificagdo histolégica convencional em grandes estudos e assim
nao encontrou seu espago para ser utilizado na rotina do diagnédstico
convencional de melanoma (BOSSERHOFF, 2006). Porém, biomarcadores
para problemas definidos na andlise do melanoma maligno devem ser
estabelecidos. Problemas importantes sao (1) a diferenciagdao entre nevos
benignos, nevos displasicos e melanoma, (2) definicdo de progndstico
(pacientes de alto risco) e (3) procura da melhor opcéao terapéutica . Varios
novos marcadores irdo surgir de grandes estudos no futuro préximo (HOEK et

al., 2004; BITTNER et al, 2000). Dados de tratamentos investigacionais
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sugerem que certos marcadores poderdao ter uma importancia crucial em
identificar qual doente ird responder a terapia ou mostrar utilidade em monitorar
a resposta a terapia. Aqui, o diagnédstico molecular pode potencialmente ser

benéfico para o portador individual de melanoma.

3.7 MICROARRANJOS TECIDUAIS (TMA) NO MELANOMA

Em 1998, Kononen et al. descreveram um mecanismo para examinar
varios cortes histolégicos de uma vez por seu rearranjo precisamente em um
bloco de parafina. Estes microarranjos teciduais (TMA) sao feitos fazendo
biépsias centrais com agulha de tecidos embebidos em parafina pré-existentes,
e recolocando-os em um “bloco mestre”. Deste modo, tecidos de centenas de
espécimes podem ser representados em um simples bloco de parafina,
propiciando um procedimento de alta capacidade para determinar o perfil
molecular dos tecidos dos espécimes usando varias técnicas, incluindo
imunchistoquimica. Uma vantagem futura € que todos os espécimes sao
processados aoc mesmo tempo usando condigdes idénticas. Isto também reduz
acentuadamente a quantidade de tecido arquivado requerido para um estudo
em particular, preservando assim amplo tecido remanescente para outra
pesquisa ou necessidade diagnéstica (MILLS et al., 1995).

Sugere-se fortemente que tumores com proeminente heterogeneidade
intratumoral necessitam verificagdo dos dados gerados por andlise de
microarranjo tecidual (KONONEN et al.,, 1998). As rela¢des entre os dados
imunchistoquimicos derivados de microarranjos teciduais e aqueles da
imunochistoquimica tradicional por cortes completos ainda n&o foi claramente
determinada para todos os tumores. Existe poucos dados na literatura para
validar os microarranjos teciduais para o melanoma.

O numero de bidpsias teciduais por espécime tumoral requerido no

arranjo para reduzir a taxa de erro atribuida a heterogeneidade tecidual e para
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manter um processamento eficiente do tecido ja foi previamente determinado
para varios tumores, incluindo carcinoma de mama (CAMP et al., 2000) e
tumores humanos fibroblasticos (HOOS et al., 2001). O uso de um alto numero
de amostras por tumor resulta em um menor nimero de casos perdidos e
menor discordancia com cortes completos comparados com 0 uso de uma ou
duas amostras. A maioria das coloragdes imunohistoquimicas padrédo resultam
em leituras que distinguem entre categorias positivas e negativas, enquanto
outras tém um grau maior de complexidade requerendo diferenciacdo para
serem feitas na intensidade da coloragao.

A molécula de adesao celular ao melanoma (MCAM) é uma molécula de
adeséao heterofilica célula-célula a que € atribuida importancia na progressao
tumoral (SHIH, 1999). E fortemente expressa na maioria dos melanomas
cutaneos humanos mas ndo nos melandcitos epidermais (LEHMANN et al.,
1989), e pode ser corada usando técnicas imunohistoquimicas (SHIH et al.,
1998). Em um esforgo para validar o uso dos microarranjos teciduais na
investigagdo imunohistoquimica para o melanoma, PACIFICO et al. (2004)
conduziram um estudo que definiu uma concordancia de bidpsias amostradas a
0,6mm em quadruplicar arranjos teciduais comparadas com analise de sec¢ao
completa para a expressao e intensidade da MCAM. Houve uma concordancia
de 96,6% quando a expressao da MCAM isolada foi estudada, mostrando uma
alta correlacdo entre as andlises imunohistoquimicas provenientes de
microarranjos teciduais e as analises usando técnicas tradicionais. Os
resultados deste estudo validaram o uso dos microarranjos teciduais para
estudo imunochistoquimico do melanoma. Os autores sugerem 0 uso de quatro
amostras para cada espécime de melanoma para reduzir a chance de erros de
amostragem, aumentando a chance de incluir qualquer area heterogénea do
tumor, e para justificar a potencial perda de amostragem durante os cortes e a

manipulagao do bloco mestre.
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4 METODO
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4 METODO

4.1 A AMOSTRA

4.1.1 Critérios de Inclusdo e Revisao de Dados

A amostra estudada foi composta pelos espécimes cirlrgicos das lesdes
primarias de pacientes de ambos 0s sexos, qualquer faixa etaria, portadores de
melanoma cutaneo primario em fase de crescimento vertical, ndo metastatico,
operados entre 1997 até 2005 no Servigo de Cirurgia Oncolégica do Hospital
Nossa Senhora das Gracas, Curitiba, Parana.

Foram revisadas laminas coradas em hematoxilina-eosina destes
pacientes com diagnostico de melanoma cutaneo arquivadas no servigo de
Anatomia Patol6égica do Hospital Nossa Senhora das Gragas, inicialmente para
confirmagéo diagnéstica e medida do indice de Breslow, bem como para a
avaliacdo das margens cirargicas, do nivel de Clark, do tipo histolégico, para a
contagem da taxa mitética em 10 CGA (campos de grande aumento), para a
avaliacao da presenca ou nao de ulceracao, da presenca ou nao de regressao
histoldgica, da presenca ou nao de satelitose microscopica e da presenca ou
nao do infiltrado linfocitario tumoral (TIL). A revisdo, bem como todo o
seguimento do projeto, foram feitos apdés aprovagdo da Comissdo de Etica a

qual a linha de pesquisa do projeto estava vinculada (ANEXOS 1 e 2).
4.1.2 Critérios de Exclusao
Foram excluidos do estudo pacientes com bidpsia incisional prévia de

seu melanoma, amostras insuficientes, casos de melanoma in situ e pacientes

com metastases a distancia.
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4.2 DADOS CLINICO-CIRURGICOS E ANATOMOPATOLOGICOS
TABULADOS

Foram tabulados os dados clinico-cirargicos relevantes dos pacientes
selecionados para o estudo, bem como sua evolugao, utilizando, para tanto, os
prontuarios do Hospital Nossa Senhora das Gragas. As variaveis prognésticas
tabuladas foram clinicas e anatomopatolégicas. As variaveis clinicas tabuladas
foram idade, sexo e localizagdo da lesdo. As variaveis anatomopatoldgicas
tabuladas foram espessura tumoral (indice de Breslow), nivel de Clark, taxa
mitética, ulceracdo, regressao histoldgica, satelitose e TIL. A sobrevida foi
avaliada da seguinte maneira, como utilizado nos trabalhos que investigam
fatores prognésticos (FRANCKEN et al., 2004):

A) Evolugéo favoravel: vivos sem evidéncia de melanoma ou mortos por outras
causas

B) Evolug&o desfavoravel: vivos com evidéncia de melanoma (recidiva local,
regional ou a distancia) e mortos por melanoma

Em relagdo a espessura tumoral os casos foram divididos em grossos
(G) e finos (F). Os melanomas grossos (G) foram considerados acima de 1Tmm
de espessura, e 0s finos com 1mm ou menos.

A seguir foi realizada a avaliagdo do TIL, que foi morfolégica, sempre
com coloragao hematoxilina-eosina, em um campo de objetiva de 10x dividindo
0S casos entre os com infiltrado brisk (B) e os casos com infiltrado nonbrisk

(NB).

4.3 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Foi realizada no laboratdério de Patologia Experimental da Pontificia

Universidade Catdlica do Parana pela técnica da imunoperoxidase apds a

confeccao das laminas histologicas utilizando a técnica de microarranjos
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teciduais com equipamento adaptado de baixo custo.

4.3.1 Microarranjos Teciduais (TMA)

Esse método pode ser definido como a técnica para montagem de
blocos de parafina, com mdultiplas amostras para confeccdo de laminas
histologicas. A técnica para confeccionar blocos com multiplas amostras ja
existe, conhecida como tissue microarray (TMA). No entanto, essa técnica é
realizada por um aparelho automatizado. Uma vez que o Laboratério de
Patologia Experimental da PUCPR néo possui esse aparelho, o método foi
realizado de forma artesanal (protocolo de patente n° 1043).

Desde o inicio da técnica artesanal até a confec¢ado das laminas
histolégicas, foram necessarios alguns passos, descritos abaixo.

Foram confeccionados blocos parafinados comuns, contendo o
melanoma estudado. Uma vez prontos esses blocos receberam o nome de
blocos doadores. Foram retirados cortes dos blocos doadores, corados em
coloragao de rotina (Hematoxilina-Eosina). As laminas confeccionadas foram
analisadas em microscopio optico (marca Olympus modelo BX 40), para
observagdo dos melanomas. Foi localizada a regidao de interesse para
amostragem em TMA e marcada com caneta. Através do sistema de espelho, a
lamina marcada foi utilizada para localizagado da regidao no bloco-doador, que
por sua vez, também recebeu uma marcagao. Foi escolhida a pinga do tipo
Punch de biépsia de pele, com diametro de 2mm para retirada do fragmento de
melanoma cutaneo. Para que os melanomas fossem devidamente localizados
conforme sua identificagao individual, foi confeccionado um mapa que serviu de
apoio. Esse mapa segue o estilo de um plano cartesiano, onde as colunas s&o
identificadas com letras e as linhas com numeros. Cada fragmento recebeu a
identificagdo de uma letra mais um numero (Ex A1). Essa identificagdo foi

previamente estabelecida por um mapa com sua identificacao original.
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Uma vez montado o mapa, os blocos doadores foram organizados na
bancada do laboratério conforme foi estabelecido pelo mesmo, da forma a
serem utilizados sequencialmente para montagem do bloco final receptor. O
bloco-receptor foi confeccionado, através dos seguintes passos:

1) Aquecimento da pin¢a do tipo Punch para penetracéao no bloco de parafina.
2) Introducédo da ping¢a quente na area demarcada do bloco-doador.

3) Pressao e tor¢ao aplicadas na pinga para penetracao e corte do fragmento.
4) Retirada da ping¢a contendo o fragmento de pele com melanoma.

5) Retirada do fragmento contido na pinga.

Apbs retirados os fragmentos de todos os blocos doadores, e estes
organizados conforme o mapa, foram montados entdo trés novos blocos
receptores, contendo os multiplos fragmentos de melanomas, provenientes das
amostras desta pesquisa, sendo 1 com 0s casos de melanomas finos (F), e
outros 2 e 3 com casos de melanomas grossos (G) — amostras superficiais (S)
e profundas (P). Assim que pronto o blocos receptores, foram confeccionadas
laminas histolégicas convencionais, onde a imagem formada se refere a um

espéculo do mapa, conforme se observa nas figuras 6 e 7.
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FIGURA6 - EXEMPLO DE LAMINA CONTENDO AMOSTRAS
PROVENIENTES DOS MICROARRANJOS TECIDUAIS

LEGENDA: 3= NUMERO DO TMA QUE CORRESPONDE AO MELANOMA GROSSO (G)
PORGAO PROFUNDA (P); CD25= ANTICORPO TESTADO CD25; NUMEROS
DE 1 A 7= CORRESPONDEM AOS NUMEROS DAS LINHAS; LETRAS DE A
A D= CORRESPONDEM AS LETRAS DAS COLUNAS DO PLANO
CARTESIANO DO TMA.
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FIGURA7 - TOTAL DE LAMINAS PROVENIENTES DOS MICROARRANJOS TECIDUAIS
DESTE ESTUDO
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LEGENDA: 1= NUMERO DO TMA QUE CORRESPONDE AO MELANOMA FINO(F); 2=
NUMERO DO TMA QUE CORRESPONDE AO MELANOMA GROSSO (G),
PORGAO SUPERFICIAL (S); 3= NUMERO DO TMA QUE CORRESPONDE
AO MELANOMA GROSSO (G) PORGAO PROFUNDA (P); CD4= ANTICORPO
TESTADO CD4; CD8= ANTICORPO TESTADO CD8; CD3= ANTICORPO
TESTADO CD3; CD20= ANTICORPO TESTADO CD20; CD25= ANTICORPO
TESTADO CD25; CD57= ANTICORPO TESTADO CD57; NUMERO DE 1 A 7=
CORRESPONDEM AOS NUMEROS DAS LINHAS DO PLANO CARTESIANO
DO TMA; LETRAS DE A A D= CORRESPONDEM AS LETRAS DAS
COLUNAS DO PLANO CARTESIANO DO TMA.
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4.3.2 Técnica de Imunochistoquimica

Para analise imunohistoquimica foram necessarios 0 uso de alguns
componentes, sendo utilizados alguns marcadores linfocitarios para qualificar a
resposta inflamatéria tumoral. Foram utilizados 0s seguintes anticorpos
primarios (Novocastra ®):

Anticorpo CD3, que é um pan-marcador de células T

Anticorpo CD4, que marca células T auxiliadoras

Anticorpo CD8, que marca células T citotdxicas

Anticorpo CD20, que marca células B

Anticorpos CD25, que marca receptor de interleucina-2 (IL-2)

Anticorpos CD57, que marca células natural killers (NK)

4.3.2.1 Anticorpo CD3

A molécula CD3 consiste de cinco diferentes cadeias de polipeptideos
com pesos moleculares variando 16 a 28kD. O Antigeno CD3 € primeiramente
detectado em timécitos precoces e seu aparecimento provavelmente
representa um dos primeiros sinais do comprometimento da linhagem de
células T. E considerado portanto um pan-marcador de células T. A diluicdo

utilizada foi 1:600.

4.3.2.2 Anticorpo CD4

A molécula CD4 (T4) é uma glicoproteina transmembrana de cadeia
simples com um peso molecular de 59kD. O antigeno CD4 é expresso em
células T auxiliadoras representando 45% dos linfécitos sanguineos periféricos

e em menor nivel nos mondécitos. A maioria dos casos de linfoma de células T
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cutaneo, incluindo micose fungdide, expressa o antigeno CD4; a leucemia de
células T em adultos associada ao HTLV-1 também & geralmente CD4+. A

diluicao utilizada foi de 1:20.

4.3.2.3 Anticorpo CD8

A molécula CD8 é composta por duas cadeias e tem um peso molecular
de 32kD. E encontrada em células T citotdxicas que correspondem a 20 a 35%
dos linfécitos humanos periféricos. O antigeno CD8 também pode ser
encontrado em células natural killer, 80% dos timécitos, em uma subpopulagao
de 30% de células sanguineas periféricas nulas e 15 a 30% de células da

medula éssea. A diluicao utilizada foi de 1:200.

4.3.2.4 Anticorpo CD20

O antigeno CD20 ¢é uma fosfoproteina nao-glicosilada de
aproximadamente 33kD que é expressa em células B humanas normais ou
malignas e acredita-se agir como receptor durante a ativacido e diferenciacao
da célula B. Relata-se sua expressdao em células B normais de sangue
periférico, linfonodos, baco, tonsilas palatinas, medula dssea, leucemias

agudas e leucemias linfociticas crénicas. A diluigdo utilizada foi de 1:1000.

4.3.2.5 Anticorpo CD25

O antigeno CD25, a subunidade alfa do receptor de IL-2, € uma
glicoproteina de cadeia simples com um peso molecular de 55kD. Apds a
ativacao das células T com antigeno ou mitdgeno na presencga de interleucina-
1 (IL-1), a IL-2 é rapidamente sintetizada e secretada. Em resposta a isto, uma

subpopulacao de células T expressa receptores de alta afinidade a IL-2. Estas
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células proliferam, expandindo a populacdo de células T capaz de mediar
funcbes de auxilio, de supressao e de citotoxicidade. O receptor de IL-2 ndo é
exclusivamente encontrado em células T € relatado ser expresso em células B
e T transformadas por HTLV, células B transformadas por EBV, precursores
mieléides e oligodendrécitos. E ausente em timdcitos, células T em repouso,
células B nao-ativadas e células nulas. A expressédo do receptor de IL-2 esta
associada a condigbes inflamatérias e malignas, neoplasia linféide, doencas

autoimunes e rejeigao a enxertos. A diluicao utilizada foi de 1:400.

4.3.2.6 Anticorpo CD57

A glicoproteina associada mieldide CD57 , também conhecida como
HNK-1, tem um peso molecular de 110kD. A molécula CD57 € encontrada em
um subtipo de células mononucleares com atividade natural killer e em células
neuroectodérmicas expressando glicoproteina mielina-associada. Muitas
células que co-expressam proteinas CD57 e CD8 s&o um subtipo de células T
supressoras / citotdxicas. Estas células tém um papel na rejeicdo a enxertos na
doenca aguda de enxerto versus hospedeiro. A molécula de CD57 nao é

expressa em eritrocitos ou plaquetas. A diluicdo utilizada foi de 1:200.

A imunoglobulina de cabra anti-camundongo, conjugada a um polimero
de dextrana marcado com peroxidase (Envision’/Peroxidase -
DakoCytomation®), foi utilizada como anticorpo secundério; e DAB Liquido da
DakoCytomation®, como revelador. A recuperacao antigénica foi realizada pelo
kit ImmunoRetreiver Bio SB®.

Todas as reagOes foram controladas com controles negativos e
positivos. A amigdala palatina hiperplasica serviu para controle positivo para
todos os anticorpos utilizados. Reagbes onde o anticorpo era omitido serviram

como controle negativo.
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4.3.3 Materiais para Obtencao das Fotomicrografias e dos Resultados

Para obtencdo das imagens, foi utilizado o microscépio da marca
Olympus, modelo BX 50 acoplado a uma camera marca Sony, modelo DXC
107A. Esse microscépio esta ligado a um computador, que capta as imagens

através do software IMAGE Pro-plus (FIGURA 8).

FIGURA8-  MICROSCOPIO ACOPLADO AO COMPUTADOR PARA A CAPTURA DAS
IMAGENS

LEGENDA: CA= CAMERA; C= COMPUTADOR; M= MICROSCOPIO.
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4.3.4 Método de Leitura

A técnica de microarranjo utilizada fornecia amostras que nem sempre
eram 100% adequadas para leitura. Foi realizada, portanto, antes da leitura
propriamente dita, a avaliagdo da adequabilidade das amostras, utilizando no
microscopio objetiva de 4x para avaliar o quanto do total da amostra era
passivel de leitura. Covencionou-se dividir entre amostras 100%, 75%, 50% e
25% “adequadas”, de acordo com o0 quanto da amostra poderia ser utilizado.
As amostras 100% adequadas tém uma forma arredondada ou circular
(FIGURA 9); as amostras com 50% de adequabilidade tém forma de meia-lua
ou semicirculo; as amostras 75% adequadas estavam entre um semicirculo e
um circulo completo; as amostra 25% adequadas eram a metade de um
semicirculo. A amostra adequada nao era considerada adequada quando havia

necrose, fibrose ou descolamento do corte da lamina.

FIGURA 9 - EXEMPLO DE AMOSTRA 100% ADEQUADA
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Na sequéncia, foi realizada a leitura das laminas de imunohistoquimica
em TMA quanto a sua marcacao pelos anticorpos CD4, CD8, CD3, CD20,
CD25 e CD57. Para cada amostra foi feita a leitura com aumento na objetiva de
40x, sendo feita a contagem dos linfécitos marcados em cada campo de
grande aumento (CGA), e a seguir calculada a média de linfécitos marcados
por amostra de acordo com os valores obtidos para cada CGA. Os valores
médios por CGA foram anotados em percentuais para os anticorpos CD4, CDS8,
CD3 e CD20. Os valores percentuais foram entre amostras com marcagao
positiva <25% (escassa) ou 225% (intensa) para facilitar a analise estatistica
posterior. Ja para os anticorpos CD25 e CD57 os valores médios por amostra
foram anotados em numero absoluto. Para fins de analise estatistica, a analise
do CD25 foi dividida entre os casos com <1,5 linfécitos marcados na média
dos CGA (escassa) e aqueles com 1,5 ou mais linfécitos marcados por CGA
em média (intensa). Para o CD57, utilizou-se um valor de corte de 5, dividindo
0s casos entre linfécitos marcados em média por CGA <5 (escassa) e aqueles
com 5 ou mais linfécitos marcados em média por CGA (intensa).

ApGs a captura das imagens, conseguiu-se as imagens representadas

pelas figuras a seguir, através das quais foram feitas as leituras dos resultados.
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FIGURAS 11, 12, 13 e 14 - IMUNOMARCAGAO COM CD4 E CD8 EM MELANOMAS
GROSSOS, AMOSTRAS SUPERFICIAIS E PROFUNDAS, 40X. FIGURA 11 - CD4 EM
MELANOMA GROSSO, AMOSTRA SUPERFICIAL. FIGURA 12 - CD8 EM MELANOMA
GROSSO, AMOSTRA SUPERFICIAL. FIGURA 13 - CD4 EM MELANOMA GROSSO,
AMOSTRA PROFUNDA. FIGURA 14 - CD8 EM MELANOMA GROSSO,AMOSTRA

PROFUNDA.
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LEGENDA: SETA MARCANDO LINFOCITO T CD4+ E T CD8+ POSITIVOS NA
IMUNOHISTOQUIMICA PARA O ANTICORPO ANTI-CD4 E ANTI-CDS8,
RESPECTIVAMENTE
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FIGURAS 15, 16, 17 E 18 - IMUNOMARCAGAO COM CD3 E CD20 EM MELANOMAS
GROSSOS, AMOSTRAS SUPERFICIAIS E PROFUNDAS (40X). FIGURA 15 — CD3 EM
MELANOMA GROSSO,AMOSTRA SUPERFICIAL. FIGURA 16 - CD20 EM MELANOMA
GROSSO, AMOSTRA SUPERFICIAL. FIGURA 17 - CD3 EM MELANOMA GROSSO,
AMOSTRA PROFUNDA. FIGURA 18- CD20 EM MELANOMA GROSSO, AMOSTRA
PROFUNDA.
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LEGENDA: SETA MARCANDO LINFOCITO T CD20+ E TCD3+ POSITIVOS NA
IMUNOHISTOQUIMICA PARA O ANTICORPO ANTI-CD20 E ANTI-CD3,
RESPECTIVAMENTE.
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FIGURAS 19, 20, 21, 22, 23, 24 - IMUNOMARCAGAO COM CD4, CD8, CD3, CD20, CD25 E
CD57 EM MELANOMAS FINOS (40X). FIGURA 19- CD4; FIGURA 20- CD8; FIGURA 21- CD3;
FIGURA 22- CD20; FIGURA 23- CD25; FIGURA 24- CD57

LEGENDA: SETA MARCANDO LINFOCITQ TCD4+, TCD8+, TCD3+, TCD20+, TCD25+ E
TCD57+ NA IMUNOHISTOQUIMICA PARA O ANTICORPOS ANTI-CD4, CD8,
CD3, CDh20, CD25 E CD57.
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4.3.5 Correlagéo de Todos os Dados e Analise Estatistica

ApGs a obtencdo dos dados clinicos e dos estudos anatomopatolégicos
e imunohistoquimicos foi realizada uma comparacao entre a intensidade do TIL
presente em cada grupo, sendo feita uma analise estatistica, para avaliar se
houve relacao entre a quantidade e qualidade do TIL e os indices preditivos e
prognosticos dos pacientes com melanoma cutaneo que fizeram parte da
populacao estudada.

Para avaliagdo univariada da associa¢ao entre variaveis demograficas,
de localizagdo do tumor e anatomopatolégicas com a variavel infiltracao
linfocitaria tumoral, considerou-se o teste exato de Fisher. Esta avaliagdo de
forma multivariada, foi feita considerando-se 0 modelo de Regresséo Logistica
e o teste de Wald. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

Para cada uma das variaveis, testou-se a hipétese nula de inexisténcia
de associagao entre a variavel sob analise e tipo de infiltragdo linfocitaria
tumoral, versus a hipo6tese alternativa de existéncia de associacdo. Esta
avaliagao foi feita de forma univariada e multivariada. Na avaliagao multivariada
o valor de p apresentado para cada variavel é calculado na presenca das
demais variaveis incluidas no modelo.

Nos marcadores onde houve duas classificacdes, avaliou-se a hipbtese
nula de inexisténcia de associa¢ao entre 0 marcador e a infiltracao linfocitaria

tumoral, versus a hipotese alternativa de existéncia de associagéo.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISE DOS DADOS CLINICOS

Foram avaliados espécimes cirurgicos obtidos de 43 pacientes
portadores de melanoma cutaneo primario submetidos a tratamento cirdrgico,
no Hospital Nossa Senhora das Gragas, em Curitiba, Parana, no periodo
de1997 a 2005.

5.1.1 Idade

A idade média dos pacientes foi de 62,2 anos, com variagéo de 37 a 87

anos. (GRAFICO 1).

GRAFICO 1 - FAIXA ETARIA DOS PACIENTES COM MELANOMA

Numero de 14,

pacientes
12

10

o M OB OO ©
! N ! 1 1

30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 Faixa etaria (anos)




5.1.2 Sexo
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Dos 43 espécimes cirurgicos estudados, 22 eram provenientes de

homens e 21 de mulheres.

GRAFICO 2 - SEXO DOS PACIENTES COM MELANOMA
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5.1.3 Localizagdo Tumoral

Quando a localizagao tumoral, 26 (60,4%) eram provenientes de cabeca
e pescogo (cab/pesc) ou tronco, enquanto 12 (27,9%) melanomas eram de

extremidades, e 5 (11,6%) sem mencéao de localizagio.

GRAFICO 3 — LOCALIZAGAO DAS LESOES
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5.2 ANALISE DOS DADOS ANATOMOPATOLOGICOS

5.2.1 indice de Breslow

O indice de Breslow foi aferido e verificou-se que em 20 casos (43,5%)
era maior que 1Tmm e em 22 casos (51,2%) foi menor ou igual a 1 mm; em 1
caso o indice de Breslow foi considerado n&o avaliavel, apesar de ser grosso,
pois este melanoma estava muito ulcerado e de dificil avaliagdo da precisa
espessura. Para efeito da imunohistoquimica este caso foi considerado grosso,

como sera mostrado adiante na andlise dos dados imunohistoquimicos.

GRAFICO 4 — INDICE DE BRESLOW (ESPESSURA TUMORAL EM MILIMETROS)
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5.2.2 Nivel de Clark
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Quanto ao nivel de Clark, 27 melanomas (62,8%) eram Clark >ll,

enquanto que 16 melanomas (37,2%) eram Clark II.

GRAFICO 5 — AVALIAGAO DO NIVEL DE CLARK DOS MELANOMAS
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5.2.3 Taxa Mitdtica

A taxa mitética foi >4 em 10/43 pacientes (23,3%), e <4 em 33/43
pacientes (73,7%).

GRAFICO 6 — TAXA MITOTICA NOS MELANOMAS PRIMARIOS
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5.2.4 Ulceragao Tumoral

Houve ulceracdo em 9/43 dos melanomas primarios estudados (20,9%),

enquanto nao apresentavam ulceragcao 34/43 melanomas (79,1%).

GRAFICO 7 - ULCERAGAO NOS MELANOMAS
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5.2.5 Regressao Histolégica
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A regressao histolégica esteve presente em 14/43 melanomas (32,6%) e

ausente em 29/43 melanomas (67,4%).

GRAFICO 8 - REGRESSAO HISTOLOGICA NOS MELANOMAS
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5.2.6 Satelitose Microscdpica
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A satelitose microscdpica esteve presente em somente 2 dos 43

pacientes estudados (4,7%), e ausente em 41/43 pacientes (95,3%).

GRAFICO 9 — SATELITOSE
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5.2.7 Infiltrado Linfocitario Tumoral (TIL)
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O TIL foi brisk em 10/43 pacientes (23,3%), € nonbrisk em 33/43

pacientes (73,7%).

GRAFICO 10 - TIL
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5.2.7.1 TIL Comparado ao Sexo dos Pacientes com Melanoma

Entre o0s melanomas dos pacientes masculinos, 15 (68,2%)
apresentaram TIL nonbrisk, enquanto que 7 (31,8% dos) apresentaram TIL
brisk; ja nos melanomas das mulheres do estudo, 18 (85,7%) eram nonbrisk,
enquanto que 3 (14,3%) eram brisk (p=0,281 nas analises uni e multivariada). A

tabela 1 mostra estes dados.

5.2.7.2 TIL Comparado a Idade dos Pacientes com Melanoma

Nos melanomas dos pacientes <60 anos, 12/15 (80%) eram nonbrisk,
enquanto que 3/15 (20%) eram brisk; nos melanomas dos pacientes >60 anos,
18/23 (78,3%) eram nonbrisk, enquanto que 5/23 (21,7%) eram brisk (p=1 na
andlise univariada e p=0,196 na andlise multivariada). A tabela 1 mostra estes

dados.

5.2.7.3 TIL Comparado a Localizagao Tumoral nos Pacientes com Melanoma

Houve 26 (60,4%) melanomas primarios em cabeca e pescogo ou

tronco, 12 localizados em extremidades (27,9%) e 5 (11,6%) sem localizag&o

(vide tabela 1).

5.2.7.4 TIL Comparado ao indice de Breslow nos Pacientes com Melanoma

Nos melanomas com indice de Breslow <1mm, houve 13/22 casos com

TIL nonbrisk, e 9/22 casos com TIL brisk; nos melanomas com Breslow > 1mm,
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houve 19/20 casos com TIL nonbrisk, e 1/20 casos com TIL brisk. Nota-se
portanto que nos melanomas finos nao houve diferenga importante na
intensidade do infiltrado como se detectou nos melanomas espessos, em que
houve predominio do infiltrado nonbrisk (p=0,010 na andlise univariada e
p=0,024 na analise multivariada). Estes dados podem ser observados na tabela

1.

5.2.7.5 TIL Comparado ao Nivel de Clark nos Pacientes com Melanoma

Quanto ao indice de Clark e sua relagdao com o TIL, dos 16 pacientes
com Clark I, 12/16 (75%) foram classificados como nonbrisk, e 4/16 (25%)
foram classificados como brisk; houve 27 melanomas com Clark>ll, sendo que
21/27 (77,8%) foram considerados nonbrisk, e 6/27 (22,2%) brisk (p=0,999 na

analise univariada e 0,036 na multivariada). A tabela 1 contém estes dados.

5.2.7.6 TIL Comparado a Taxa Mit6tica nos Pacientes com Melanoma

A taxa mitética foi dividida em <4 ou >4 por 10 campos de grande

aumento (CGA); nos melanomas com taxa mitética <4, 24/33 (72,7%) foram

nonbrisk, e 9/31 (27,3%) foram brisk; dos melanomas com taxa mitética >4 por

10 CGA, 9/10 (90%) foram nonbrisk, enquanto que 1/10 (10%) foram brisk

(p=0,407 na analise univariada e 0,287 na multivariada). Observe a tabela 1.

5.2.7.7 Ulceragao Tumoral Comparada ao TIL nos Pacientes com Melanoma

Todos 0s 9 melanomas com ulceragao tiveram seu TIL classificado
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como nonbrisk (100% dos ulcerados); ja dos melanomas sem ulceragao, que
eram em numero de 34, 24/34 (70,6%) tiveram seu TIL classificado como
nonbrisk, € 10/34 (29,4%) como brisk (p=0,089 na analise univariada; néo pode
ser feita a andlise multivariada pois ndo houve caso brisk nos melanomas com

ulceragao). A tabela 1 mostra estes dados.

5.2.7.8 Regressao Histologica Comparada ao TIL nos Pacientes com

Melanoma

Nos melanomas com regressao histoldgica presente (14/43), 10 tiveram
o TIL classificado como nonbrisk (71,4%), enquanto que 4 foram considerados
brisk (28,6%); nos melanomas sem regressao (29/43), 23 foram nonbrisk
(79,3%) e 6 foram brisk (20,7%). (p=0,704 na analise univariada e 0,052 na

multivariada). Observe a tabela 1 onde os dados estédo presentes.

5.2.7.9 Satelitose Microscopica Comparada ao TIL nos Pacientes com

Melanoma

Quando se compara a satelitose microscépica com o TIL, nos pacientes
sem satelitose, que sao 41/43, 31 (72,1%) tiveram seu TIL classificado como
nonbrisk, enquanto que os outros 10 (27,9%) tiveram o seu TIL classificado
como brisk; todos os 2 melanomas com satelitose estavam com seu TIL

nonbrisk (100%). A tabela 1 mostra estes dados.



TABELA 1- COMPARAGAO DO TIL COM AS VARIAVEIS CLINICAS E
ANATOMOPATOLOGICAS. ANALISE UNIVARIADA E MULTIVARIADA

Variaveis Clinicas Brisk | Non-Brisk Univariada | Multivariada
Sexo Feminino 3 18 ns ns
Sexo Masculino 7 15 ns ns
Idade < 60 anos 3 12 ns ns
Idade > 60 anos 5 18 ns ns
Localizacao Tronco, Cabeca e 5 24 ns ns
Pescoco
Localizacdo Membros 3 9 ns ns
Varidveis Anatomopatolégicas Brisk [ Non-Brisk Univariada | Multivariada
Breslow Fino 9 13 0,010 0,024
Breslow Grosso 1 19 0,010 0,024
Clark Il 4 12 ns 0,036
Clark > 2 6 24 ns 0,036
Mitoses <=4 9 24 ns ns
Mitoses > 4 1 9 ns ns
Ulceragdo Presente 0 9 0,089* ns
Ulceragdo Ausente 10 24 0,089* ns
Regressdo Presente 4 10 ns 0,052~
Regressdo Ausente 6 23 ns 0,052*
Satelitose Presente 0 2 ns ns
Satelitose Ausente 10 34 ns ns
LEGENDA: NS- NAO ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVO

(*)- MOSTRAM UMA TENDENCIA
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5.3 ANALISE DOS DADOS IMUNOHISTOQUIMICOS

TABELA 2 - CORRELACIONA OS ANTICORPOS TESTADOS NO TIL BRISK E NONBRISK
DOS MELANOMAS GROSSOS (AMOSTRAS SUPERFICIAIS E PROFUNDAS) E FINOS

BRISK

NONBRISK

FINO

GROSSO
SUP

GROSSO
PROF

FINO

GROSSO
SUP

GROSSO
PROF

CD3
ESCASSO

1

0

1

3

7

5

CD3
INTENSO

1

0

10

13

15

TOTAL
CD3

1

13

20

20

CD20
ESCASSO

13

13

15

CD20
INTENSO

0

6

3

TOTAL
CD20

13

19*

18**

CD4
ESCASSO

19

CD4
INTENSO

18

TOTAL
CD4

19*

20

CDs
ESCASSO

11

CDs
INTENSO

12

TOTAL
CDs8

19*

19*

CD25
ESCASSO

11

6

CD25
INTENSO

14

TOTAL
CD25

19*

20

CD57
ESCASSO

7

8

CD57
INTENSO

12

11

TOTAL
CD57

13

19*

19*

OBS:

FINOS MARCADOS PARA CD20 B
(*)- UM CASO EXCLUIDO POR INADEQUABILIDADE DAS REACOES
(*")- DOIS CASOS EXCLUIDOS POR INADEQUABILIDADE DAS REAGOES

5.3.1 Analise do Anticorpo Anti-CD4

5.3.1.1 Amostras Superficiais dos Melanomas Grossos

NENHUM ANTICORPO TESTADO APRESENTOU SIGNIFICANGIA ESTATISTICA.
HOUVE UMA TENDENCIA (P=0,055) SOMENTE NOS CASOS DE MELANOMAS
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Foram consideradas adequadas para avaliagdo 20 amostras superficiais
dos melanomas grossos (100% dos casos) corados com anticorpo anti-CD4.
Dentre estas, nos melanomas que estavam com TIL nonbrisk, 1/19 teve
marcacao escassa de CD4+. Ja 18/19 tiveram marcacgédo intensa. No Unico

melanoma grosso brisk a marcagao foi intensa (p=1).

5.3.1.2 Amostras Profundas de Melanomas Grossos

Houve adequabilidade em 21 amostras profundas nos melanomas
grossos com a coloragdo com anticorpo para CD4 (20 grossos mais 1 grosso
ulcerado), sendo que em 20 amostras o TIL foi considerado nonbrisk, e em 1
amostra o infiltrado foi considerado brisk; em 19/20 casos nonbrisk houve
marcacao escassa para CD4+, e em 1 caso nonbrisk houve marcagao intensa.

No Unico caso brisk a marcagdo do CD4+ foi escassa (p=1).

5.3.1.3 Melanomas Finos

Nos casos de melanomas finos (n=22) foi realizada somente uma
amostra por caso, ja que esta seria suficiente para avaliar o TIL. A contagem
de linfécitos CD4 nos melanomas finos mostrou-se no seguinte padrdo: nos
casos com TIL nonbrisk, 7/13 amostras tiveram marcagéo escassa para CD4+,
enquanto que 6/13 amostras foram consideradas com marcagao intensa. Nos
casos com TIL brisk, 6/8 amostras tiveram marcagdo escassa para CD4+,
enquanto que 2/8 amostras tiveram marcagao intensa (p=0,400). Um caso foi
desconsiderado no estudo imunohistoquimico para CD4 por inadequabilidade

da amostra.
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5.3.2 Analise do Anticorpo Anti-CD8

5.3.2.1 Amostras Superficiais dos Melanomas Grossos

A contagem de CD8 nas amostras superficiais dos melanomas grossos
mostrou-se da seguinte maneira: 11/19 casos com marcagao escassa para
CD4+ nos melanomas grossos com TIL nonbrisk; 8/19 casos com marcagao
intensa nos melanomas grossos com TIL nonbrisk; 1/1 caso com marcacao

escassa em CD4+ nos melanomas grossos com TIL brisk (p=1).

5.3.2.2 Amostras Profundas dos Melanomas Grossos

Nos melanomas grossos, amostras profundas, a contagem de CD8+ foi
dividida em marcagéo escassa para CD8+ em 7/19 casos nonbrisk, e marcagao
intensa em 12/19 casos nonbrisk; no Unico caso brisk dos melanomas
espessos, a marcagcdo para CD8+ foi escassa na média dos campos da

amostra colhida por microarranjo tecidual (p=0,400).

5.3.2.3 Melanomas Finos

Nos melanomas finos, 6/13 melanomas com infiltrado nonbrisk tiveram
marcacao escassa para CD8+ na média dos campos das amostras; ja 7/13
melanomas finos nonbrisk tivedram marcagao intensa para CD8+; 3/9
melanomas finos com TIL brisk tiveram marca¢ao escassa enguanto que 6/9
melanomas finos com infiltrado linfocitario brisk tiveram marcagéo intensa para

CD8+ (p=0,674).
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5.3.3 Analise do Anticorpo Anti-CD3

5.3.3.1 Amostras Superficiais dos Melanomas Grossos

Nos melanomas grossos, quando feita a contagem de CD3 nas
amostras superficiais, 0s seguintes resultados foram obtidos: 7/20 dos
melanomas grossos com TIL nonbrisk tiveram marcag¢ao escassa para CD3+,
enquanto que 13/20 tiveram marcacao intensa. A Unica amostra superficial de

melanoma grosso com infiltrado brisk teve marcagéo intensa para CD3+ (p=1).

5.3.3.2 Amostras Profundas dos Melanomas Grossos

Quanto a contagem de CD3 em amostras profundas de melanomas
grossos, foi dividida em 5/20 sendo de marcagdo escassa para CD3+ nos
casos de TIL nonbrisk, enquanto 15/20 dos casos com TIL nonbrisk tiveram
marcacao intensa para CD3+. No Unico caso de TIL nonbrisk a marcagéo para

CD3+ foi escassa (p=0,286).

5.3.3.3 Amostras de Melanomas Finos

Nos melanomas finos, a contagem de CD3 apds a média dos campos
existente em cada amostra ficou em 3/13 nonbrisk com marcagdo escassa e
10/13 nonbrisk com marcacao intensa. Nos casos brisk houve 1/9 casos com
marcacao escassa para CD3+ e 8/9 com marcacao intensa para CD3+

(p=0,616).
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