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Lista de abreviaturas utilizadas

AJCC: American Joint Committee on Cancer
FERMT1: fermitin family member 1

HE: hematoxicilina-eosina

IHQ: imuno-histoquimica

LAP: peptideo associado a laténcia

LDH: lactato desidrogenase

LTBP: proteina de ligagdo a TGFB

MCP: melanoma cutaneo primario

RGD: tripeptideo Arg-Gly-Asp

RGP: fase de crescimento radial
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TNM: tumor, nodos regionais, metastases a distancia

VGP: fase de crescimento vertical



Resumo da Dissertagao

Introdugao: O melanoma cutaneo primario (MCP) tem sua previsdo progndstica proposta
pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC). Mesmo com muitos estudos nesse
sentido, é dificil prever a evolugédo da doenca, pois melanomas com apresentagdes clinicas
e patoldgicas semelhantes podem ter comportamentos diferentes. O objetivo deste estudo
é correlacionar, através da imuno-histoquimica, (IHQ) a expresséo de Ki67 e Kindlin-1 em
MCP com fatores prognésticos da doenca.

Métodos: Estudo de coorte histérica. Utilizando anticorpos monoclonais Kindlin-1 e Ki-67,
foi realizada IHQ na peca de MCP de pacientes tratados entre 2006 e 2014 em nossa
instituicdo. As informagbes sobre dados clinico-patoldgicos foram recuperados dos
prontudrios. A analise estatistica foi realizada no SPSS versao 23.0.

Resultados: A idade média dos 30 pacientes incluidos foi de 50,93 + 15,31 anos. A
expressao de Ki-67 foi detectada em todas as amostras, enquanto que de Kindlin foi
negativa em duas. A expresséao de Kindlin ndo foi significativamente correlacionada com a
expressao de Ki-67 pela analise de correlagdo de Spearman (P = 0,46), bem como a
expressao de ambos os marcadores e o estadio clinico (P = 0,34 e 0,18, respectivamente -
tabela 3). Breslow, Clark e taxa mitética foram significativamente correlacionados com o
estagiamento (P = 0,001).

Conclusao: O pouco conhecimento referente ao prognéstico do MCP ocorre devido a sua
heterogeneidade; por isso, marcadores tumorais sdo necessarios para estratificar os
pacientes e estimar probabilidade de progress&o. Nosso estudo comparou a expresséo por
IHQ dos marcadores tumorais Ki-67 e Kindlin-1 com fatores prognésticos de MCP. Porém,
nao houve correlacdo entre estes e a expressdo dos marcadores Ki-67 ou Kindlin-1.
Estudos adicionais s&o necessarios para confrontar nossos achados com a evolugao
clinica para estipular seu potencial prognaostico.

Palavras-chave: melanoma cutaneo, marcadores tumorais, Ki-67, Kindlin, imuno-

histoquimica



1. Introdugao

1.1 Melanoma cutaneo primario

O melanoma é o tipo de céncer de pele com origem nos melandcitos,
sendo uma lesdo bem definida histopatologicamente. A etiologia do melanoma
cutaneo primario (MCP) é multifatorial. Os fatores etioldgicos e predisponentes
associados a esta neoplasia sdo a exposicdo ao sol e a susceptibilidade
genética, os quais podem explicar o aumento da incidéncia deste cancer na
populacdo mundial. O desafio na identificacdo do MCP esta na variabilidade das
formas que as lesdes podem apresentar durante as primeiras fases da doencga, o
que retarda o inicio do tratamento. Nos estagios iniciais, os quais apresentam
maiores chances de cura, as lesbées malignas podem mimetizar histologicamente
as benignas. Dermatologistas seguem o critério ABCDE a fim de reconhecer o
desenvolvimento do tumor: Assimetria; Bordas irregulares; Cor; Didmetro (>
6mm); Evolugao (Friedman e cols., 1985; Herman e cols., 2012).

Os melanomas cutadneos passam por duas fases: fase de crescimento
radial (RGP) e fase de crescimento vertical (VGP). Na primeira, o tumor pode
invadir a epiderme e a derme papilar. Durante a fase subsequente, ocorre a
mudanga para um estagio mais agressivo. A transigdo entre a RGP e a VGP é
marcada por alteragbes nas expressdes génicas, as quais sdo de grande
interesse para estudos sobre a progressao da malignidade (Chin e cols., 1998;
Lens e cols., 2004; Gallagher e cols., 2005).

Os principais fatores prognosticos do MCP, segundo a classificagdo da
American Joint Committee on Cancer (AJCC) 2009, sdo baseados na

classificagdo padrao TNM (tumor, nodos regionais, metastases a distancia). A



categoria T descreve o estado do tumor primario através de sua espessura,
presenca de ulceragédo e taxa mitotica (mitoses / mm2). N significa o grau do
envolvimento linfonodal e M define a presenca e localizagdo de metastases
(tabela 1). A partir do sistema de classificagdo, foram designados quatro
estagios clinicos e patologicos (tabela 2) (Balch e cols., 2009).

Nos estagios iniciais ndo-metastaticos do céncer, a cirurgia € a principal
conduta para o tratamento. Quimioterapia e imunoterapia tém sido estudadas
como outras formas de terapia. A quimioterapia tem seus efeitos limitados r.a
sobrevivéncia geral dos pacientes devido a mecanismos quimiorresistentes.
Apenas uma pequena subpopulagédo de pacientes atingem beneficios duraveis a
partir da imunoterapia (La Porta e cols., 2007; Rass e cols., 2009; Qin e cols.,

2013).




Tabela 1. Classificagao TNM para melanoma

Classificagao

T Espessura de Breslow (mm) Status da ulceragao / mitoses
Tis NA NA
a: sem ulceragéo e taxa mitética < 1/ mm?
T1 <1 ~ e
b: com ulceragéo e taxa mitotica = 1 / mm?2
T2 1,01 = 2,00 a: sem ulcerag?o
b: com ulceragao
T3 2.01 = 4,00 a: sem ulceraga:\o
b: com ulceracgao
T4 > 4,00 a: sem ulcerag?o
b: com ulceragao
N N° de linfonodos metastaticos
NO 0 NA
a: micrometastases?
N1 1 .
b: macrometastasesb
a: micrometastases?
b: macrometastases?
N2 2-3 X A .
c. metastases em transito / satélites sem
nodos metastaticos
N3 4 ou mais
M Sitio LDH
MO Sem metastases a distancia NA
M1a Metasta§es na pele, subcutaneas Normal
ou nodais
M1b Metastases no pulmao Normal
M1c Outras metastases viscerais Normal

Qualquer metastase a distancia Elevado

Abreviagbes: Tis, Tumor in situ; NA, ndo se aplica; LDH, lactato desidrogenase.

aMicrometastases sao diagnosticadas depois da bidpsia do linfonodo sentinela.

bMacrometatases sdo definidas como metastases nodais clinicamente detectaveis e confirmadas
patologicamente.

Adaptado de Balch CM, Gershenwald JE, Soong SJ, Thompson JF, Atkins MB, et al. (2009) Final

version of 2009 AJCC melanoma staging and classification. J Clin Oncol, 27: 6199-6206.



Tabela 2. Estadiamento do melanoma com base na classificagdo TNM

Estadiamento clinico? Estadiamento patologicoP
T N M T N M
0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
IA T1a NO MO La T1a NO MO
T1b NO MO T1b NO MO
IB Lb
T2a NO MO T2b NO MO
T2b NO MO T2b NO MO
A LIA
T3a NO MO T3a NO MO
B T3b NO MO B T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
lc T4b NO MO lc T4b NO MO
T14a N1a MO
T14a N2a MO
A
T14b N1a MO
B T14b N2a MO
T14a N1b MO
[} Qualquer T N >NO MO T1-4a N2b MO
T14a N2¢c MO
T1-4b N1b MO
T14b N2b MO
nc
T14b N2c MO
Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N M1 v Qualquer T  Qualquer N M1

a2 Estadiamento clinico inclui o microestadiamento do melanoma primario e avaliagao
clinica/radiologica de metastases.

b Estadiamento patoldgico o microestadiamento do melanoma primario e informagéo patoldgica do
linfonodo regional ap6s linfadenectomia parcial ou completa. Pacientes em estagios patolégicos 0
ou IA séo excegao, pois ndo necessitam de avaliagdo patologica de seus linfonodos.

Adaptado de Balch CM, Gershenwald JE, Soong SJ, Thompson JF, Atkins MB, et al. (2009) Final

version of 2009 AJCC melanoma staging and classification. J Clin Oncol, 27: 6199—6206.
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1.2 Epidemiologia do melanoma

O MCP representa a causa mais comum de morte por cancer de pele em
escala global. Segundo estimativas da American Cancer Society, o cancer de
pele do tipo ndo melanoma é o mais prevalente entre todos os tipos de
neoplasias. A cada ano sio reportados mais de trés milhdes de casos nao
melanoma e 76.000 melanomas foram registrados apenas em 2014 (Jemal e
cols., 2010; Gober e cols., 2012).

O risco de desenvolver tumores de pele do tipo melanoma durante a vida
€ de um em 50 entre brancos (2%), um em 1.000 entre negros (0,1 %) e um em
200 entre hispanicos (0,5 %). A probabilidade de aparecimento destes tumores
tende a aumentar com a idade (maior risco acima de 80 anos), mas o tumor
também ocorre em jovens (American Cancer Society, 2016).

Nas ultimas trés décadas, a incidéncia de melanoma aumentou
consideravelmente — na ordem de cinco vezes — fazendo deste um problema
clinico significativo. Nos Estados Unidos, o melanoma é o cancer com a maior
taxa de incidéncia e estima-se que aproximadamente 76.380 casos serao
diagnosticados no pais durante o ano de 2016, e causara a morte de cerca de
10.130 portadores. No Brasil, o cancer de pele € o mais frequente entre os
tumores malignos e o melanoma representa 4 % dessa neoplasia. Entre a
populacéo brasileira sdo estimados 5.890 novos casos da doenca, sendo 2.960
em homens e 2.930 mulheres, em 2014. No Rio Grande do Sul, estado brasileiro
com um grande numero de imigrantes de origem europeia, a taxa bruta de
incidéncia por 100 mil habitantes para 2016 é de 8,02 casos de melanoma em
homens e de 7,06 em mulheres, a maior do Brasil (Kreiseder e cols., 2012;

Grazziotin e cols., 2013; INCA, 2016; American Cancer Society, 2016).
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Quando detectado precocemente, antes do tumor penetrar na epiderme, a
taxa de sobrevivéncia em cinco anos € em torno de 98 %. No entanto, a
sobrevida tende a cair drasticamente em pacientes com o estagio avangado da
doenca. Aqueles com metastases regionais e a distdncia tém 64 e 16 %,
respectivamente, de chance de sobrevida em cinco anos. Por outro lado,
pacientes que possuem um conjunto de lesdes totalizando entre 1 € 2 mm de
espessura e sem ulceracdo, a sobrevida em 10 anos pode chegar a 80 - 97 %

(Jemal e cols., 2008; American Cancer Society, 2016).

1.3 Biomarcadores do melanoma cutaneo primario

Biomarcadores moleculares tumorais podem ser definidos como
componentes bioldgicos — do proprio tumor ou de moléculas relacionados do
hospedeiro — os quais podem ser utilizados como indicadores da doencga ou de
seu prognostico. Atualmente, o sistema de estadiamento de melanoma do AJCC
2009 reconhece apenas a Lactato Desidrogenase (LDH) como biomarcador
molecular para esta neoplasia. Niveis elevados desta proteina no estagio IV da
doenca estdo associados a um pior prognoéstico. Foi demonstrado que as taxas
de sobrevivéncia em um e dois anos para pacientes com o estagio IV da doenga
e niveis normais de LDH foram de 65 e 40 %, respectivamente, enquanto que
para pacientes com niveis elevados de LDH foram de apenas 32 e 18 %,
respectivamente. Outros fatores também considerados para o estadiamento sao
a espessura, ulceragdo e numero de mitoses. Porém, melanomas em estagios
precoces sao clinicamente heterogéneos e 5% dos melanomas em estagio |
metastatizam precocemente e tém um progndstico ruim (Gimotty e cols., 2005;
Balch e cols., 2009; Wisco e cols., 2012).

E reconhecido que multiplos mecanismos celulares estdo desregulados
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na iniciagéo e progressao do tumor, como proteinas reguladoras do ciclo celular,
apoptoses, transducao de sinais, ades&do das células e digestdo da matriz. As
etapas para a progressao tumoral incluem, geralmente, a conversdo de uma
lesdo pigmentada para a forma de melanoma in situ, que cresce lateralmente na
epiderme (RGP). Se nao tratado adequadamente, o melanoma pode progredir
para a VGP, a qual esta associada com invasao da derme e, frequentemente,
com o aparecimento de metastases (Clark e cols., 1989; Clark e cols., 1991;
Sondak e cols., 2001; Haass e cols., 2005; Meyer e cols., 2012).

As metastases, responsaveis pela grande parte da mortalidade em
cancer, ocorrem através de varias etapas, incluindo invasédo de células tumorais
de tecidos adjacentes, extravasamento para o0s vasos sanguineos,
micrometastases em locais distantes e, finalmente, crescimento de células
tumorais produzindo tumores secundarios. Em cada passo, as células
cancerigenas passam por obstaculos que se relacionam com alteragdes
moleculares que modificam a expressdo e funcdo de genes especificos de
metastases. A relagdo entre relevancia clinica e genes relacionados ao pior
prognoéstico e as metastases € um passo crucial para a identificagéo de terapias
de prevencgao e tratamento (Sin e cols., 2011).

Nos ultimos anos, a busca por moléculas capazes de predizer o rumo
provavel dessa doenga aumentou significativamente. Entretanto, com excegao
da LDH, nenhum outro biomarcador proposto se mostrou consistente para
utilizacdo como uma ferramenta prognéstica adicional. A identificacdo precoce
dos individuos com pior prognostico da neoplasia permitiria intervencdes
imediatas e mais agressivas, com possibilidade de aumento de sobrevida do

paciente (Wisco e cols., 2012).
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Um numero significativo de biomarcadores tumorais foram identificados
por imuno-histoquimica (IHQ); porém, seu uso ainda n&o foi transferido a pratica
clinica. Alguns demonstraram significancia estatistica como marcadores
prognésticos no campo da pesquisa; porém, até o presente, ndo ha analise
sistematica para justificar ou sugerir aqueles capazes de redefinir o
estadiamento da doencga e predizer o prognostico na pratica clinica (Gould e

cols., 2010; Rey e cols., 2010; Moore e cols., 2012; Cheng e cols., 2012).

1.3.1 Kindlin-1

Fermitin family member 1 (FERMT1, Kindlin-1) € um regulador especifico
da integrina, pertencendo a uma familia de proteinas de adesdo e esta
associado com diversas patologias genéticas, incluindo a Sindrome de Kindler,
uma desordem genética caracterizada por aparecimento de bolhas na pele,
atrofia e fotossensibilidade. Existem 3 tipos de kindlins em mamiferos, sendo a
expressao do kindlin-1 primariamente em células epiteliais. Estudos in vitro, in
vivo em ratos e em pacientes com deficiéncias genéticas em kindlins
demonstraram que eles regulam a capacidade das integrinas de mediar suas
funcdes. Além de mediar a adesao e a via integrina pela ativagcao de varias
classes B1 de integrinas (compartilhadas por todos kindlins), kindlin-1 se liga e
ativa a integrina avp6 (ndo compartilhada pelo kindlin-2). A figura 1 (pg. 15)
mostra o ciclo de funcionamento dos kindlins (Siegel e cols., 2003; White e cols.,
2005; Landemaine e cols., 2008).

O termo integrina foi criado, ha mais de trés décadas, para designar
receptores de células de adesao. Estudos clinicos tém emergido com o objetivo

de verificar o papel de drogas com alvo em integrinas para o tratamento de
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esclerose multipla, trombose e cancer, assim como a implicagado de kindlins no
campo das integrinas, hoje aceitos como reguladores da fungao destas. Células
deficientes de Kindlin-1 exibem defeitos na ativacdo da B1 integrina, sendo
prejudicadas na adeséo celular, proliferagao, polaridade e mobilidade. A maioria
dos estudos sobre a relevancia deste marcador foca em doengas de pele. O
provavel papel deste marcador no cancer permanece desconhecido. (Malinin e

cols., 2010; Shattil e cols, 2010; Ye e cols., 2011).

1.3.2 Kindlin-1 e Cancer

Weinstein e cols. (2003) demonstraram que uma das primeiras evidéncias
das implicagdes do kindlin-1 em cancer veio das mensuragdes da seu nivel de
expressdo de mRNA. Estes niveis estavam elevados em 60% dos canceres de
pulmao e em 70% dos canceres de célon.

Mahawithitwong e cols. (2013) referiram que kindlin-1 também expressou-
se em cancer pancreatico, em estudo de IHQ, sendo encontrado no citoplasma e
membrana de células cancerigenas deste 6rgao, enquanto células epiteliais
ductais normais nao o expressaram.

Também foi demonstrado seu papel em pior progndstico em cancer de
pulmao e mama e sua relagao com um maior numero de metastases pulmonares
provenientes de tumores de varios o6rgdos. Em estudos prévios sobre
marcadores de metastases, foi identificado Kindlin-1 como sendo preditor de
metastases pulmonares no cancer de mama, independente do subtipo molecular

(Driouch e cols., 2009; Sin e cols., 2011).
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FIGURA 1 (referida no texto na pg. 13). Kindlins regulam as vias Wnt e TGF.
(A) Via Kindlins e TGFB: a integrina avp 6 se liga ao tripeptideo Arg-Gly-Asp
(RGD) do peptideo associado associado a laténcia (LAP), que é associado com
a proteina de ligagdo a TGFpB latente (LTBP) e induz a liberagédo de TGFp.
TGFB livres ligam-se aos receptores beta do fator de crescimento
transformador | e Il (TBRI e TPRII), que desencadeia fosforilagdo do Smad3,
associagdo com Smad4 e a transcrigdo dos genes alvo TGFB. (B) Via Kindlins
e Whnt. Kindlins-1 suprimem a via Wnt no citoplasma independente da integrina,
potencialmente, por reter os cofatores transcricionais no citoplasma. A perda do
Kindlin-1 leva a transcricao do ligante Wnt. Kindlin-2 liga-se a B-catenin, que

inibe sua degradacgao (fonte: Rognoni e cols., 2016).
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1.3.3 Ki-67

A proteina Ki-67 foi originalmente definida com o protétipo monoclonal Ki-
67, que foi reconhecido em 1983 como um antigeno nuclear associado com a
proliferagdo celular. O antigeno Ki-67 foi obtido em estudo que objetivavam a
producdo de anticorpos monoclonais de antigenos nucleares especificos para
células do cancer tipo Hodgkin. Apds essa descoberta, mudou-se a forma de
analisar a proliferagéo celular: se antes era necessario injetar precursores de DNA
radioativos antes da biopsia, hoje ndo € mais. Com a inje¢cdo de radioativos, a
taxa de proliferagcado era entdo estimada a partir da mensuragao da captagao de
radioatividade pelo nucleo da célula tumoral. Essa técnica, além de tudo, era
eticamente questionada em fungdo do desconhecimento acerca do efeito da
internalizagao nuclear de radioatividade no DNA humano. Dado que o Ki-67 ndo
reage com células em estado de repouso, € razoavel inferir que o antigeno
nuclear Ki-67 ndo é expresso durante a fase GO do ciclo celular. Logo, esse
antigeno € uma ferramenta importante para a determinagao, de forma confiavel e
rapida, da taxa de proliferagdo celular de tumores malignos (Gerdes e cols.,

1983).
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1.3.4 Ki-67 e les6es melanociticas

O papel do antigeno Ki-67 no cancer de pele ainda tem sido estudado.
Estudos apontam para a possibilidade de usa-lo frente ao diagndstico
diferencial de lesbes melanociticas, mais especificamente entre nevo e
melanoma, visto que os métodos atuais ndo sao sensiveis nem especificos o
suficiente para uma adequada diferenciacdo. Resultados de estudos
independentes baseados em analise por IHQ s&o discordantes em relacdo ao
papel deste marcador na doenga (Schramm e cols., 2011).

O exame histopatoloégico permanece como de escolha para o
diagnostico de tumores pigmentados suspeitos: um nevo e um melanoma
diferem na auséncia ou presenca de aberragbes cromossoOmicas,
respectivamente. Contudo, essa distingdo histopatolégica pode ser, em alguns
casos, dificil, havendo sobretudo diferengcas no diagndstico de patologistas
entre nevo e melanoma que varia entre 2,3% a 25% dos tumores. A IHQ é
rotineiramente usada na maioria dos centros de patologia para confirmagao de
diagndstico. Um recente estudo demonstrou que o indice de proliferagao Ki-67
foi maior em tumores melanociticos malignos do que em nevos, e maior em
metastases do que em melanomas primarios. Apesar desses resultados, um
baixo indice Ki-67 para lesbes malignas nao elimina a possibilidade de
melanoma, ou seja, o indice Ki-67 para diferenciar entre nevo e lesao
melanocitica maligna permanece incompleto por causa de alguns tumores
malignos de baixa proliferacdo. Isso demonstra que ainda sao necessarios
estudos adicionais para esse campo (Unguen e cols., 2015).

Muitos estudos tém mostrado uma associagado entre indice mitético e

melanoma fino (espessura de até 1mm) a fim de prever progndstico. Uma
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ferramenta mais especifica, dentro da cinética celular, que tem sido estudada
como marcador de prognostico, € o indice Ki-67. Alguns estudos divergem
quanto ao uso do marcador Ki-67 ou de fatores de progndstico convencionais
(sexo, localizagao, nivel de invasdo, espessura do tumor, ulceracdo, contagem
mitética, indice de progndstico e estagio clinico) para prever prognéstico do
paciente. Ha indicagbes de que o indice de proliferacdo celular Ki-67 nao
apresente informacédo progndstica adicional para melanoma maligno cutaneo
localizado (Henrique e cols., 2000; Vereecken e cols., 2007).

Wandler e cols. (2016) buscaram investigar se o indice Ki-67 poderia
prevenir diagndsticos falso-negativo em melanomas. Foi proposto que, apesar
do critério convencional para malignidade ser avaliado em termos iguais, em
casos mais dificeis a alta proliferagdo celular poderia ser sugestiva de
melanoma. Porém, essa abordagem seria limitada, pois o potencial proliferativo
e, de fato, limitado em alguns melanomas. Em suma, o indice de proliferagao
celular Ki-67 pode ajudar na prevencao de erro no diagnéstico da maioria dos
melanomas que, inicialmente, sdo classificados como nevos benignos ou
displasicos

Nielsen e cols. (2013) compararam o impacto do progndstico, por IHC,
dos marcadores fosfo-histona H3/MART1 e Ki67/MART1, combinados, com a
coloragédo por hematoxicilina-eosina (HE) em MCP. Seus resultados mostraram
uma superioridade dos marcadores em relacdo ao indice de proliferagdo
visualizado pela coloragéo da HE para predizer progndéstico nos estagios | e Il da

doenca.
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2. Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

2.1 Geral: avaliar a expressao dos marcadores Kindlin-1 e Ki-67 em
melanomas primarios, por IHQ;

2.2 Especifico: relacionar a expressao destes marcadores ao
estadiamento clinico da doenga, aos parédmetros clinico-patolégicos como
espessura do tumor, ulceragéo, taxa mitdtica e acometimento linfonodal e aos
fatores de risco como fototipo de pele, cor dos olhos e queimadura solar prévia

na infancia.
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Abstract

Background: As one of the most metastatic potential, cutaneous melanoma
has its current prognostic prediction proposed by American Joint Committee on
Cancer (AJCC). Even though many studies have already been done in this
sense, tumours with similar clinical and pathological presentations may have
different behaviours. The aim of this study was to correlate, through
immunohistochemistry, Ki-67 and Kindlin-1 staining in malignant melanomas
with its prognostic factors. Methods: Immunohistochemistry, using mouse anti-
human Kindlin-1 and Ki-67 monoclonal antibodies, was performed on the cell-
block of primary cutaneous melanoma of 30 patients treated between 2006 and
2014 at our institution. Information regarding pathological data and outcomes
were retrieved from medical records. Statistical analyses were conducted in
SPSS version 23.0. Results: The expression of Ki-67 was detected in all
patients with primary cutaneous melanoma, while Kindlin was negative in 2
patients. Kindlin-1 expression was not significantly correlated with Ki-67
expression by Spearman’s rank correlation analysis (P = 0,46), as well as the
expression of both markers and the clinical stage (P = 0,34 and 0,18,
respectively). Breslow, Clark and mitotic rate were significantly correlated with
AJCC stage (P =0,001). Conclusion: Additional studies are needed to confront

our findings, due to conflicting results on the subject.

Keywords: cutaneous melanoma, prognostic tumor markers,

immunohistochemistry, Ki-67, Kindlin-1
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Introduction

Cutaneous melanoma is a tumor originating from normal skin
melanocytes, and its incidence in individuals of European origin continues to
rise worldwide. In the United States, approximately 76.380 new diagnosed
cases during the year 2016 are estimated (1). Among the Brazilian population
are estimated 3,03 new cases of the disease in 100.000 habitants for man and
2,59 for woman. The three southernmost states of Brazil have the highest
proportion of individuals with North European white-skin ancestry and the
highest CM indexes of the country, with estimated 6,96 new cases in 100.000
habitants for man and 6,5 for women, in 2016 (2,3). It is one of the most
aggressive malignant neoplasms and its clinical course is often unpredictable.
Melanoma has a high metastatic potential, and metastatic melanoma is difficult
to treat, albeit the therapeutic management of metastatic melanoma is now
being improved by targeted therapies (4).

The staging system proposed by American Joint Committee on Cancer
(AJCC) is currently used for melanoma classification, prognostic prediction and
management of patients (5). Tumor invasion (Breslow thickness) has become
the gold standard for stratifying patients according to the risk of metastatic
disease. However, these studies also point out that, in some cases, tumor
thickness has not been as accurate an indicator of biologic behavior (6). It is
recognized that early-stage melanomas are clinically heterogeneous with a
subset exhibiting high-risk behaviors; approximate 5% of Stage | melanomas
metastasize early and eventually cause death (7). Surgical excision of localized
cutaneous melanoma (AJCC stages | and Il - approximately 75% of diagnoses)

may lead to cure in many patients. The overall 5-year survival rate for these
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patients (AJCC stages | and Il) is approximately 80%, suggesting that
approximately 20% of stage | and Il patients may have micro metastatic disease
at the time of diagnosis (8).

Thus, identifying biomarkers in conjunction with traditional cancer staging
and prognosis could improve early diagnosis and patient care. Despite the
efforts that have been made, reliable biomarkers are still lacking. Therefore,
there is an urgent need to better understand the regulating factors contributing
to melanoma initiation, progression, and metastases (9).

More prognostic factors are needed to improve the prediction on high-
risk patients. Many researches have shown an association between mitotic
index and thin melanoma in order to predict the prognosis (10). Ki-67 index has
been studied as prognostic marker. However, the prognostic value of
proliferative activity in cutaneous malignant melanoma is still a conflicting issue.
There are divergent findings between some studies about the use of Ki-67 index
or conventional prognostic factors (sex, location, level of invasion, tumor
thickness, ulceration, mitotic count, prognostic index and clinical stage). There
are indications that Ki-67 index does not carry additional prognostic information
for localized cutaneous malignant melanoma (11).

Biomarkers that are able to provide additional information about disease
progression, identified by immunohistochemistry, have been extensively
evaluated (12). But unfortunately, none have been translated into clinical
practice. Some of these biomarkers have demonstrated statistical significance
as a prognostic marker in a research setting; however, at present, there has
been no systematic analysis of molecular biomarkers to identify those capable

of refining sub groupings for individual AJCC stages (13,14).
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Kindlin-1

Among biomarkers, kindlins are being studied in cancer for more than a
decade. Fermitin family member 1 (FERMT1, Kindlin-1) is an epithelial-specific
regulator of integrin functions and is associated with Kindler syndrome, a
genetic disorder characterized by skin blistering, atrophy, and photosensitivity.
However, the possible role of kindlin-1 in cancer remains unknown (15).

The most studied function of kindlins revolves around their role in integrin
activation. The term integrines was coined more than three decades ago to
designate a family of cell-surface adhesion receptor. The interrelationship
between integrins and cancer pathology has inevitably led to consideration of
the role of kindlins in cancer. Within the last five years, more than 70
publications have linked kindlins, integrins and cancer (16). Kindlin-1 deficient
cells exhibit defects in B1 integrin activation and impaired cell adhesion,
proliferation, polarity, and motility. Most kindlin-related studies focus on kindlin
relevance in skin disease. Also, it was reported a role in a poor prognosis in
both breast and lung adenocarcinoma, and most studies documented aberrant
kindlin-1 expression levels in cancers of epithelial origin to be consistent with its
primary epithelial localization. In patients lacking kindlin-1 (Kindler Syndrome
patients), there is a suggestion of an increased risk of squamous cell
carcinomas (17).

Measurements of kindlins mMRNA expression levels were elevated in 60%
of lung and 70% of breast cancer; it was also found to be associated with the

pathology of glioma and pancreatic cancer (18,19).
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Although there are researches demonstrating the role of Kindlin
antibody in the prognosis of other cancers, there is no study of this marker in
primary melanoma to the best of our knowledge.

Ki-67

The Ki-67 protein was originally defined as a Ki-67 monoclonal prototype
that was recognized in 1983 as an antigen nuclear associated with cell
proliferation. The Ki-67 antigen was obtained in a study aimed to production of
specific nuclear antigens monoclonal antibodies for Hodgkin cancer cells. This
antigen is an important tool for determinate, reliably and quickly, cell
proliferation rate of malignant tumors (20).

Researches indicate for a possibility to use Ki-67 antigen in front of the
different diagnoses of melanocytic lesions, more specifically between nevus and
melanoma, assumed the actual methods are not sensitive or specific enough for
proper differentiation. Immunohistochemistry is routinely used in the majority of
pathology centers. A study proposed the triple score-based immunostaining
considering p16, Ki-67 and HMB45 to differentiate nevus and melanoma. The
proliferation index Ki-67 was higher in malignant melanocytic tumors than in
nevi and larger in metastasis than in primary melanomas. Despite these results,
a low index of Ki-67 for malignant lesions does not eliminate the possibility of
melanoma, due to some low proliferation of malignant tumors. This
demonstrates that further studies are still needed for this field (21,22).

A study sought to investigate if the Ki-67 index could prevent false-
negative diagnoses in melanomas. It was proposed that, despite the
conventional wisdom for malignancy being evaluated on equal terms, in more

difficult cases, high cellular proliferation could be suggestive of melanoma and
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the cell proliferation index Ki-67 could help prevent error in the diagnosis of
most melanomas that, initially, were classified as benign or dysplastic (23).

Another study found alternatives to conventional mitotic detection by
hematoxylin and eosin in stage I/l melanomas in general, comparing the
prognostic impact of phosphohistone H3/MART1, Ki67/MART1, and
hematoxylin and eosin stains in primary cutaneous melanoma (24).

The aim of this study was to correlate, through immunohistochemistry,
Ki-67 and Kindlin-1 staining in primary malignant melanomas with its prognostic
factors.

Materials and Methods

Patients and tissue samples

We retrieved thirty patients from the files diagnosed and treated in our
institution (Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre Hospital —
ISCMPA, and Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre -
UFCSPA), between July 2006 and September 2014, completing at least two
years of follow up. Clinical records were reviewed, and follow-up data was
obtained from these records and from tumor registry records. The subjects were
questioned about the main risk factors of this neoplasia: sunburn episodes,
familiar and personal melanoma history, phenotypic characteristics and skin’s
phototype.

Written informed consent was obtained from each patient according to
the recommendations of the local ethics committee. This study was approved
by the ethics committee of the hospital and the university where the study was
developed (ISCMPA and UFCSPA, respectively).

From each patient, formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissue (which
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were identified on hematoxylin and eosin-stained sections) was picked up from
the pathology laboratory from ISCMPA. When necessary, adjacent sections
stained immunohistochemically for melanoma - associated antigens, including
S100 protein, melan A and HMB-45, were made. Independent histopathological

review was performed by two pathologists on separate occasions.

Immunohistochemistry

The most representative tumor area on the hematoxylin/eosin-stained
slides was selected. Tissue sections 4um thick were placed on silanized slides
and dryed at 60°C for 30 min. Then, the slides were deparaffinized by three
washes in xylene (5 min each) and rehydrated by successive washes in ethanol
(absolute, 95%, 70% and 50%) and destilled water, according laboratory
protocol. The antigen retrieval was performed at 98°C for 40min in pH 9.0 TRIS-
EDTA buffer. After heating and cooling for 20min, endogenous peroxidase
activity was blocked by immersing the slides in hydrogen peroxide 5% in
methanol (3x 10min). Finally, the slides were washed twice with 1X phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.4) and incubated in 1% BSA (bovine serum albumin)
solution to block non-specific protein binding.

Primary antibodies Ki-67 (1:50, mouse anti-human monoclonal Mib-1 -
DakoR, California, USA) and Kindlin-1 (1:100, mouse anti-human monoclonal
antibody - MilliporeR, Massachusets, USA) were incubated for 1h at room
temperature and then submitted to 4°C, overnight. Colon and breast cancer
were used as positive controls, respectively. The negative controls were the
same tissues but without incubation with primary antibody. After washing with

PBS, the slides were then incubated with peroxidase-labeled polymer Picture™
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Max HRP polymer conjugate broad spectrum (Life TechnologiesR, California,
USA) and further with DAB substrate-chromogen (DakoR, California, USA).

The quality (number, intensity and pattern) of every staining procedure
for Kindlin-1 and Ki-67 has been comparatively evaluated using consecutive
control sections, and the staining intensity was scored in a blinded manner by
two independent pathologists. Their signals concentrated primarily within the
cytoplasm (Kindlin) and nucleus (Ki-67) of the tumor cells. The scores of the two
pathologists were compared, and any discrepant scores were re-examined to
achieve a consensus score. Kindlin-1 staining intensity was scored as negative,
focal, multifocal and diffuse. The percentage of Ki-67-positive cells was scored
as percentage 0-25%, 26-50%, 51-75% and 76-100%, to illustrate, and

measured in a continual analysis, from 0 % to 100%.

Statistical analysis

The software of SPSS version 23.0 for Windows (SPSS Inc., IL, USA)
was used for statistical analysis. We used the Mann-Whitney test to associate
Kindlin-1 and Ki-67 expression and the clinicopathological parameters of the
melanoma patients, including risk factors, AJCC stage, tumor thickness,
ulceration, histological subtype and tumor location. Correlation between Kindlin-
1 and Ki-67 expression was analyzed using Spearman’s rank correlation
analysis. A Cox regression model was used for multivariate analysis. P <0.05

was considered statistically significant.

Results

The patients included in the study were caucasians and the median age
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was 50,93 + 15,31 years old. Among the patients, 46,7% (14/30) were men and
53,3% (16/30) were women. The characteristics referring to the primary tumor
are shown in table 1.

The expression of Ki-67 was detected in all patients (100%) with primary
cutaneous melanoma, while Kindlin-1 was negative in 2 patients. The
correlation of Kindlin-1 and Ki-67 expression and AJCC stages in all patients
was assessed. The immunohistochemistry results are illustrated in graphics 1
and 2.

The correlation of Kindlin-1 and Ki-67 expression with the
clinicopathological features of patients with primary melanoma is summarized in
Table 2. Among clinical risk factors, Kindlin-1 and Ki-67 expression did not
correlate with skin phototype, eye color or previous childhood sunburn episodes
(P=0,51and 0,93; P=0,49 and 0,68; P = 0,83 and 0,07, respectively). Among
pathological factors, markers expression was not significantly associated with
presence of ulceration, sentinel lymph node status, Breslow thickness and
mitosis rate (P = 0,66 and 0,51; P = 0,31 and 0,37; P = 0,57 and 0,37; P = 0,37
and 0,72, respectively).

Clinicopathological characteristics, including Breslow, Clark and mitotic
rates, was correlated with AJCC stage, as the results of immunohistochemistry
for Kindlin-1 and Ki-67 (table 3). Breslow, Clark and mitotic rate were
significantly correlated with AJCC stage (P = 0,001). Kindlin-1 expression was
not significantly correlated with Ki-67 expression by Spearman’s rank
correlation analysis (P = 0,46), as well as the expression of both markers and

the clinical stage (P = 0,34 and 0,18, respectively).
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Discussion

The primary objective of this study was to evaluate Kindlin-1 and Ki-67
immunostaining in a series of primary melanoma. Malignant melanoma is an
aggressive skin cancer due to its rapid progression, propensity to metastasize,
poor prognosis and intrinsic resistance to treatment. Due to the disease
heterogeneity, tumors markers are needed to stratify melanoma patients and
estimating probability of disease progression and survival. There is little
knowledge about prognostic markers in primary melanoma, as there are few
studies that correlate these markers in primary melanoma with
clinicopathological characteristics of this disease. We know that some
researches about tumors markers have compared dysplastic nevi, primary
melanoma and melanoma metastasis, correlating with disease progression.

Studies of tumor biomarkers are valuable as they assist in disease
stratification and improve our understandings of tumor progression. However,
the most valuable biomarkers are those that reliably indicate response to
treatment (12).

A study has shown that Kindlin-1 expression in breast tumors is
associated with lung metastasis and free survival (13). There is some evidence
that Kindlin-1 is potentially a clinically relevant mediator of lung metastasis in
breast cancer and possibly other carcinomas metastasizing to the lung such as
colon cancer, for which overexpression of Kindlin-1 was previously reported in a
small cohort of 7 patients (14).

Ki-67 index was reported to be higher in malignant melanomas than in
benign nevi. Its expression has also been correlated to prognosis in patients

with melanomas (18,19,20).
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There is a great heterogeneity in the IHC analysis strategy regarding
techniques, count methods (manual or automatic, single or double staining,
number of tumor cells nuclei analyzed, mean value calculated in the whole
lesion or only in the most proliferative hotspots) and number of tissue samples
tested. Our study showed that there is no correlation between the tested
markers and risk factors or clinical-pathological parameters, refuting some
previous results in case of correlating Ki-67 in cutaneous melanoma and
prognostic factors. We did not stablish a cut-off point to measure Ki-67 staining
in tissue samples like others studies did; we used a continue value of
percentage to correlate it with clinical parameters, as there is no pattern of
measuring intensity stablished in primary melanoma of this marker in literature.

The authors did not find any study in literature about Kindlin staining in
primary melanomas, but there are few others correlating Kindlin and prognosis
of others cancers. Our results did not show correlation between this marker and
clinical-pathological parameters.

Our study did not compare primary melanoma samples and metastatic
disease or dysplastic nevus, as it has been seen in some studies (8,12,13). We
believe that this comparison may show differences between markers expression
in each condition. Beyond this limitation, a larger cohort could demonstrate
different results.

We believe that additional studies are also necessary to confront our

score to clinical evolution to explore its potential prognostic significance.
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Graphic 1: Immunohistochemistry results for Kindlin-1 (intensity) and AJCC Stage (Kruskall Wallis Test; P = 0,89)
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Graphic 2: Immunohistochemistry results for Ki-67 (%) and AJCC Stage (Kruskall Wallis Test; P = 0,41)



Table 1. Clinicopathological features of primary melanoma tumor

Variable N %
Tumor Site

Head/neck 2 6,7

Trunk 13 433

Upper limb 9 30

Lower limb 6 20
Histological subtype

Superficial spreading 23 76,7

Lentigo maligna 1 3,3

Nodular 6 20
Clark's level

I 5 16,7

11 5 16,7

I 5 16,7

v 15 50
Breslow tickness

Tis 5 16,7

<1 mm 12 40

1.01 -2 mm 7 233

2.01 -4 mm 4 13,3

>4 mm 2 6,7
Presence of ulceration

Yes 5 16,7

No 25 83,3
Mitosis ratio

Mean + SD 2,23 +2,97

Tis = tumor in situ; SD = standard deviation
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Table 2. Association between biomarkers level and risk and prognostic factors for melanoma
(Mann-Whitney test)

P
Variable N KINDLIN KI-67
Sunburn episodes 0,83 0,07
Yes 17
No 13
Skin phototype I/11 0,51 0,93
Yes 15
No 15
Eye color 0,49 0,68
Light 13
Dark 17
Presence of ulceration 0,66 0,51
Yes 5
No 25
SLN status 0,31 0,37
Positive 5
Negative 22
Breslow thickness 0,577 0,377
Mean + SD 1,47+1,85
Mitosis rate
Mean + SD 2,23+£2.97 0,379 0,727

SLN = sentinel limph node; SD = standard deviation
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Table 3. Correlation between stages and pathological features (Spearman’s rank)

Stages™

Mitoses

Breslow

Clark

Kindlin

Ki67

Correlation coefficient
Sig. (2-tailed)
N

Correlation coefficient
Sig. (2-tailed)
N

Correlation coefficient
Sig. (2-tailed)
N

Correlation coefficient
Sig. (2-tailed)
N

Correlation coefficient
Sig. (2-tailed)
N

0,690
0,001
30

0,839
0,001
30

0,664
0,001
30

0,178
0,347
30

0,247
0,188
30

* All stages (0, I, IT, IIT and 1V).
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4. Consideragoes finais

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Avaliagao
de Marcadores Progndsticos no Melanoma”, aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa (CEP) da UFCSPA (Parecer N° 600.248-0) e da ISCMPA
(Parecer N° 843.196). Deste projeto maior estdo sendo desenvolvidos diversos
outros trabalhos e projetos, incluindo uma tese de doutorado.

O Servigo de Cirurgia Oncoldgica do Hospital Santa Rita é um centro
de referéncia no tratamento de pacientes com melanoma cutaneo primario no
estado do Rio Grande do Sul. A parceria com os pesquisadores pertencentes
ao grupo de pesquisa em marcadores tumorais da UFCSPA, na area do
melanoma, teve inicio em 2010. Ja no cancer de mama, este vinculo se
desenvolve ha mais tempo, o que € extremamente promissor para o futuro de
nossas pesquisas em marcadores tumorais.

O aprimoramento dos estudos, em uma equipe multidisciplinar,
permite uma melhor compreensao dos mecanismos biolégicos da doenga como
também dos fatores progndsticos, o que podera contribuir para um melhor

seguimento e tratamento ao paciente.



47



48



49



50



51



52



53



54



55



56



Protocolo de Melanoma Cutaneo- GBM

Nome:

Data de nascimento (usar 4 digitos paraano): . / . / . . .

Endereco (p/ corresp.):

Cidade: Estado:

CEp. . . . ./ . . Tel: (OXX . ) . . . - . . .
DADOS DO PACIENTE

Data do Preenchimento: (usar 4 digitos para ano) . / . / .

Sexo: () masculino ( ) feminino

Cor: ( )B ()A ()NaoBranco

Profissdo: ( ) Grande exposigdo Solar () Sem grande exposicdo solar

Pcte € residente na cidade acima citada: ( )sim ( )ndo > se ndo: Estado de origem:

Naturalidade: ( ) brasileira ( ) estrangeira

FATORES DE RISCO

Historia Pessoal de melanoma cutineo ------------------- ( )sim ( )ndo

Historia Pessoal de CBC ou CEC de pele  ( )sim ( )ndo

Historia Pessoal de outra neoplasia (excluindo CBC/CEC de pele) ( )sim ( )ndo Se sim, local:

Historia Familiar de CBC ou CEC de pele  ( )sim ( )ndo Se sim: ( )parente de 1° grau  ( )parente de 2° grau

~ |~
~ |~

Historia Familiar de melanoma------------------- ( )sim ( )ndo |Sesim: ( )parente de 1° grau  ( )parente de 2° grau

Se sim, qual(is) 6rgdo(s):

Historia Familiar de outra neoplasia interna---- ( )sim ( )ndo
Se sim: ( )parente de 1° grau  ( )parente de 2° grau ( )

Fototipo de pele I e II ( )sim ( )ndo
Pele actinica ( )sim ( )ndo
Olhos claros (verdes ou azuis) ------------------ ( )sim ( )ndo
Cabelos claros (loiros ou ruivos)----------------- ( )sim ( )ndo

Nevo melanocitico (NM) atipico (comprovado histopatologicamente) ( )sim ( )ndo

NM congénito: ( )sim ( )ndo | se sim: ( )gigante [ >20 cm?] ( )médio ( )pequeno [< 3cm? ] |Relacionad0 aomel. ( )sim ( )ndo

Nevo melanocitico multiplo  ( )sim ( )ndo |se sim: ()<50 ( )>50

Queimadura solar (episodio marcante, com eritema e eventual/e bolhas) ( )infﬁncia ( )adulto ( )ambos ( )néo

Efélides na infancia ( )sim ( )ndo

Melanoma cutaneo relacionado com gravidez ---------- ( )sim ( )ndo




DADOS DO TUMOR PRIMARIO

Data do Diagnostico (més/ano): ./ . . . £ tumor Metacronico ? ( )Sim ( )Nio

Idade ao diagnostico Inicial: . . anos (aparecimento de novos tumores primarios em periodos diferentes)

Tamanho da Lesdo Primaria e X e e ( )sem informagao

(em mm, aspecto clinico da lesdo presente) Maior Eixo(mm) Menor Eixo(mm)

Localizaciao da Lesao Primaria (utilize a codificagdo da tabela abaixo — marque com um X no local correspondente)

() T-02000  Naio especificado () T-02153  Sulco naso-labial D () T-02455 Regido dorsal E () T-02609 Brago D

() T-02101 Fronte D () T-02164 Sulco naso-labial E () T-02456A Regido dorsal med () T-02608 Braco E

( )T-02103  Fronte E () T-02167 Regido temporal D () T-02458 Flanco D () T-02628 Antebrago D

() G-00001  Couro cabeludo D () T-02168 Regido temporal E () T-02459 Flanco E () T-02629 Antebrago E

() G-00002  Couro cabeludo E () G-00003 Regido da nuca D () T-02480  Abdome médio () T-02648 Maio D

() T-02116  Regido pré-auricular D () G-00004 Regido da nuca E () T-02472 Nadega D () T-02649 Mio E

() T-02117  Regido pré-auricular E () T-02309  Pescogo D () T-02473 Nadega E () T-02808 CoxaD

() T-02124  Regido malar D () T-02308  Pescoco E () T-02474 Quadril D () T-02809 CoxaE

() T-02125  Regido malar E () T-02415  Regido escapular D () T-02463 Quadril E () T-02824 Perna D

() T-02128  Palpebra D () T-02416  Regido escapular E () T-02475 Sacral () T-02825 Perna E

() T-02129  Palpebra E () T-02456  Reg. Interescapular () T-02483 Umbigo ( )T-02848 P¢D

( ) T-02140 Nariz ( ) T-02428 Mama D () T-02489 Abdome D ( ) T-02849 PEE

() T-02151  Labio superior () T-02429 MamaE () T-02490 Abdome E () G-00005 Orelha D

( ) T-02152  Labio inferior () T-02427  Reg. esternal () G-00007  Abd. Médio inf. () G-00006 Orelha E

( ) T-02155 Mento () T-02454  Regido dorsal D () T-02500 Perineo () G-00008 Localiz. Desc.
() G-00009 Sub-ungueal, Periungueal

DADOS CLINICOS DO TUMOR ATUAL

Regressao clinica da Lesdo Primaria  ( )sim ( )ndo ( )sem informacdo

Ulceragéo clinica da Lesdo Primaria  ( )sim ( )ndo ( )sem informacdo

SITUACAO DO PACIENTE NA ADMISSAO (clinica) - pode assinalar + de uma alternativa

() TU primario nao avaliavel

() TU primario avaliavel - ( )intacto () inicial biopsiado

() recidiva - sesim: () local () regional (linfonodal)

() satelitose ou em transito

() metastase locoregional (linfonodal)

() metastase a distancia 2> ( )pele ( )LN ndo regional ( )pulmdo ( )cérebro ( )figado ( )ossos ()

HISTOPATOLOGIA DA LESAO PRIMARIA - preferencialmente da pega cirirgica

() Externo ao servigo que esta comunicando >  se sim: revisdo de lamina: ( )sim ( )ndo

ano: . . . Neexame: . . . . . . .

(MES ( )MN ( )MAL  ( )LMM  ( )outros (lista)

Fase de crescimento: ( )vertical ( )radial () in situ > subtipo ( MES ( )MAL ( )LM ( )ndo especificado
Breslow: L . (em mm) Nevo associado ao melanoma () sim ( ) nido

Clark: () (msitwy (HI (OO (OHIV  ()V

Ulceragdo ( )sim ( )ndo

Indice mitotico: . /10 CGA

Invasdo vascular / linfatica: ( )sim ( )ndo

Invasdo perineural: ( )sim ( )ndo

Infiltr. Inflam. peritumoral:  ( )sim ( )ndo

Infiltr. Inflam. intratumoral:  ( )sim ( )ndo

Area de regressdo : ( )sim () ndo

Nodulos satélites : ( )sim () ndo

Margens: () livres  ( )comprometidas




TERAPEUTICA

Tratamento cirdrgico do tumor primario

Data da 1° cirurgia: . / . / e () nesta Instituigdo () em outro servico
() bidpsia incisional
() bidpsia excisional (até 2mm)
() desconhecida
() margens insuficientes Margens cirirgicas (emcm): ., .
() margens suficientes
Data da 2 cirurgia: . / . / . () nesta Instituicdo () em outro servi¢o
() ressec¢do completa com margem
() ampliagdo apds excisdo prévia Margens cirirgicas (emcm): ., .
TRATAMENTO LOCOREGIONAL
Se LN clinicamente negativos
Pesquisa do LN sentinela ( )sim ( )ndo Data . / . / e
(_ )Corante vital ( )Gama Probe ( ) ambos

Quantidade de bases de drenagem linfética preferéncias encontrados na linfocintigrafia:

O ()2 ()3 O4 ()3

Axilar D () ndo explorado | ( )explorado _ /  (LNS patoldgico / total de LNS) [ N.° de LNS marcados na linfocintilografia> ( )1 ( )2 ( )3 ( }4 ()5
Axilar E () ndo explorado | ( )explorado ____/___ (LNS patoldgico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia= ( )1 ()2 ( )3 ()4 ()5
Epitroclear D | ( ) néo explorado | ( )explorado _ / _ (LNS patolégico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ()2 ()3 ()4 ()5
Epitroclear E | ( ) néo explorado | ( )explorado _ /  (LNS patolégico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ()2 ()3 ()4 ()5
Cervical D () ndo explorado | ( )explorado ___ /__ (LNS patolégico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia> ( )1 ( )2 ( )3 ()4 ()5
Cervical E () ndo explorado | ( )explorado ___/__ (LNS patolégico / total de LNS) [ N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ()2 ( )3 ( )4 ()5
Inguinal D () ndo explorado | ( )explorado_ /_ (LNS patolédgico / total de LNS) [ N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ()5
Inguinal E () ndo explorado | ( )explorado __ /_ (LNS patoldgico / total de LNS) [ N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ()5
Iliaco D () ndo explorado | ( )explorado __ /_ (LNS patolédgico / total de LNS) [ N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ()5
Iliaco E () ndo explorado | ( )explorado ____/____ (LNS patoldgico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia= ( )1 ()2 ( )3 ()4 ()5
Popliteo D () ndo explorado | ( )explorado ___ /_ (LNS patolégico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ()2 ( )3 ()4 ()5
Popliteo E () ndo explorado | ( )explorado ___/_ (LNS patolégico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ()2 ( )3 ()4 ()5
D | ( )ndoexplorado | ( )explorado__ /  (LNS patologico / total de LNS) | N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ()5
E | () ndo explorado | ( )explorado ___/__ (LNS patolédgico / total de LNS) [ N.° de LNS marcados na linfocintilografia=> ( )1 ()2 ( )3 ( )4 ()5
Anatomia patologica do LNS positivo
LNS 1: local ( )HE+ Imuno ( )realizada ( )ndo realiz. ( )S100+ ( )HMB45+ ( )MelanA+ () +
LNS 2: local ( )HE+ Imuno ( )realizada ( )ndo realiz. ( )S100+ ( )HMB45+ ( )MelanA+ () +
LNS 3: local ( )HE+ Imuno ( )realizada ( )ndo realiz. ( )S100+ ( )HMB45+ ( )MelanA+ () +
LNS 4: local ( )HE+ Imuno ( )realizada ( )ndo realiz. ( )S100+ ( )HMB45+ ( )MelanA+ () +
LNS 5: local ( )HE+ Imuno ( )realizada ( )ndo realiz. ( )S100+ ( )HMB45+ ( )MelanA+ () +
Linfadenectomia se: ( )LN clinicamente positivos ( )LNS positivo ( )Eletiva Data . / . / ...
Axilar D / (LN patoldgico ndo sentinela/ total de LN da linfadenectomia)
Axilar E / (LN patoldgico nao sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Epitroclear D /(LN patolégico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Epitroclear E /(LN patologico nao sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Cervical D /(LN patologico nao sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Cervical E /(LN patolégico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Inguinal D /(LN patolégico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Inguinal E /(LN patologico nao sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Iliaco D /(LN patologico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Iliaco E /(LN patologico nao sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Popliteo D /(LN patolégico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Popliteo E /(LN patologico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Outra localiz. D /(LN patologico nao sentinela / total de LN da linfadenectomia)
Outra localiz. E /(LN patologico ndo sentinela / total de LN da linfadenectomia)




Se estadio IV: ( )DHL normal ( )DHL aumentada

Estadiamento Final - AJcC Ano: 2002

T |()T0 ()Tx ()Tis ()Tla ( )T1b ( )T2a ( )T2b ( )T3a ( )T3b ( )T4a ( )T4b

TNM N [()N0O ()Nx ()Nla ()N1b ( )N2a ( )N2b ( )N2c¢ ( )N3

M |()MO ( )Mx ( )Mla ( )M1b ( )Mlc—DHL normal ( )Mlc— DHL aumentada

Estadio ()0 ()IA ()IB ()IIA ()HIIB ()IIC ()IIA ()IIB ( )IIC
()IV(Mla) ( )IV(M1b) ( )IV(Mlc- DHL normal) ( )IV(Mlc- DHL aumentada)

Tratamento Neoadjuvante, Adjuvante ou Terapéutico

Tratamento Neoadjuvante ( )bioQT ()QT ( )RT ( )outro:

( )bioQT ( )QT ( )RT ( )vacina autdloga ( )vacina peptideo

Tratamento Adjuvante ( )IFN ( )outro:

( )bioQT ()QT ( )RT ( )vacina autdloga ( )vacina peptideo
Terapéutico ( )perfusdo ( )infusdo ( )imunoterapia intralesional ( )LASER CO2
( )outro:

INTERVALO LIVRE DE DOENCA

Recidiva: () local () locorregional (transito ou linfonodal) Data . / . /

Primeira alteragdo de estadio Data . / . [/ . . .
estadio: ( )IA ()HIIB (HIIC ( )IV(Mla) ( )IV(MIb) ( )IV(MIc- DHL normal) ( )IV(MIc- DHL aumentada)

Segunda alteragdo de estddio Data . / . [/ . . .
estadio: ( )IV(Mla) ( )IV(M1b) ( )IV(MIc- DHL normal) ( )IV(Mlc- DHL aumentada)

Status do Paciente na ultima avalia¢do: data . / . /

( )vivo sem doenga ( )morto por melanoma cutdneo  ( )morto por causa ignorada
( )vivo com doenga ( )morto por outra causa ( )sem informagao
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Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Documentos regulatorios estdo adequados. Possui carta de concordancia das instituigoes.

Recomendagdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O projeto esta dentro dos padrdes e julgo que 0 mesmo possa ser aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
Considerag¢oes Finais a critério do CEP:

Data de inicio 23/10/13
Data de término 06/03/17

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail:

cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE Wﬂp
PORTO ALEGRE

Continuagdo do Parecer: 600.248-0

PORTO ALEGRE, 11 de Abril de 2014

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 600248 gerado na data 22/11/2013 18:40:41, onde
o numero CAAE foi alterado de 14404513.4.0000.5335 para 14404513.4.3001.5345.

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (513)303 -8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QWW
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de Marcadores Prognésticos no Melanoma

Pesquisador: Claudia Giuliano Bica

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 14404513.4.0000.5335

Instituicdo Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 843.196
Data da Relatoria: 25/09/2014

Apresentagao do Projeto:

Solicitagdo de Emenda, referente:

-Projeto modificado 20/08/2014: critérios de inclusdo para pacientes.

-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, modificado - Versao 3.0 datada de 23/09/2013.
_Inclusao de Pesquisador: Luciana Schuch.

Objetivo da Pesquisa:
Ja descrito no parecer anterior.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Adequados e ja apresentados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Solicitagdo de Emenda referente ao critérios de Inclusdo, TCLE modificado e inclusdo de pesquisadora,
todos apresentados em anexo e adequados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Adequados.

Recomendagoées:
Nao se aplica.

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO QW““
ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 843.196

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Solicitamos no TCLE, modificado - Versédo 3.0 datada de 23/09/13, retirar onde cita a resolugdo 196/96,
trocar para Resolugao n°.: 466/12 vigente!.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

ApOs reavaliagao do protocolo acima descrito, o presente comité ndao encontrou dbices quanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

-Projeto modificado 20/08/2014: critérios de inclusdo para pacientes.
-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, modificado - Versao 3.0 datada de 23/09/2013.
_Incluséo de Pesquisadora: Luciana Schuch.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar a este CEP, Relatérios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duragéo superior a 6 meses), Relatérios

Finais (ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (cépia da publicacao).

2 — Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo (onde sera
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagédo do protocolo pelo Comité de Etica.

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO W‘m
ALEGRE - ISCMPA

Continuagéo do Parecer: 843.196

PORTO ALEGRE, 23 de Outubro de 2014

Assinado por:
Claudio Teloken
(Coordenador)

Enderego: R. Prof° Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-090
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-8571 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCACAD

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Versao 3.0 - 23/09/2013

Titulo do projeto: “Avaliagdo de Marcadores Progndsticos no Melanoma™

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntério (a) deste estudo, uma vez que
possui diagnostico de melanoma (cancer de pele). O objetivo desta pesquisa € buscar
informacdes (marcadores) que possam auxiliar na previsao do resultado da sua doenca
(prognostico).

O seu tratamento prevé consultas de trés em trés meses com seu oncologista, onde serdo
realizados exames para acompanhar sua doenga. Pedimos a sua autoriza¢ao para que o nosso
grupo faca um acompanhamento dos dados dessas suas consultas e para que nos seja doado
um pouco do seu sangue. Para esta doagdo, ndao sera necessaria uma nova coleta de sangue,
pois aproveitaremos a parte que sobra do seu material coletado em seu exame de rotina e que
depois seria descartado. O sangue doado a pesquisa serd guardado em tubo plastico e
refrigerado pelo tempo que este estudo for conduzido.

Gostariamos de pedir a sua autoriza¢do para utilizarmos em nosso estudo o seu material
retirado para o diagnostico da doenga (biodpsia) e, caso venha a ocorrer uma cirurgia para
retirada do tumor, pedimos que vocé nos autorize previamente a usarmos uma parcela deste
material (tumor-bloco), o qual é armazenado no Laboratorio de Patologia da Santa Casa.
Salientamos que este estudo ndo oferece riscos a sua saude, pois 0s materiais biologicos
utilizados serdo aqueles descritos acima, ou seja, nao requerem uma nova coleta exclusiva
para fins deste estudo. Entretanto, as suas informagdes contidas no prontuario serdo de
acesso da equipe do estudo, a qual garante a realizagdo de todas as medidas cabiveis para
que os seus dados sejam mantidos em sigilo absoluto.

Os dados obtidos serdo utilizados apenas pela equipe do estudo e autoridades
regulatérias da area da satde, sendo os mesmos armazenados pela pesquisadora principal
durante 5 (cinco) anos e apos totalmente destruidos (conforme preconiza a Resolugdo
196/96). Caso vocé queira colaborar além do que ja foi solicitado, pedimos a sua opinido
quanto ao uso destes dados para comparagdo com estudos posteriores referentes

exclusivamente ao entendimento da sua doenga:



() SIM, autorizo a utilizacao dos dados gerados para comparacdes com estudos futuros,
desde que estes também sejam aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa.

( ) NAO autorizo a utilizagdo dos dados gerados para comparac¢des com estudos futuros.
Ressaltamos que este trabalho possui exclusivamente carater cientifico, ou seja, vocé ndo
serd identificado (a) em nenhum momento da pesquisa € seu anonimato sera garantido.
Portanto, nao havera o estabelecimento de nenhuma relacao de diagnostico, nem tampouco

os resultados desta pesquisa terdo efeito sobre a sua conduta clinica.

A sua participacdo ¢ inteiramente voluntdria. Se vocé se sentir, por qualquer motivo,
desconfortavel em participar deste estudo, podera desistir. A retirada de consentimento
ocorrerd sem que haja qualquer prejuizo em seu tratamento.

Informamos que este estudo ndo envolvera custos para vocé e que, da mesma forma, nao
haverd remuneragdo por participar desta pesquisa. O seu beneficio dar-se-4 por meio dos
resultados cientificos desta pesquisa apos a conclusdao do projeto. Vocé ndo se beneficiara
imediatamente deste estudo, entretanto o conhecimento adquirido poderd contribuir

futuramente para o melhor entendimento da sua doenga.

Eu, (paciente ou

responsavel) fui informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada.
Recebi informacao a respeito do estudo e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo se assim eu o
desejar. A Srta. Munique P. Mendonga (pesquisadora) certificou-me de que todos os dados
desta pesquisa referentes ao estudo serdo confidenciais, bem como o meu tratamento nao
serd modificado em razao desta pesquisa e terei liberdade de retirar meu consentimento de

participag@o na pesquisa, frente a estas informagoes.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar Munique P. Mendonga no
telefone (51) 95295124 ou a Claudia G. Bica telefone (51) 84197210 Para qualquer
pergunta sobre os meus direitos como participante deste estudo ou se penso que fui
prejudicado pela minha participagio, posso contatar o Comité de Etica em Pesquisa da
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre no telefone (51) 3214 8571 ou ao Comité
de Etica da UFCSPA pelo fone (51) 33038804.

Nome do participante por extenso Data da assinatura do
(letra de forma) termo



Assinatura do participante

“Declaro que esclareci os objetivos do projeto de forma clara, da justificativa e dos
procedimentos a que serdo submetidos, bem como dos riscos, desconfortos e
beneficios do presente trabalho. Também discuto e esclareco dividas sobre a
pesquisa. Atesto que assino e entrego uma copia idéntica do termo de consentimento

ao participante”.

Nome do pesquisador que aplicou o TCLE Data da aplicagdo do
(letra de forma) termo

Assinatura do pesquisador que aplicou o TCLE e carimbo



