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RESUMO

Introducdo: O éxito metastatico no melanoma cutadneo requer uma Ssérie
patogénica sequencial ordenada; o infiltrado linfocitario tumoral (ILT) pode
exercer papel protetivo contra essa sequéncia, mas ndo ha unanimidade quanto
ao tema. Nos melanomas cutaneos primarios in situ (MCis) e nos melanomas
cutaneos primarios finos (MCPf), o embasamento cientifico disponivel é ainda
mais incipiente. Objetivos: Verificar e quantificar a presenca do ILT peritumoral
(ILT-p) em MCis e MCPT e investigar a relacdo do ILT-p com a presenca de
metastases nos MCPf. Material e Métodos: Foram estudados 73 pacientes,
sendo 23 com MCis e 50 com MCPf. Destes, 22 casos (pacientes com
metéstases) e 28 controles (pacientes sem metastases), onde se verificou a
presenca do ILT-p e, quando presente, classificado em leve, moderado e
marcado. Variaveis clinicas e histopatologicas foram descritas em ambos os
grupos. No grupo dos MCPf, houve a comparacdo do ILT-p e das variaveis
clinicas e histopatologicas entre casos e controles. Resultados: No grupo dos
MCis (N=22), ndo houve diferenca entre os sexos; a média de idade foi de 57,4
anos; o fototipo Il foi o predominante e a maioria dos melanomas se localizava
nos membros (54,5%). O principal subtipo histolégico encontrado foi o
espalhamento superficial (95,5%); a fase de crescimento predominante foi a
horizontal (86,4%) e o ILT-p predominante foi o leve, em 59,1% dos individuos.
Dentre o grupo dos MCPf, a média de idade foi de 50,7 anos nos casos e 56,2
anos nos controles (p=0,234); predominio do sexo masculino nos casos (63,6%)
e do feminino nos controles (53,6%), (p=0,354); o fototipo predominante foi o Il
em casos e controles (p=0,113) e tronco foi identificado como a principal
topografia em ambos os grupos (p=0.187); sendo o espalhamento superficial o
principal subtipo de melanoma (86,4% dos casos e 92,9% nos controles,
p=0,499); a mediana de Breslow foi de 0.8 mm nos casos e 0.6 mm nos controles
(p=0.012). A ulceracao foi evidenciada em 22,7% dos casos e em 17,9% dos
controles (p=0,732) e a regressao foi encontrada em 45% dos casos e 28,6%
dos controles (p=0,386) A fase de crescimento vertical foi a predominantemente
encontrada em 80% dos casos e 50% dos controles (p=0.012).Especificamente,
ILT-p “moderado e marcado” foi encontrado em 54,5% dos casos e em 67,9%

dos controles (p=0,503). Na analise univariada, a presenca do ILT-p “moderado



e marcado” apresentou OR=0.57 e, na analise multivariada, com ajustes para
para idade, indice de Breslow e fase de crescimento, OR= 0.69. Apesar do efeito
protetor verificado em ambas as analises, ndo houve significancia estatistica
(p>0.05). Conclusdes: Nesta amostra todos os MCis e MCPf apresentaram
algum grau de ILT-p. Verificou-se, entre os MCPf, possivel tendéncia a um efeito

protetor do ILT-p “moderado a marcado” para o surgimento de metastases.

Palavras-chave: Melanoma. Metastases. Infiltrado linfocitario peritumoral.

Prognostico. Biomarcadores



ABSTRACT

Introduction: Successful metastasis in cutaneous melanoma requires an
ordered pathogenic sequence; it is possible that tumor-infiltrating lymphocytes
(TIL) may act as protectors against this sequence, but the subject is still a matter
of debate. For in situ primary cutaneous melanoma (isPCM) and thin primary
cutaneous melanoma (tPCM), scientific support is even scarcer. Objectives: To
verify and quantify the presence of peritumoral TIL (p-TIL) in isSPCM and tPCM
and to investigate the relation between p-TIL and the presence of metastases in
tPCM. Materials and Methods: The cases of 73 patients were investigated: 23
of them with isPCM and 50 with tPCM; of those, 22 were case cases (patients
with metastases) and 28 were control patients (with no metastases). The
presence of p-TIL was verified and when present, cases were classified scanty,
moderated or marked. Clinical and histopathological variables were described.
Within the tPCM group, p-TIL and clinical and histopathological variables for the
control and the case group were compared. Results: In the iSPCM group (N=22)
there was no difference between sexes; the mean age in the group was 57,4;
phototype Il was predominant and most melanomas were located on the limbs
(54.5%). The main histological subtype found was superficial spreading (95.5%);
the predominant growth phase was horizontal (86.4%) and the predominant p-
TIL was scanty, in 59.1% of participants. Within the tPCM group, the mean age
was 50.7 for the case studies and 56.2 years for the control group (p=0.234);
males were more predominant among case participants (63.6%) and females
among control participants (53.6%), p=0.354; the predominant phototype was Il
for cases and controls (p=0.113); the trunk was identified as the main topography
in both groups (p=0.187); superficial spreading was the main melanoma subtype
(86.4% of cases and 92.9% of controls, p=0.499); mean Breslow index was 0.8
mm for cases and 0.6 mm for controls (p=0.012). Ulceration was found in 22.7%
of cases and in 17.9% of controls (p=0.732); regression was found in 45% of
cases and in 28.6% of controls (p=0.386). Vertical growth phase was
predominantly found in 80% of cases and 50% of controls(p=0.012). Moderate
and marked p-TIL was found in 54.5% of cases and in 67.9% of controls
(p=0.503). In univariate analysis, the presence of moderate and marked p-TIL
presented OR=0.57; in multivariate analysis, adjusted for age, Breslow index and
growth phase, it was OR= 0.69. Despite the protective effect found in both
analyses, there was no statistical significance (p>0.05). Conclusion: In this
sample, all isSPCM and tPCM presented some degree of p-TIL. Among the tPCM

group, a possible trend towards a protective effect of marked to moderate p-TIL



against the emergence of metastases was found.

Keywords: Melanoma. Metastases. Tumor-infiltrating lymphocytes. Prognosis.

Biomarkers.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1. INTRODUCAO AO TEMA: MELANOMA CUTANEO PRIMARIO

O melanoma cutaneo primario (MCP) é o cancer de pele mais letal (Gray-
Schopfer et al., 2007), correspondendo a cerca de 90% das mortes causadas por
tumores cutaneos (Garbe et al., 2016). Ele ndo € uma neoplasia exclusivamente
cutanea, apesar de 95% dos casos ocorrerem na pele: acomete também outros
sitios como os olhos, as mucosas, o trato gastrointestinal e o geniturinario, as
leptomeninges e os linfonodos (Markovic et al., 2007; Garbe et al., 2016). Esta
patologia é definida como qualquer lesdo primaria de melanoma em paciente
nao portador de leséo clinica ou histologica, ou de doenca metastatica regional
ou a distancia, independente da espessura tumoral (Sober et al., 2001).

E possivel que o diagnostico precoce do MCP seja facilitado pelas
campanhas educacionais desenvolvidas para melhorar a deteccdo dessa
neoplasia (Bonfa et al., 2011); outra possivel causa desse fenbmeno € oaumento
do nimero de médicos especialistas em dermatologia. O subdiagndéstico desse
tipo de cancer no passado se deve também, em parte, ao ndo encaminhamento
dos materiais excisados a histopatologia, em concordancia com as praticas de
descarte entdo vigentes. No entanto, apesar do diagnostico precoce
predominante na atualidade, cerca de 15% das mortes por melanoma decorrem
de melanomas cutaneos primarios finos (MCPf). MCPf sdo aqueles que
possuem espessura (indice) de Breslow igual ou inferior a um milimetro (Gimotty
et al., 2007).

O prognostico dos MCPf é melhor, quando comparado ao dos pacientes
com melanomas de espessuras maiores; porém, ha um subgrupo de pacientes
com MCPf que apresenta sobrevida baixa em 10 anos (sexo masculino, com
lesBesulceradas,nivellll/IVdeClarkeindice mit6tico maior ou igual a 1)(Gimotty et
al., 2007). Muitos detalhes do comportamento biolégico e da apresentacao
histopatolégica dos MCPf que metastatizam, todavia, ndo séo conhecidos, o que

justifica o interesse pelo tema.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO MELANOMA

A incidéncia, bem como os indices de mortalidade do melanoma cutaneo,
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variam no decorrer do mundo de acordo com a possibilidade de sua detecc¢éo
precoce a nivel primario de saude (Schadendorf et al., 2017).

A incidéncia do melanoma estd em aumento no mundo (Garbe et al.,2016).
Ao redor do globo, cerca de 232.000 (1,7%) casos anuais de todos os canceres
malignos primarios diagnosticados (excluindo cancer de pele ndo melanoma)
sdo de melanoma cuténeo e cerca de 55.500 mortes anuais por cancer (0,7% de
todas as mortes por cancer) sdo devidas a este tumor (Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer, 2014).

A incidéncia global de melanoma em 2015 foi de 351,880 casos (IC 95%
281633-445036)comcercade5casosporl00.000pessoas (padronizado para a
idade) (IC 95% 4-7) e o melanoma correspondeu a 1.596.262 dias vividos
com deficiéncia (DVD) (95%IC 1.293 447-1.982.679), com 23 DVD ajustados
para a idade por 100.000 habitantes (95% IC 18-28). Também foi responsavel
por 59.782 mortes (95% IC 47.602 — 72.671) no mundo, com taxa de morte
corrigida para idade de 1/100 000 pessoas (IC 95% 0.7-1) segundo estudo
americano que fez levantamento sobre o peso global desta doenca, por meio de
varios estudos epidemiolégicos (Karimkhani et al., 2017).

Para 2012, foram estimados 232.130 novos casos de melanoma,
representando uma taxa de incidéncia de 3,3 por 100 mil habitantes no mundo.
Essa incidéncia faz do melanoma o 19° cancer mais frequente. Entre os homens,
foram 120.649 casos novos de MCP (3,4/100 mil), ocupando a 152 posicdo e
111.481 casos novos de MCP (3,2/100 mil) em mulheres, sendo a 162 neoplasia
mais frequente entre todos os canceres nestas (Bray et al., 2017).

As maiores taxas de incidéncia mundiais encontram-se em paises como
Australia e Nova Zelandia, onde ha predominéancia da cor de pele mais clara
(INCA, 2018; Karimkhani et al., 2017).

As taxas de incidéncia e mortalidade do MCP sao muito diferentes para
cada pais/continente. Em 2012, foi estimada incidéncia de 0,2 casos por
100.000 habitantes na Africa do Sul e de 7,7 casos por 100.000 habitantes nas
Américas. As incidéncias mais altas foram na Nova Zelandia (35,8 casos por
100.000 habitantes/ano) e na Australia (34,9 casos por 100.000 habitantes/ano),
seguidas de 13,8 casos por 100.000 habitantes/ano nos Estados Unidos da
Ameérica (EUA) e 10,2 casos por 100.000 habitantes/ano na Unido Européia (UE)
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(Bray et al., 2018).

Em 2017, a percentagem estimada de mortes por melanoma entre todos
0s canceres de pele (excluindo carcinoma basocelular e carcinoma escamoso),
nos EUA foi de 72% (Bray et al., 2018).

A sobrevida relativa padronizada para a idade em 5 anos na Europa variou
de 74,3% (Europa Oriental) a 87,7% (norte da Europa). A sobrevida foi maior na
Irlanda do Norte (90,7%) e na Suica (90,4%); foi menor na Bulgéria (49,6%) e na
Polbnia (61,5%). A sobrevida relativa diminuiu com a idade dos pacientes e foi
maior nas mulheres que nos homens (Bray et al., 2018).

As estatisticas desta neoplasia sdo subestimadas ja que a maioria dos
pacientes com tumores in situ ou superficiais séo tratados em nivel ambulatorial
sem serem notificados ou contabilizados nos calculos oficiais (Trotter et al.,
2013); Fong e Tanabe et al., 2014), incluindo no Brasil. Além disso, embora o
aumento da incidéncia possa ser atribuido, em parte, aampliacdo dos programas
de triagem do melanoma, o avanco mais nitido da incidéncia desse tumor
ocorreu entre os individuos com baixo nivel socioecondmico, os quais tém menor
acesso aos programas de triagem. Esse fato sugere que o aumento das taxas
de incidéncia da doenca ndo corresponde somente a um artefato da triagem
(Mayer et al., 2014). Em contribui¢&o a isso, pode-se dizer que 0os novos métodos
diagndsticos aumentaram a frequéncia do diagndstico precoce do melanoma
cutaneo. Os adventos da dermatoscopia e da microscopia confocal, métodos
muito importantes para detectar melanomas em fases iniciais, também
reduziram o numero de lesdes benignas excisadas sem necessidade, causando
impacto no manejo socioecondmico do cancer de pele (Alarcon et al., 2014).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA), foram estimados para o ano de 2018, 2.920 novos casos de
melanoma em homens e 3.340 casos novos em mulheres. A regido Sul do pais
apresenta as maiores taxas estimadas de incidéncia do melanoma cutaneo, em
ambos os sexos: 1040 casos/100000 habitantes (homens) e 960 casos/100000
habitantes (mulheres) (INCA, 2018).

As populacdes dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina,
guando comparadas com as de outros estados, sS40 as com maiores riscos para

o desenvolvimento desta neoplasia (Bonfa et al., 2011). Essas regides do Brasil
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possuem uma elevada proporcédo de individuos de pele/cabelos/olhos claros,
altas taxas de radiacao ultravioleta do tipo A (UVA) em meses de calor e habito
de exposicdo solar intensa durante o verdo (Bonfa et al.,2011).

Recentemente houve na Europa um aumento significativo na incidéncia
de melanoma em individuos com mais de 60 anos de idade, principalmente entre
os homens. Na verdade, em muitas areas desse continente, a incidéncia
continua a aumentar em todas as idades (Garbe et al., 2016). No Brasil,
particularmente em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Bonfa et al. encontraram,
em 2011, 57% dos pacientes com melanoma cutaneo do género feminino e a
idade média dos acometidos era de 55,6 anos.

Embora represente cerca de apenas 3 a 5% dos novos casos de cancer
de pele por ano, o melanoma é responsavel por 65% das mortes por cancer
cutaneo nos Estados Unidos da América (EUA) (Fong e Tanabe et al., 2014;
Wick et al., 2016) e por até 90% dos Obitos na Europa (Garbe et al., 2016); a
situacao provavelmente é a mesma no Brasil (Castro et al., 2015). Sendo assim,
0 melanoma cutaneo representa a forma mais grave e letal de tumor da pele
(Castro et al., 2015; Garbe et al., 2016).

Entretanto, concomitantemente com o aumento da incidéncia, e néo
obstante seu potencial de elevada letalidade, verifica-se melhoria na sobrevida
dos pacientes com melanoma, principalmente devido a sua deteccao precoce
(Bonfa et al., 2011). Nos EUA, a sobrevida relativa em 5 anos (sem categorizar
por idade) é de 92%. No MCP sem envolvimento linfonodal, a sobrevidarelativa
atinge 98% no estagio | e 90% no estagio Il (Schadendorf et al., 2018). No estagio
Ill, a sobrevida livre de doenca em 5 anos € dependente da carga tumoral nodal
(Soyer et al., 1987).

Historicamente, pacientes com doenca a distancia possuiam sobrevida
em longo prazo menor que 10%. No entanto, mesmo estando no estagio IV,
alguns pacientes possuem curso clinico mais indolente, biologicamente distinto
dos pacientes com doenca avancada. Atualmente, com o0s avancos da
terapéutica para tais pacientes, a expectativa para periodos extensos de
remissao a longo prazo sao maiores (Coit et al., 2016).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de neoplasias sao

subdivididos em genéticos e ambientais, com interacdo entre os dois grupos
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(MacKie et al., 2009). O risco de surgimento do melanoma cutaneo foi atribuido

a exposicao a radiacao ultravioleta tipo A (UVA) e ultravioleta tipo B (UVB),

devido ao dano causado nos acidos nucleicos dos melandcitos cutaneos (Wick

et al,, 2016). Este fator externo € considerado o mais importante para o

desenvolvimento desse tumor, especialmente quando a exposicdo solar &
intermitente (Garbe et al., 2016).

Devido a caracteristicas geogréficas e culturais, os brasileiros estao entre

os individuos com maior frequéncia de exposicéo solar (Schalka et al., 2014). Ao

gue se sabe, o risco do desenvolvimento dessa moléstia é também relacionado:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

as atividades ocupacionais e exposicao prévia a pesticidas (MacKie
et al., 2009), incluindo exposicdo residencial (doméstica) a
pesticidas (Segatto et al., 2015);

a histéria de bronzeamento artificial, além de exposi¢do crbnica ao
sol ou intensa (Bolognia et al., 2012);

a idade do paciente. Os mais jovens sdo 0 grupo de maior
suscetibilidade (maioria dos estudos epidemioldgicos ainda apontam
faixa etaria mais tardia), pois costumam se expor ao sol
excessivamente (Bolognia et a.l, 2012);

aos portadores de imunossupressdao, como pacientes

transplantados (Fong e Tanabe et al., 2014);

aos portadores de doencas que causem dificuldade no reparo ao
DNA celular como o Xeroderma pigmentoso (Bolognia et al., 2012);
ao grau endogeno de pigmentacdo da pele, presenca de cabelos
claros ou ruivos, presenca de efélides e incapacidade de bronzear
(Bolognia et al., 2012);

a um excessivo numero de nevos considerados comuns (Garbe et
al., 2016);

as familias com sindrome do nevo atipico (ou displasico), individuos
com nevo melanocitico congénito gigante, histéria pessoal de
melanoma prévio (Wick et al., 2016) e historia familiar de melanoma
(Bolognia et al., 2012);

ao perfil congénito / genético / familiar. Nos ultimos anos, avangos
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significativos ocorreram na identificacdo genética de mutacdes
condutoras aos tumores melanociticos. Mutacdes BRAF, NRAS e
TP53 séo as mais prevalentes no melanoma (Shain et al., 2015),
mas as mudancas genéticas chave sao também identificadas nos
genes CDKN2A, KIT, GNAQ e GNA11 (Alexandrov et al., 2013). A
frequéncia da mutacdo nesses genes varia de forma pessoal e de
acordo com caracteristicas histopatoldgicas dos tumores, revelando
um padrdao mutacional complexo que poderia ser avaliado para

predizer metastases (Schadendorf et al.,2018).

Aproximadamente 5-10% dos melanomas sao familiares. Para preencher
critério de melanoma familiar, € necesséria a presenca de 2parentes de primeiro
grau ou 3 ou mais familiares do mesmo lado da familia (independente do grau de
parentesco) afetados (Gandini et al.,2005).

Nestes casos, 0 padrdo de heranca é autossbmico dominante com
penetrancia incompleta. A susceptibilidade germinativa tem sido associada com
mutacbes em gene de alta penetrancia, como o CDKN2A e menos
frequentemente, com os genes CDK4, BAP1, TERT e POT1, ou com variantes
nos genes de risco intermediario, como o0 MC1R e MITF (Goldstein et al., 2004;
Aoude et al., 2014).

Além disso, o fendtipo tipico do paciente com melanoma - como
caracteristicas caucasianas: pele clara, cabelo loiro ou ruivo e olhos azuis -
demonstra que genes de alta prevaléncia e baixa penetrancia podem interagir com
fatores ambientais, especialmente com a exposicdo solar, favorecendo o

desenvolvimento da neoplasia (MacKie et al., 2009).

1.3 ASPECTOS CLINICOS DO MELANOMA

O MCP costuma ser clinicamente uma lesdo pigmentada, com cores
irregulares e formato que também pode ser irregular. Porém, pode apresentar-
se como lesdo amelandtica (com pouco ou nenhum pigmento) (Garbe et al.,
2016).

Na anamnese do paciente, é importante pesquisar a existéncia de fatores

de risco para a neoplasia. O exame fisico deve ser completo e minucioso de toda
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a pele do corpo (Fong e Tanabe et al.,2014).

O achado visual da lesédo ainda € o método mais eficiente para diagnéstico
do melanoma cutaneo, principalmente se complementado com uma bidpsia
(Wick et al., 2016). A sensibilidade do diagnéstico clinico do melanoma por um
dermatologista experiente é dificil de ser determinada, mas é estimada em 70%
(Garbe et al., 2016). O método mnemébnico “ABCDE” auxilia na identificacéo
dessas lesdes. Nesse método, A corresponde a assimetria, B a bordas
irregulares, C a cores variadas, D a didametro maior do que 6 mm e E a evolucéo
com aumento progressivo da leséo (Garbe et al., 2016); Wick et al., 2016).

O diagnostico clinico de melanoma feito pelo dermatologista € baseado
em trés andlises (Garbe et al., 2016): a) andlise visual, utilizando o ABCDE; b)
andlise comparativa das lesdes do préprio paciente, buscando a lesdo que ndo
se parece com as demais; c) analise cronolégica de alteracdes, identificando
lesBes que apresentam mudancas recentes em tamanho ou aspecto (letra E da
regra do ABCDE). Além disso, a dermatoscopia € outro método ndo invasivo que
auxilia no diagnostico do melanoma, por permitir observacgéo in vivo de lesbes
pigmentadas (Wick et al., 2016; Soyer et al.,1987; Rigel et al.,1997). Esse exame
consiste na andlise de lesbes cutaneas, melanociticas ou
nao,portransiluminacao, permitindo observar estruturas e cores da epiderme,
juncdo dermoepidérmica e derme superficial, ndo visiveis a olho nu. Os achados
dermatoscopicos correlacionam-se a caracteristicas histolégicas, sendo usados
para avaliar se a lesdo é maligna ou benigna e se é indicada a exérese cirurgica
da mesma.

A sensibilidade do diagndstico do MCP através do dermatoscopio é de
90%. A efetividade do uso dessa técnica depende do treinamento formal e da
experiéncia do examinador (Castro et al., 2015). A avaliacdo dermatoscépica,
através de seus critérios, é especialmente Util na identificacdo de melanomas
amelanoticos (sem pigmento), variante da neoplasia com maior risco de
desenvolvimento em pessoas de pele clara e cabelos loiros ou ruivos (Wick et
al., 2016).

Um estudo que avaliou a presenca de mitoses, relacionando-a com a
dermatoscopia, evidenciou dois critérios em pacientes com MCPf (sendo que o

namero de mitoses € um fator de piora do progndstico): a presenca de estrias
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periféricas e a coloracéo enegrecida da leséo (Ribero et al., 2017).

A dermatoscopia digital com fotografias de todo o corpo dos individuos
(mapas corporais) € utilizada no seguimento de pacientes de alto risco de
desenvolvimento de melanoma - como os pacientes com multiplos nevos e, em
especial, os pacientes com sindrome do nevo atipico. Esse exame possui altas
taxas de acuracia no diagnoéstico de melanoma (Garbe et al., 2016; Wick et al.,
2016).

Uma biopsia excisional deve ser realizada quando da visualizagdo de uma
lesdo com a possibilidade de ser um melanoma. Outros procedimentos, como
biépsia por shaving, punch ou incisional ndo devem ser as primeiras escolhas,
pois dificultam a aparéncia histolégica da leséo, sendo realizados como exce¢ao
(Wick et al., 2016). A margem da biopsia excisional deve ser de 1 a 3 mm. Devem
ser evitadas margens amplas no momento da biopsia excisional, pois essa
conduta pode comprometer negativamente a biopsia do linfonodo sentinela (LS)
(Fong e Tanabe et al., 2014).

1.4 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DO MELANOMA

O diagnéstico histopatologico do melanoma envolve, preferencialmente,
analise de dois dermatopatologistas experientes (NCCN, 2018). Melanomas

iniciais podem ser subdivididos em duas categorias:

1.4.1 Melanomas cutaneos primarios in situ (MCPis)

A incidéncia do melanoma em geral vem aumentando bruscamente nas
Ultimas trés décadas e a percentagem de melanomas in situ é responsavel em
grande parte por esse aumento (Higgins et al., 2015). De acordo com a American
Joint Committee on Cancer (AJCC), MCPis € definido como melanoma limitado
a epiderme. Lentigo maligno € um subtipo de MCPis e é definido,
histologicamente, quando os melandcitos atipicos estdo presentes na camada
basal sobre area de elastose solar (AJCC, 2017).

Esta categoria de melanoma é considerada estagio O e ndo esta
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diretamente associada a mortalidade (AJCC, 2017). No entanto, pode estar
associada ao risco de desenvolver outros tumores primarios secundariamente
(Wasberg et al., 1999; Mocellin et al., 2011).

Os melanomas invasores sao aqueles considerados quando o0s

melandcitos atipicos invadem a derme.

1.4.2 Melanomas cutaneos primarios finos (MCPf) - microinvasores

Dermatopatologistas sdo cada vez mais confrontados com lesdes
melanociticas finas e ja € bem estabelecido que o numero de melanomas finos
vem aumentando nas ultimas 2-3 décadas (Mihic-Probst et al., 2016).

Estes melanomas séo classificados em estagio pT1l com profundidade
<1mm. Estudos recentes indicam que aproximadamente 70% dos melanomas
sao classificados como finos. Algumas explicagOes para o fato buscam fatores
causais como aumento na exposicao solar, maior nimero de registro de casos,
diagndstico “desviado”, aumento no rastreio ao cancer e de bidpsias de lesdes
pigmentares (Frangos et al., 2012).

Apesar do excelente prognostico dos MCPf, 20% estdo associados a
metastases e 5% sdao fatais (Faries et al., 2010). Tendo em vista 0 aumento
donumero de diagndstico de MCPf e a ndo desprezivel mortalidade, existe uma
necessidade de se identificar qual subgrupo dentro desta categoria apresentara

pior desfecho.

1.4.3 Subtipos Clinico-Histopatol6gicos de Melanoma Cutaneo

Os subtipos classicos de melanoma séo identificados por critérios clinicos
e histopatologicos, sendo os quatro principais (Garbe et al., 2016; Wick et al.,
2016):

a) melanoma de espalhamento superficial ou extensivo superficial: € o
subtipo mais comum. Inicia com uma fase de crescimento

intraepidérmico horizontal ou radial, aparecendo primeiramente como
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uma macula que lentamente evolui a uma placa, usualmente com
multiplas cores e areas palidas correspondendo a regressédo. Em sua
evolucao, areas nodulares podem se desenvolver. Histologicamente,
apresenta um componente epidérmico lateral com espalhamento
pagetoide de melandcitos claramente malignos através da epiderme
(Garbe et al., 2016; Wick et al., 2016);

b) melanoma nodular: E um tumor primariamente nodular, exofitico,
castanho-enegrecido, frequentemente erosado ou com presenca de
sangramento. E caracterizado por uma fase de crescimento vertical
agressiva, com crescimento horizontal minimo ou ausente. Assim, a
identificacdo precoce no estagio intraepidérmico é praticamente
impossivel (Garbe et al., 2016). Esse subtipo € de uma neoplasia que
entra na fase de crescimento vertical ab initio (desde o inicio) (Wick et
al., 2016);

c) lentigo maligno melanoma: E um tumor que se desenvolve
lentamente, ao longo de muitos anos, a partir da lesdo de lentigo
maligno (melanoma in situ) localizada predominantemente na face
fotodanificada de individuos idosos. Na histopatologia, vé-se uma
proliferacao lentiginosa de melandcitos  atipicos  na
juncaodermoepidérmica, além de achados de elastose solar (Garbe et al.,
2016);

d) melanoma acral lentiginoso: E o que corre em regido palmoplantar ou
subungueal. Na fase inicial, intraepidérmica, demonstra pigmentacao
irregular pouco circunscrita. No avangar do desenvolvimento da leséo,
apresenta regides nodulares que refletem o padrdo de crescimento

invasivo (Garbe et al.,2016).

Além dessas variantes existem outras mais raras, como o melanoma
desmoplasico, o0 amelanotico e o polipdide, que representam menos de 5% de

todos os casos (Garbe et al., 2016):

e) melanoma desmoplasico: é a variante que pode apresentar

caracteristicas clinicas e histopatolégicas enganosas. Apresenta-se
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como papula, nédulo ou placa firme, localizada em areas fotoexpostas
de individuos mais velhos; quase sempre é uma lesdo sem pigmento.
Na histopatologia, vé-se a proliferacao de células fusiformes na derme
em um estroma esclerético (Wick et al., 2016);

f) melanoma nevoide: citologicamente se apresenta como um
nevo (Wick et al., 2016). Na histopatologia, imita um nevo em exame
de pequeno aumento. A visdo em grande aumento, no entanto,
evidencia pleomorfismo leve, maturagdo sutiimente alterada e a
presenca nitida de mdultiplas figuras mitéticas. O diagnéstico desse
subtipo requer um alto grau de suspeita. E frequentemente

diagnosticado em retrospectiva.

Ainda sobre outros padrdes histoldgicos infrequentes do melanoma, as
variantes amelandticas incluem pequenas-células, células claras (ou tipo
“balloon”), sarcomatdides, células em anel de sinete, rabddides, mixdides e
outras (Wick et al., 2016). Também €& observado melanoma nodal na auséncia
de evidéncia clara de melanoma primério (Garbe et al., 2016).

O melanoma é considerado um mimetizador histolégico, em especial nas
suas variantes amelanéticas, configurando-se em diagnéstico diferencial com
varias outras lesdes cutaneas (Wick et al., 2016). O laudo do exame
histopatoldgico deve conter as seguintes informacdes (Garbe et al., 2016; NCCN,
2019):

a) diagndéstico e tipo clinico-patolégico da lesao;

b) espessura tumoral em milimetros (mm) — profundidade ou
indice de Breslow;

C) presenca ou auséncia de ulceracgéao;

d) numerodemitosespormilimetroquadrado(mm?2),emhotspots(pon

tos quentes, ou areas com maior concentracao de mitoses);

e) microsatelitose (ninhos de células tumorais ( > 0,05 mm de

didmetro ) localizados na derme reticular, hipoderme ou vasos,
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separados do componente invasivo do tumor por = 0,3 mm de tecido
normal), se presente;

f)  margens excisionais laterais e profunda.

Ainda, podem ser fornecidas as seguintes informacdes adicionais
(Garbeet al., 2016):

a) fase de crescimento horizontal ou vertical;
b) presenca ou auséncia de regressao;

C) presenca ou auséncia de infiltrado tumoral;
d) embolia linfatica e neurotropismo;

e) envolvimento vascular ou perineural.

Em alguns casos, quando o diagnostico histolégico ndo puder ser definido
com clareza, a técnica de imuno-histoquimica pode auxiliar na elucidacdo da
analise (proteina S-100, HMB45 e melan-A para confirmacdo da natureza
melanocitica da lesdo; HMB45 identificando malignidade e MIB-1 como um

marcador de proliferacdo) (Garbe et al., 2016).

1.5 MANEJO DO MELANOMA

Para o manejo do melanoma consideram-se 0s seguintes tratamentos:

a) tratamento cirdrgico: o tratamento primario adequado para o
melanoma cuténeo é a excisao cirurgica da lesao suspeita (Fong
e Tanabe, et al., 2014); Garbe et al.,, 2016). Apds a bidpsia,
preferencialmente excisional, o tratamento cirurgico definitivo
deve ser realizado com margens de seguranca, entre 4 e 6
semanas apoés o diagnéstico. As margens variam de 0,5 cm até 2

cm, dependendo da espessura do tumor primario (indice de
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Breslow) (Garbe et al., 2016);

outros tratamentos: 0s outros tratamentos sdo descritos
usualmente em pacientes com doenca metastatica,
comoradioterapia, terapia adjuvante, imunoterapia com interferon,
e terapias sistémicas como a imunoterapia (ipilimumab,
nivolumab, pembrolizumab) e a terapia-alvo, (vemurafenib e
outras) (Fong e Tanabe, et al., 2014; Garbe et al., 2016);
acompanhamento: a frequéncia e a extensdo dos exames de
acompanhamento do paciente com melanoma dependem dos
achados do tumor primario. Os primeiros cinco anos de
seguimento apds a cirurgia séo cruciais, pois 90% das metastases
ocorrem durante esse periodo (Garbe et al., 2016). Por outro lado,
o melanoma também pode apresentar metastases tardias, sendo,
por isso, relevante manter o acompanhamento meédico
especializado apds cinco anos do diagnostico da neoplasia
(Garbe et al., 2016). Além disso, pacientes que ja tiveram um
melanoma apresentam um risco aumentado de desenvolvimento
de um segundo melanoma primario, em torno de 10%. Por isso,
torna-se muito importante o acompanhamento médico regular
(Garbe et al.,, 2016). No seguimento desses pacientes, 0s

objetivos séo:

- identificar uma possivel recorréncia do tumor
ou a progressdo da doenca 0 mais precocemente

possivel,

- diagnosticar melanomas primarios adicionais no paciente;

- oferecer suporte psicossocial;

- fornecer educacdo em prevencdo da doenca para 0s

pacientes e seus familiares de primeiro grau;

- fornecer educagédo sobre auto exame da pele para



26

promover identificacdo precoce do tumor;

- administrar e monitorar o tratamento adjuvante, quando
indicado (Garbe et al., 2016).

1.6 FATORES PROGNOSTICOS DO MELANOMA

A maioria (70%) dos novos casos diagnosticados de MCP envolve
lesbes finas com até um milimetro de espessura (Rubinstein et al., 2016) e cerca
de 90% dos melanomas sdo diagnosticados como tumores primarios sem
evidéncia de metastases. A sobrevida em 10 anos, nesses casos, esta entre 75
e 85% (Garbe et al., 2016). No entanto, mesmo tumores pequenos e finos podem
metastatizar e, assim, apresentar um prognéstico relativamente desfavoravel
(Elder et al.,, 2011; Garbe et al., 2016); um subgrupo dos pacientes com
melanoma fino apresentara recorréncia da doenca e o desenvolvimento de
metastases. Rubinstein et al., em 2016 e Gimotty et al., em 2007, evidenciaram
que 15% das mortes por melanoma resultam de metéstases relacionadas a
lesdes finas.

Determinar o prognéstico dos pacientes com melanoma cutaneo foi
enigmatico por muitos anos, até Wallace Clark e colaboradores, em 1989,
fazerem uma avaliagcéo sistematica desse tdpico, na década de 1960. Com base
em seus estudos, Clark construiu um sistema de microestadiamento que
relaciona a profundidade microscépica do tumor as estruturas da epiderme e da
derme (Clark et al., 1969). Dessa forma, ele estabeleceu uma relacéo direta entre
a espessura de um melanoma e a sobrevida. Esse sistema de

microestadiamento esta dividido em (Wick et al., 2016):

a) nivel | de Clark: leséo esta confinada a epiderme e
seus anexos (melanoma in situ);

b) nivel Il de Clark: lesdo esta limitada a derme papilar;

c) nivel Il de Clark: les&o esta na transi¢ao entre

derme papilar e reticular;
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d) nivel IV de Clark: leséo atinge a derme reticular;

e) nivel V: corresponde a invaséo tumoral do paniculo

adiposo.

Até recentemente, os fatores histologicos considerados mais importantes
para o prognostico dos MCP eram a espessura vertical do tumor (indice de
Breslow), a presenca de ulceracéo histologicamente reconhecida e o numero de
mitoses/mmz2 (AJCC, 2009).

Em 2017, o Comité Americano sobre Cancer, AJCC (American Joint
Committee on Cancer), aboliu 0 uso do indice mitético e passou a determinar o
progndéstico do tumor priméario baseado apenas na espessura de Breslow e na
presenca ou nao de ulceracao (82 edicdo do Manual de Estadiamento da AJCC)
(Keung et al., 2018). O progndstico também piora com o aumento da idade do
paciente e a piora prevalece nos individuos do sexo masculino quando
comparados aos do sexo feminino e nas topografias de tronco, cabeca e pescoco
guando comparadas as dos membros (Garbe et al.,2016).

Para garantir maior sobrevida dos pacientes com melanoma cutéaneo fino,
a determinacao de indices que possam melhor predizer o risco de metastase
continua sendo de grande interesse. No entanto, estudos sobre fatores de
progndéstico no melanoma fino costumam ser inerentemente associados a erros
de amostragem, devido a incidéncia intensamente baixa de micrometastases
(Wat e Salopek et al., 2017).

1.6.1 Infiltrado linfocitario tumoral (ILT) e peri-tumoral (ILT-p)

Os biomarcadores do melanoma descritos na literatura podem ser
classificados em marcadores de diagnostico (para diferenciar nevos de
melanomas), marcadores de prognostico (para adicionar informacdes
progndésticas a partir do tumor primario), marcadores de progressado tumoral
(como os derivados da excisdo de linfonodos) e marcadores preditivos
(designados a predicao de resposta a terapias-alvo) (Moore et al., 2012).

O progndstico do paciente com diagnéstico de melanoma cutaneo é
atualmente baseado em critérios histopatolégicos do tumor (espessura de

Breslow, indice mitotico e ulceracdo) e em aspectos clinicos (localizacdo do
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tumor, idade e sexo do paciente). Apesar dos esfor¢cos dos histopatologistas para
estadiar corretamente a lesdo, melanomas morfologicamente semelhantes
apresentam comportamentos diferentes. Essa imprevisibilidade dificulta o
estabelecimento de um progndstico correto para o paciente e levou ao estudo de
marcadores teciduais que possam aumentar a acuracia da determinacdo do
prognéstico dos doentes (Moore et al., 2012).

A observagéo de linfdcitos e células mononucleares associadas ao cancer
humano foi registrada pela primeira vez ha mais de um século e esses linfocitos
eram considerados causadores do tumor (Mihm et al.,, 2015). Atualmente, é
reconhecido que o0s tumores contém nuameros variaveis de linfocitos,
denominados linfécitos infiltrantes de tumor. Wallace Clark, em 1969, aplicou o
termo "infiltragdo de linfécitos ao tumor” a essas células imunes implantadas
como parte da resposta do hospedeiro ao cancer (Lee et al., 2016).

No melanoma cutaneo, acredita-se que a intensidade deste infiltrado
linfocitico correlaciona-se com o seu desfecho. No entanto, ndo ha consenso
sobre a aplicabilidade dessa descoberta a todos os melanomas. Muitas
investigacbes tém sido feitas com o intuito de classificar e correlacionar o
infiltrado linfocitario tumoral (ILT) a estrutura do receptor de antigenos e a do
antigeno ao qual células T especificas de melanoma reagem. No entanto, a
imunofenotipagem do ILT néo foi realizada na maior parte desses estudos e
dados recentes revelam que a composicdo de linfocitos tumorais ndo €
homogénea, mas que representa diferentes contribuicbes de muitos subtipos
linfocitérios.

Para serem considerados como ILT, os linfocitos devem estar emcontato
direto com o tumor e/ou infiltrar os ninhos tumorais. No melanoma, Clark e Mihm
relataram que as células do ILT séo recrutadas na fase de crescimento radial e
levam a regressao parcial do tumor primario.Consistentecom esses achados, 0s
estudos in vitro de Hersey demonstraram a atividade citolitica desses linfocitos
contra tumores autdlogos em pacientes com melanoma (Lee et al., 2016).

O ILT é considerado uma importante variavel de prognéstico e pode ser
classificada como “Brisk”, “Nonbrisk” ou “Absent”. A categoria “Brisk” — “intenso”,
implica em linfocitos presentes em toda a fase de crescimento vertical do tumor,

estendendo-se através de sua base. “Nonbrisk” —“leve”, traduz-se por infiltracéo
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focal apenas e “Absent’- “ausente” inclui duas categorias: nenhum linfécito no
todo ou linfécitos presentes mas nao infiltram o melanoma (Calonje et al., 2005).

ILT “Brisk” tende a aparecer em melanomas finos enquanto a auséncia de
linfécitos costuma ser 0 achado em melanomas espessos (Calonje et al., 2005).

A funcdo do ILT é frequentemente comprometida em decorréncia do
acumulo de células imunolégicas com varios mecanismos de escape de tumores.
Essas recentes descobertas evidenciam a necessidade da coleta de mais dados
sobre a composicao e fungéo do ILT antes que possam ser tiradas conclusdes
definitivas sobre o significado progndstico do mesmo. Avancos em imunologia
também tém facilitado o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas,
como a terapia guiada com bloqueadores contra CTLA-4, agentes
imunoterapéuticos prototipicos (Oble et al., 2009).

A presenca do ILT esta correlacionada com a melhor sobrevida no
melanoma cutaneo (Fortes et al., 2015), mas néo se sabe se essa relacdo se
mantém para os melanomas cutaneos finos. Nos quadros 1 e 2 séo
demonstrados estudos que evidenciam a relagéo do ILT com melanoma cutaneo.

Larsen et al., em 1979, evidenciaram aumento na sobrevida nos
pacientes com ILT denso, em estudo retrospectivo com 669 pacientes em
estagio clinico I, além de uma relacao altamente significativa entre ILT denso e
crescimento superficial do tumor, ao contrario de um ILT ndo denso, associado
a invasao vertical do tumor. Em seguida, em 1989, Clark et al., em analise
multivariada de 394 pacientes, demonstraram que a intensidade do ILT se
correlaciona com a sobrevida livre de doenca e sobrevida geral, apenas
comcrescimento vertical tumoral, sendo 88,5% nos pacientes com ILT intenso,
75% nos pacientes com ILT leve e 59,3% nos pacientes com ILT ausente,
comp<0.0005 e acuracia de 89%. Mansson-Brahme et al., em 1994, avaliando
pacientes em estagio | (Breslow<= 0,8mm), na busca por preditores de
prognéstico em melanomas finos, encontraram em analise univariada e
multivariada de Cox, que uma reacdo leve ou ausente fez o risco relativo de
recorréncia aumentar quasequatrovezes. Neste estudo, o grau de reacao
inflamatoria foi um indicador de prognaésticosignificante.

De forma semelhante, Clemente et al., em 1996, encontraram uma

sobrevida em 10 anos de 100% nos pacientes com ILT denso, comparada a 77%
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naqueles com’ ILT ndo denso e 45% nos pacientes com ILT ausente e 60% para
ILT intenso X 50% ILT leve e 30% ILT ausente, em pacientes com Breslow menor
que 2 mm, em um grupo de 285 pacientes (analise multivariada com modelo de
regressao de Cox, ajustes para Breslow, com p=0,0001), sendo fator progndstico
independente. Em 2002, Tuthill et al. estudando 259 pacientes, encontraram
sobrevida de 100% em 5 anos em pacientes com ILT intenso e 93% em 10 anos,
com p=0,005, em analise multivariada com regressao de Cox, sendo o fator
progndstico mais estatisticamente significativo dentre todos os demais fatores
estudados.

No entanto, alguns estudos ndo revelam uma associagcao significativa
entre o ILT e as taxas de sobrevida em melanoma (Thorn et al., 1994; Barnhill et
al., 1996; Burton et al., 2011). Isso pode se dever a inclusdo de melanomas finos
na fase de crescimento radial, durante a qual h4 pouco suporte para se
considerar a importancia do ILT como preditor de desfechos, ou a errbnea
classificacao de linfécitos encontrados na vizinhanga do tumor como ILT (Barnhill
et al., 1996).

Em 2012, o Melanoma Institute, em andlise prospectiva de 1865
pacientes, mostrou uma relacao inversa entre o grau do ILT com o nivel de Clark,
namero de mitoses e Linfonodo Sentinela (LS), com p=0,001, havendo maior
positividade no LS quanto menor a intensidade do ILT. Em 2013, Thomas et al.,
associaram um ILT intenso e leve a estagios clinicos mais iniciais conforme
classificacdo da AJCC, comparado ao ILT ausente(p<0,001),além de
mortalidade menor no ILT intenso (50%) vs. leve (30%) vs. ausente, com OR=
0.5 (IC 0.3-0.9), com ajustes para idade, sexo e localizacao.

Quanto ao LS, mais pesquisadores encontraram relagdo com o ILT. Azimi
et al., em 2012, estudando 1865 pacientes, revelaram relacdo inversa entre o
grau de positividade do S e o grau do ILT (grau 0: 27,8%; grau 1: 20,1%; grau 2:
18,3% e grau 3: 5,6%, com p<0.001). Um estudo multicéntrico conduzido pelo
Grupo Brasileiro de Melanoma (Duprat et al., 2016) mostrou que um ILT ausente
foi fator de risco independente para LS positivo (OR: 1.8; 95% IC: 1.1-3.0).

Em estudo recente (2019), Santos et al. encontraram que a presenca de
ILT moderado a marcado reduz risco no envolvimento do LS, com OR=0.2 (95%
Cl: 0.02-0.72 e p=0,014), em amostra de pacientes comMCPT.
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Quadro 1 - Sistemas de graduacao do ILT e sua relacdo com melanoma (continua)

Autor/Ano Larsen et al. (1979) Clark et al. (1989) | Mansson-Brahm Barmhill Clemente
et al. (1994) et al.(1996) et al. (1996)
Amostra 669 394 585 548 285
Desenho Longitudinal Longitudinal Longitudinal Longitudinal Longitudinal
retrospectivo
Breslow (mm) Estagio | Estégio | Estégio | Clarck I-V Estagio l e Il
/Estagio
Denso Ausente Ausente/Leve Ausente Intenso:
Classificagcéo periférico e
do ILT Leve Moderado/Intens difuso
Leve o Presente
Intenso Leve
Infiltrativo e N&o
infiltrativo Ausente
Relag&o do ILT com Sobrevida Recorréncia Sobrevida Sobrevida em
Desfecho variaveis: invasao, 5 e 10 anos
subtipo, sexo,idade,
atipia, indicemitético
Resultado Associacdo de ILT | TIL intenso é Ausente: maior Auséncia de ILT Sobrevida em

denso com invaséo
tumoral superficial e

leve com profunda.

Melanomas nodulares
com denso infiltrado

tiveram pior

prognéstico
comparados a outros

subtipos.

preditor de
sobrevida
(p<0,0015)

recorréncia
OR= 3 (IC=
1.3-10) (p=0.02)

Menos
recorréncia nos
infiltrativos
OR=1.1(IC=0.3-4
p=0,93)

relaciona-se a
sobrevida, com p ndo
significativo (p=0,22).
Porém, 5 casos com

ILT marcado com
sobrevida de 100%.

5e 10 anos

Em 10 anos:
100% TIL
intenso
(subgrupo com

Breslow<2mm)

X

77% TIL leve
X

45% TIL

ausente (45%)

Ajuste para
Breslow,
p=0,0001

Fonte: elaborado pela autora
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Quadro 1 - Sistemas de graduacéo do ILT e sua relacdo com melanoma (continuacgéo)

Autor/Ano Tuthill Burton Azimi et al. Thomas Fortes et al.
et al.(2002) et al.(2011) (2012) et al. (2013) (2015)
Amostra 259 515 1865 2845 4133
Desenho Coorte Prospectivo, Prospectivo Coorte Coorte
Retrospectivo randomizado
Breslow (mm) >=0,76 >=1 >=0,75 >=0,1 >0.01
/Estagio
Intenso Intenso 0 = ausente Ausente Leve
Classificacéo Moderado
do ILT Leve 1 = focal fraco ou Leve Marcado
Leve moderado ou multifocal
Ausente fraco Intenso
2 =focal marcado
ou difuso fraco
3=difuso marcado ou
moderado
Sobrevida Sobrevida Livre LS; Sobrevida Sobrevida
Desfecho de doenga (SLD) Sobrevida livre de LS
e sobrevida global recorréncia;
(SG) Mortalidade por
melanoma
Resultado ITLT intenso: ILT leve: Relagdo inversa grau ILT intenso e
100% sobrevida | (univariada) ILT com: Leve foi TIL leve teve
em 5 anos e Nivel de Clark, mais associado mais LS +
93% em 10 Mais Linfonodo- mitoses, Breslow e a estagios (25,6% X
anos. Sentinela +; (17.6% (LS) menores, 7,8% p=0,01)
(p<0,005) X 7%; p= 0,0087) (p<0,001); comparando ao
ILT preditor ausente TIL Marcado
independente de (p<0,001); a moderado
Menor SLD; mortalidade apresentou
(86% X 91% p=0,41) Mortalidade maior
foi menor no sobrevida
Menor SG: 84% X ILT intenso OR 0.21
85% p=0,0083) Vs. (0.08-0.52)
Leve p=0,0001
Porém, multivariada: Vs.
ILT como preditor Ausente

para LS+,
mas nao para SLD e
SG

(50% e 30% )

Fonte: elaborado pela autora
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Quadro 2 - Estudos com ILT e relacdo com linfonodo sentinela (LS) em melanoma

Autor/Ano Taylor et al. Azimi et al. Duprat Santos et al.
(2007) (2012) etal. (2019)
(2016)
Amostra 887 1865 633 137
Desenho Prospectivo Prospectivo Retrospectivo Transversal
Breslow 0a>2mm >=0,75 >=1 <1
(mm)
Pouco ou
Ausente ausente: grau | Ausente Fraco
Classificagdo do
ILT Leve Moderado: grau Il Presente Moderado
Intenso Marcado: grau IlI Marcado
Desfecho LS LS; LS LS
Sobrevida livre de
recorréncia,;
Mortalidade
Resultado TIL ausente prediz Relagéo inversa entre ILT ausente foi um fator de ILT moderado e marcado

metéstase em
pacientes
submetidos a biépsia
de LS

(p=0,0003)

a positividade do LS e

o grau dolLT:

Grau 0 -27,8%;
Grau 1 -20,1%;
Grau 2 -18,3%;
Grau 3 - 5,6%);
(p<0,001).

Grau do ILT como
fator
independente
para LS e no
pronunciado,

maiorsobrevida.

risco independente para LS +

(OR =1.8;95% IC:
1.1-3.0)

mostraram reducéo de
risco no envolvimento do
LS

OR=0.2 (95% IC:
0.02-0.72 e
p=0,014)

Fonte: elaborado pela autora
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1.7 METASTASES DE MELANOMA

No MCP, a doenca esta clinicamente localizada em aproximadamente
85% de todos os pacientes (Fong e Tanabe et al., 2014). A metastase
corresponde a uma lesdo formada pelo conjunto de células tumorais agrupadas
em um foco micro ou macroscopico, e que ndo apresenta continuidade com a
lesdo primaria. No melanoma, as metastases podem ser satélites (aquelas que
se situam a até 2 cm da lesdo primaria), metidstases em transito (aquelas
situadas a mais de 2 cm da lesdo primaria), micrometastases em linfonodo
regional (identificadas pela biopsia do LS), metastase em linfonodo regional
clinicamente reconhecida, ou metastases a distancia (Markovic et al., 2007;
Garbe et al., 2016).

O éxito da metastase requer uma série ordenada de passos sequenciais,
incluindo a separacdo de um grupo de células do tumor primério, a invasao e a
migracdo dentro da matriz extracelular, a entrada nos vasos linfaticos ou
sanguineos, entre outros (Poste et al., 1980).

Para metastatizar, as células cancerigenas devem orquestrar diversas
funcdes celulares para vencer as dificuldades da cascata metastatica. Essas
fungbes incluem, além das caracteristicas autbnomas das células, a interagédo
da célula metastatica com o tumor e o estroma do hospedeiro (Massague et al.,
2017). Em alguns casos, varias funcdes sao necessarias para completar apenas
uma Unica etapa, enquanto outras podem influenciar varias. Essa especiacédo é
refletida pelos mecanismos distintos da recidiva do cancer em diferentes locais
no mesmo paciente e pela coexisténcia de células malignas que diferem no

tropismo de 6rgdos em cada paciente (Massague et al.2017).

1.7.1 Processo metastatico do melanoma

A metastase resulta de um processo biologico elaborado consequente a

uma interagdo complexa entre ceélulas tumorais metastaticas, fatores do

hospedeiro e mecanismos de homeostase (Adler et al., 2017). A maioria dos
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Obitos por cancer € devido as metastases - quando as células neoplasicas
escapam do tumor primario, sobrevivendo ao transito indspito através dosistema
linfatico e vascular - formando tumores secundarios em 6rgéos distantes (Celia-
Terrassa et al.,, 2016). Sabe-se que apenas 0,02% das células tumorais
disseminadas sdo capazes de fixar metastases.

Embora a disseminacdo tumoral possa ocorrer precocemente na
progressdo do céancer, algumas vezes, inclusive no estagio pré-neoplésico,
costuma existir um intervalo de tempo amplo entre a formag&o do tumor primario
e as manifestacbes clinicas das metastases. As células iniciadoras de
metastases sdo, por definicdo, células tumorais capazes de formar coldnias
metastaticas com significancia clinica em 6rgaos secundarios. Essas células
conseguem sequestrar algumas vias das células-tronco normais, levando a um
aumento da plasticidade celular e, consequentemente, a vantagens no processo
de malignizacéo (Celia-Terrassa et al., 2016).

O melanoma é tido como uma neoplasia com alto potencial maligno e sua
disseminacdo metastatica pode ocorrer a partir de massas tumorais muito
pequenas (Leiter et al., 2004). A progresséo tumoral nesta neoplasia ocorre em
varias etapas que incluem proliferacdo, neovascularizacao, linfangiogénese,
invasao, circulacao, embolizacdo e extravasamento (Leiter et al., 2004). Sendo
assim, a metastase do melanoma pode ocorrer por via hemética ou linfatica
(Adler et al., 2017). A progressdao do melanoma até a doenca metastatica €
acompanhada por uma angiogénese intensa.

A progressao de células neoplasicas através dos vasos linfaticos até os
linfonodos regionais € um indicador de agressividade tumoral e de prognéstico
desfavoravel. Ha indicacdo de uma regulacdo coordenada da angiogénese com
a linfangiogénese; esses dois processos parecem desempenhar um papel
principal na disseminacdo do melanoma (Leiter et al., 2004). Ao lado disso, a
atividade proteolitica e migratoria, a expressdo de moléculas de adesao e o
depdsito de matriz extracelular pelas células do estroma e pelas células tumorais
contribuem de maneira importante para o crescimento da lesdo e para a
incidéncia de metastases. Além disso, moléculas de adesdo, como caderinas,

integrinas e imunoglobulinas sdo muito importantes no crescimento e
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metastatizacdo do melanoma (Leiter et al., 2004).

Aproximadamente dois tercos de todos o0s casos de melanoma
metastatico se  desenvolvem, inicialmente, como doenca loco-
regionalecompreendem metéstases satélites, em transito e metastases em
linfonodo regional. Um terco dos casos da neoplasia desenvolvera metastase a

distancia (Leiter et al., 2004).

1.7.2 ILT no melanoma metastatico

O ILT compreende um grupo heterogéneo de linfécitos que diferem entre
si por sua capacidade de potencializar o sistema imunologico do individuo na
sua resposta antitumoral (Lee et al., 2016). Sabe-se que todas as células
nucleadas expressam as proteinas do complexo principal de
histocompatibilidade classe | (MHC-I) em sua superficie e que estas proteinas
estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos citosolicos para células T,
incluindo linfécitos T citotdxicos (LTCs) (Pandolfi et al. 1991). Quando antigenos
tumorais aberrantes sdo apresentados a moléculas de MHC-I, a célula
cancerigena que expressa antigenos nao-proprios pode, assim, fazer
reconhecer-se e ser destruida pelos LTCs. Em contraste, as moléculas MHC de
classe Il (MHC-Il) sdo tipicamente confinadas a um subconjunto de células
imunes, as células apresentadoras de antigenos (APCs) (Pandolfi et al., 1991).
Sao moléculas que apresentam antigenos derivados de proteinas extracelulares
para as células T-helper (Th), as quais desencadeiam uma resposta imune
especifica contra um determinado antigenotumoral.

A ativacao do ILT ndo requer apenas a ligacdo de moléculas MHC de
classe | ou Il ao receptor de células T (TCR), muitas vezes referido como "sinal
1"; requer também um sinal simultdneo emitido através do chamado “co-
estimulador das interagbes receptor/ligante” na interface célula T-APC. O sinal
leva a ativacdo completa das células T e a expansao clonal de células T tumor-
especificas (Mapara et al., 2004). Além disso, células T ativadas podem ser
negativamente reguladas através das chamadas “moléculas co-inibitorias”,

comumente conhecidas como "checkpoints imunoldgicos". Sinais coinibitérios,
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ou pontos imunoldgicos de verificacdo, amortecem a imunidade, inibindo a
proliferacéo de células T, entre outros mecanismos (Pardoll et al. 2012).

As células do melanoma estdo equipadas com uma ampla gama de
armamentos que |Ihes permitem fugir passivamente ou suprimir ativamenteessa
resposta imune antitumoral. Hoje os tratamentos séo baseados em estratégias
imunomoduladoras que atacam o0s varios mecanismos imunes de escape do
melanoma.

Além de sua utilidade estabelecida como marcador de prognostico em
melanoma, o ILT também pode ser alvo de terapia e preditor clinico de resposta
a essas estratégias imunomoduladoras de tratamento para a doenca
metastatica. A imunoterapia em melanoma pode ser categorizada em trés grupos

(Lee et al., 2015):

a) imunizacdo usando vacinas: consiste em células
inteiras, peptideos imunogénicos ou vetores
imunizantes para impulsionar o sistema imunoldgico

contra as células do tumor;

b) terapia celular adotiva (TCA): usando populagbes

efetoras imunes ex vivo expandidas;

c) estratégias imunomoduladoras que visam melhorar o
sistema imune anti-melanoma intrinseco do

hospedeiro.

O bloqueio do ponto-chave imune é hoje uma das opcdes terapéuticas
mais promissoras para pacientes com doenca em estagio avancado, inclusive
para o melanoma maligno. Apesar desse sucesso, ainda ndo se pode prever
qual paciente tera esse beneficio e ndo encontrara outra via sinalizadora de
escape tumoral (Lee et al., 2015). Desta forma, investindo nos esforcos para
conhecer mais a fundo o sistema imune - imunofenotipando o ILT, por exemplo,
e combinando estratégias imunomoduladoras entre si ou combinando-as a

terapia gene-efetora sera possivel atingir o sucesso terapéutico.
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Desde o inicio da valorizacdo do significado prognostico do ILT, muitos
novos conhecimentos sobre a imunobiologia dos linfocitos e sobre as pequenas
moléculas que governam o comportamento dessas células foram agregados ao
arcabouco tedrico. Os resultados por vezes contraditorios de estudos anteriores
sdo devidos, provavelmente, a grande heterogeneidade imunofenotipica e

funcional do ILT nos melanomas (Oble et al.,2009).

A compreensdo mais acurada do ILT, além de outros biomarcadores de
prognaéstico, pode ser promissora e permitir recomendacdes definitivas para o

manejo rotineiro dos pacientes com melanoma cutaneo.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a presencga e a intensidade do ILT-p em pacientes com MCPis e

em pacientes com MCPf com e sem metastases.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Descrever caracteristicas clinicas dos pacientes portadores
de MCPis e de MCPf, a saber: idade, sexo, fototipo,
topografia topografia do melanoma inicial e sitio
demetastases;

descrever caracteristicas histopatoldgicas dos MCPis desta
amostra, a saber: subtipo, Breslow, fase de crescimento,
regressao e ILT-p;

relacionar as caracteristicas clinicas e histopatologicas dos
pacientes portadores de MCPf com a presenca

demetastases.
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Infiltrado inflamatério peritumoral n&o prediz metastases em melanomas
cutaneos primarios finos

Mariele Bevilagua, Maria Carolina Rey, Felice Riccardi, Giancarlo Antonini Cappellini,

Cristina Fortes, Adriana Vial Roehe, Renan Rangel Bonamigo

RESUMO

Fundamentos: Nos melanomas cutaneos em geral, o infiltrado inflamatério tumoral
(IIT) pode proteger de metastases a distancia, mas ndo ha consenso quando apenas
0s melanomas cutaneo primarios finos (MCPFs) séo considerados.

Objetivo: Investigar a presenca do IIT nos MCPFs e arelagdo entre o lIT e a
ocorréncia de metastases.

Métodos: Estudo caso-controle que incluiu 50 pacientes com MCPF, sendo 22
metastaticos (grupo CM) e 28 ndo metastéticos (grupo CNM). A presenca do IIT foi
avaliada e, se presente, qualificada em leve, moderada e marcada.

Resultados: A idade média foi de 50,7 anos no CM e de 56,2 anos no CNM
(p=0,234), e 0 sexo masculino predominou no CM (63,6%). A espessura média do
indice de Breslow foi maior no CM quando comparada a observada no CNM
(respectivamente, 0,8 mm versus 0,6 mm, p=0,012). A presenca de ulceragdo ocorreu
em 22,7% do CM e em 17,9% do CNM (p=0,732). O IIT esteve presente em todos 0s
50 MCPFs, sendo marcado e moderado em 67,9% do CNM e em 54,5% do CM
(p=0,503). Na andlise multivariada, a presenca de IIT moderado e marcado
apresentou odds ratio (OR) de 0,57 (intervalo de confianca [IC] de 95%: 0,18-1,8) e
OR ajustado de 0,68 (IC de 95%:0,13-3,99).

Limitagdes do estudo: Reduzido valor amostral.

Conclusdes: O lIT esteve presente em todos os MCPFs (com e sem metastases), e
néo foi possivel comprovar um efeito protetor do IIT para o surgimento de metastases.
Palavras-chave: melanoma, metastase, linfécitos do intersticio tumoral, progndéstico,

biomarcadores.
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INTRODUCAO

O melanoma cutaneo primario é a forma mais letal de cancer de pele,
correspondendo a aproximadamente 90% das mortes relacionadas a tumores
cutaneos.! A incidéncia dessa neoplasia maligna continua em ascenséo, com cerca de
232.000 novos casos por ano em todo o mundo, representando 7% de todos os
canceres malignos diagnosticados, exceto cancer de pele ndo melanoma.! Melanomas
cutaneos primarios finos (MCPFs) sdo aqueles com espessura de Breslow igual ou
menor que 1 mm.2 Estudos mostram que as avaliacdes dermatolégicas periddicas e o
uso cada vez mais acurado do dermatoscoépio favoreceram a detecgdo mais precoce
de MCPFs e de melanomas in situ.®

O indice de mortalidade causado por melanoma é conhecido por estar
fortemente associado a espessura da lesdo priméria (indice de Breslow).? Atualmente,
a maioria dos novos casos de melanoma cutaneo séo diagnosticados como MCPFs,
sendo que aproximadamente 90% sao diagnosticados como tumores primarios sem
evidéncia de metastases, na abordagem inicial, de acordo com Aitken et al.3

De fato, ha diversidade de dados estatisticos quanto a presenca de
metastases no acompanhamento de MCPFs, havendo estudos que relatam
incidéncias de 3-5% e de até 20% de doenca a distancia em MCPFS."*°

Esse comportamento biolégico ocasiona, consequentemente, cenarios com
prognosticos desfavoraveis.®'! Gimotty et al.? indicam que 15% das mortes por
melanoma resultam de metéstases de lesdes finas.

Os fatores especificos para a identificagdo de pacientes com MCPF em risco
para metastases ainda ndo foram completamente elucidados.? Muitos detalhes do
comportamento bioldgico e da apresentacao histopatoldgica dos MCPFs metastaticos
sao parcialmente desconhecidos.

Linfécitos e células mononucleares associados ao cancer humano sao

descritos ha mais de um século.®® Wallace Clark usou o termo “infiltracéo linfocitaria
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tumoral” para se referir as células imunes presentes no infiltrado inflamatério, como
parte da resposta do hospedeiro ao cancer.** Quando se trata de melanoma cutaneo,
acredita-se que a presenca dos linfocitos infiltrantes esteja associada a um desfecho
favoravel ao paciente, embora isso seja um tépico controverso.

Pesquisas sobre a influéncia da infiltracao linfocitaria, especificamente nos
MCPFs, sdo escassas, e o fenbmeno € incipientemente compreendido. Assim, este
estudo investigou a presenca do infiltrado inflamatério tumoral (IIT) em MCPFs e a

relacdo entre o IIT e a ocorréncia de metastases.

METODOS
Populacéo e desenho experimental

Este estudo caso-controle retrospectivo foi realizado em dois centros (um na
Itdlia e outro na regido Sul do Brasil), a partir de dados encontrados nos registros dos
servicos de patologia do Istituto Dermopatico dell'lmmacolata (Roma, Italia) e da
Irmandade Santa Casa de Misericérdia (Porto Alegre, Brasil), no periodo de dois anos
(2017-2019). A avaliacéo histopatoldgica foi conduzida pelo servigo de patologia dos
dois centros. Todas as laminas histopatol6gicas foram novamente avaliadas por um
terceiro especialista em patologia (AVH) da Universidade Federal de Ciéncias da
Saulde de Porto Alegre, que definiu o diagndstico histopatoldgico final.

Foram observadas as seguintes variaveis clinicas e histopatoldgicas: sexo,
topografia do melanoma, sitio de metastases, tempo entre o diagnéstico do melanoma
e a deteccdo de metastases, subtipo de melanoma, indice de Breslow, fase de
crescimento, presenca de ulceracdo, regressao tumoral e presenca de IIT.

A interpretacdo do IIT seguiu definicbes usadas por Fortes et al.'®; grau 1
(leve): poucos linfocitos infiltram o tumor focalmente ou multifocalmente ao longo ou na
base do componente dérmico (£30%do componente estava infiltrado por linfdcitos);

grau 2 (moderado): quantidades moderadas de linfocitos infiltram o tumor focalmente
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ou multifocalmente, mas ndo ao longo de toda a base do componente dérmico (31 a
64% do componente estava infiltrado por linfocitos); e grau 3 (marcado): uma banda
continua de linfcitos estava presente na base ou ao longo do componente dérmico de
melanoma (265%do componente estava infiltrado por linfocitos). Para fins de analise,
foram somados os casos de |IT moderado e marcado, que foram entdo comparados

aos casos de IIT leve.

Aspectos éticos

O estudo seguiu os protocolos determinados pelo Comité de Etica da
instituicdo e foi aprovado sob o nimero 12447213.8.0000.5345. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado foi obtido dos pacientes ou de seus
responsaveis legais. Os autores assinaram um documento concordando em preservar

a anonimidade do paciente em relacdo ao uso de seus dados.

Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados como média e desvio padrdo. Na
presenca de assimetria de dados, foi usada a mediana com valores minimos e
maximos. As variaveis categoéricas foram contadas e transformadas em porcentagens.
O teste t de Student ou seu correspondente ndo paramétrico (teste de Mann-Whitney)
foi usado para comparacéo de dados quantitativos. O teste do qui-quadrado ou o teste
exato de Fischer foi usado para as proporcdes, quando necessario. Os ajustes para
possiveis efeitos confundidores foram conduzidos por regresséo logistica. O nivel de

significancia adotado foi p<0,05. Os dados foram analisados no SPSS, versao 22.0.

RESULTADOS
Este estudo incluiu 50 pacientes, sendo 22 pacientes com MCPF metastatico

(grupo cutédneo metastéatico, CM) e 28 pacientes com MCPF n&do metastatico (grupo
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cutaneo ndo metastatico, CNM). A média de idade foi de 50,7 anos nos casos (grupo
CM) e de 56,2 anos nos controles (grupo CNM) (p=0,234). Homens predominaram no
CM (63,6%) e mulheres, no CNM (53,6%) (p=0,354). O tronco foi o sitio tumoral
principal do tumor primario em ambos os grupos (p=0,187), e o sitio principal de
metastases foi 0 hematogénico, acometendo o pulmédo em nove casos (39,1%) no CM.

O principal subtipo tumoral foi o espalhamento superficial, observado em
86,4% do CM e em 92,9% do CNM (p=0,499). A espessura média de Breslow foi de
0,8 mm e 0,6 mm, respectivamente para CM e CNM (p=0,012), e a presenca de
ulceracgéao foi evidente em 22,7% do CM e em 17,9% do CNM (p=0,732). A regressao
histologica foi observada em 45% do CM e em 28,6% do CNM (p=0,386). A Tabela 1
apresenta os dados gerais da amostra.

Todos os pacientes avaliados apresentaram IIT, com diferentes classificacfes
qualiguantitativas, sendo que o IIT moderado a marcado esteve presente em 54,5% do
CM e em 68% do CNM. Para os dados brutos, obteve-se um odds ratio (OR) de 0,57
(IC de 95%:0,18-1,8; p=0,338) (Tabela 2). A analise multivariada com ajustes para
indice de Breslow, sexo e idade ao diagnéstico do melanoma foi aplicada, e a
presenca de IIT moderado a marcado apresentou OR de 0,68 (IC de 95%: 0,13-3,99,
p=0,669) (Tabela 2). As Figuras 1, 2 e 3 mostram imagens histopatoldgicas de IIT leve,
moderado e marcado em paciente com MCPF.

DISCUSSAO

O papel da resposta imune no melanoma cutdneo vem ganhando atencéo
nos ultimos anos, particularmente com o advento de terapias imunomoduladoras para
a doenca avancada.® O IIT compreende um grupo heterogéneo de linfécitos que
diferem entre si pela habilidade de potencializar o sistema imune em sua capacidade
antitumoral.**

Varios estudos correlacionaram melhor sobrevida do melanoma cutaneo com

a presenca de IIT, em particular os infiltrados densos (marcados). Clark et al.’
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demonstraram que a intensidade do IIT é associada a sobrevida livre de doenga, e
Clemente et al.'® encontraram um indice de sobrevida de 77% apds 5 anos em
pacientes com IIT denso, comparado com 53% naqueles com IIT ndo denso e 37% em
pacientes sem IIT. Tuthill et al.!® evidenciaram um indice de sobrevida de 100% ap6s 5
anos e 93% apos 10 anos em pacientes com IIT denso.

No entanto, alguns estudos ndo revelam uma associacao significativa entre
IIT e indice de sobrevida em pacientes com melanoma.*?° Esses resultados podem
ser em decorréncia da inclusdo de dados sobre MCPFs que estdo na fase de
crescimento radial, visto que, durante essa fase, h4 pouco embasamento para
considerar o IIT como um preditor de resultados, ou devido a classificacdo errbnea de
linfécitos encontrados proximos ao tumor como sendo um IIT.2

No presente estudo, variaveis clinicas e histopatoldgicas estiveram de acordo
com achados de estudos prévios.”??23 Houve uma alta frequéncia da fase de
crescimento vertical em pacientes com metastases em comparacao aqueles livres de
disseminacao maligna (p=0,012), com maior espessura de Breslow naqueles afetados
por metastases (p=0,012). Com relacéo a topografia, a maior ocorréncia de melanoma
foi no tronco, e o subtipo mais frequentemente encontrado foi 0 melanoma de
espalhamento superficial. O sexo masculino foi 0 mais comum entre 0s pacientes
metastaticos (63,6%). A presenca de ulceragdo ndo é achado frequente nos MCPFs,
mas, quando presente, altera o estadiamento do cancer de Tla a T1b (de acordo com
o American Joint Committee on Cancer).?* Neste estudo, ndo foi observada diferenca
na presenca de ulceraco entre os dois grupos. A regressao tumoral na histopatologia
ocorre em 10 a 35% dos melanomas cutaneos.'>? Neste estudo, ela esteve mais
presente em individuos metastéticos (45% versus 28,6%, p=0,386). Um recente
estudo multicéntrico?® relatou que a regresséo é altamente relacionada com o IIT, mas
apenas o |IT esta significativamente associado com metastases linfonodais e

sobrevida global em pacientes com melanoma (a regresséo, isoladamente, ndo se
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associou aos desfechos).

Ainda que se admita a baixa incidéncia de metastases em pacientes com
MCPF, quando comparado aos melanomas invasivos, ha controvérsias na literatura
guanto aos dados. Essas diferencas podem estar relacionadas a fase de diagnéstico
do tumor primario ou a outros fatores do individuo e das caracteristicas
bioimunoldgicas de determinados tumores.”8

Os dados do presente estudo ndo conseguiram atestar a protecéo do IIT para
o desenvolvimento de metéstases, pois todos os pacientes avaliados, com e sem
metastases, apresentavam o infiltrado. Ainda que os pacientes com MCPF nao
metastatico apresentassem mais frequentemente IIT moderado a marcado, quando
comparados aos pacientes metastaticos — 67,9% versus 54,5%, respectivamente —,
ndo houve demonstragéo de significancia estatistica (OR 0,68, p=0,669).

A presencga do |IT em todos os pacientes com melanomas finos (metastéaticos
ou nao) neste estudo pode revelar que o papel das infiltracées linfociticas seja o de
tentar evitar precocemente que o melanoma progrida para a fase de maior invasao,
ainda que nédo consiga evitar a disseminacao metastatica de alguns poucos MCPFs.

A limitag&o deste estudo decorre da pequena frequéncia de ocorréncia de
casos metastaticos nos MCPFs, com impacto no numero amostral reduzido para a
realizacdo da avaliagdo. Por outro lado, o fato de neste estudo terem sido encontradas
variaveis ja estabelecidas na literatura quanto a caracteriza¢do do melanoma,
incluindo fatores prognosticos como a espessura de Breslow e a fase de crescimento
vertical, demonstra a adequada qualidade dos dados obtidos.

Estudos sobre o IIT séo cada vez mais oportunos dada a importancia
conhecida do sistema imunoldgico na determinagdo do comportamento do cancer e 0
papel emergente da inibicdo do controle imunoldgico no tratamento do melanoma.
Para se fornecer resultados mais consistentes, sugere-se a conducao de estudos

longitudinais e com maior nimero amostral. Como perspectiva, a caracterizagdo do
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imunofendtipo do IIT pode trazer informacdes relevantes. Finalmente, € importante
ressaltar que, antes de serem adotados na pratica clinica, os biomarcadores tumorais

devem ter validacdo clinica e analitica, além de demonstracgédo de utilidade clinica.?’

CONCLUSAO
Todos os pacientes com MCPF apresentaram IIT, e ndo houve diferencas
estatisticas detectaveis entre metastaticos e ndo metastaticos, ainda que a frequéncia

de IIT marcado a moderado tenha ocorrido principalmente em MCPF ndo metastético.
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Tabela 1. Perfil da amostra de pacientes com melanoma cutaneo primario fino (n=50).

Variaveis clinicas e histolégicas

Metastaticos

Nao

metastaticos

(n=22) (n = 28) P

Masculino (n, %) 14 (63,6) 13 (46,4) 0,354
Idade ao diagnéstico (médiatDP) 50,7+18,6 56,2+11,4 0,234
Sitio tumoral inicial (n, %)

Cabeca 0/21 (0) 4/28 (14,3)

Tronco 14/21 (66,7) 15/28 (53,6) 0,187

Membros 07/21 (33,3) 09/28 (32,1)
Sitio metastatico (n, %)

Hematogénico 13 (56,5)

Linfatico 5(21,7)

Ambos 5(21,7)
Subtipo de melanoma

Espalhamento superficial 19 (86,4) 26 (92,9) 0,499

Acral 02 (9,1) 02 (7,1)

Outros 01 (4,5) 0 (0)
indice de Breslow (mm) 0,8 (0,2-1) 0,6 (0,2-1) 0,012
Fase de crescimento vertical (n, %) 12/15 (80)* 14/28 (50) 0,012

Ulceracao (n, %)

05 (22,7)

05 (17,9) 0,732
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Metastaticos
Variaveis clinicas e histolégicas
(n=22)

Nao

metastaticos

(n =28)

Regressao (n, %) 09/20 (45)

8/28 (28,6)

0,386

*Fase de crescimento ndo avaliavel em sete casos
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Tabela 2. Relagéo entre infiltrado inflamatoério tumoral (ITT) e ocorréncia de

metastases em melanoma cutaneo primario fino (MCPF).

Caracteristica MCPF MCPF nao Odds ratio (IC de 95%)
metastatico metastatico
(n=22) (n=28)
IIT marcado a moderado 12 (54,5%) 19 (67,9%) 0,57 (0,18-1,80)p= 0,338

0,68 (0,13-3,99) p= 0,669*

*Ajustado por andlise multivariada para indice de Breslow, sexo, idade do paciente e

fase de crescimento tumoral
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FIGURAS

Figura 1. Histopatoldgico evidenciando infiltrado inflamatério peritumoral leve:
hematoxilina-eosina, A) aumento de 4x, B) aumento de 10x, C) aumento de 20x.
Figura 2. Histopatoldgico evidenciando infiltrado inflamatorio peritumoral moderado:
hematoxilina-eosina, A) aumento de 4x, B) aumento de 10x, C) aumento de 20x.
Figura 3. Histopatologico evidenciando infiltrado inflamatoério tumoral marcado:

hematoxilina-eosina, A) aumento de 4x, B) aumento de 10x, C) aumento de 20x.
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TIL in in situ primary cutaneous melanomas
Tumor-infiltrating lymphocytes in in situ primary cutaneous melanomas
Dear editor,

We assessed the presence and intensity of tumor-infiltrating lymphocytes
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(TIL) in 22 patients that presented in situ primary cutaneous melanoma; TIL were
present in all cases. Clinical and histopathological data of the sample are
presented in table 1.

In terms of intensity, 59.1% of cases of TIL were scanty; 22.7% were
moderate; 18.2% were marked (Fig. 1).

Possible classifications for TIL are absent, brisk and non-brisk, and it has
been considered an independent prognosis variable for primary invasive
cutaneous melanoma!? Brisk TIL tends to appear in thin melanomas whereas a
lack of lymphocytes is usually the finding in thick melanomas?®. Interestingly, as
observed in our findings, TIL are present even before the invasive phase. It is
possible that they are a prelude to an attempt at immunological protection.

TIL have been studied in other in situ solid neoplasias. As for other non-
melanoma cutaneous tumors, a study by Stravodimou et al. in 2018, found an
increase of TIL in precursor lesions that lead to invasive spine cell carcinomas®.
Regulatory T cell count is higher on normal skin in relation to actinic keratosis
and to in situ spine cell carcinomas, but the count is lower in invasive spine cell
carcinomas.

Some ductal mammary carcinomas will progress to the invasive phase,
while others will display indolent behavior. The presence of TIL seems to predict
the prognosis for invasive mammary carcinomas, especially when it comes to
positive and triple-negative HER-2 subtypes.

Recently, Darvishian et al. have found that a dense TIL is associated with
age, tumor size, nuclear degree, comedonal histology, necrosis, and ER status,
in addition to being a predictor of recurrence in in situ ductal mammary
carcinoma®.

In addition to the prognosis, it is important to assess TIL in
histopathological specimens in order to provide important information for the
prediction of treatment response. TIL has been progressively more studied with
the purpose of improving treatments such as immunotherapy and targeted
therapy.

More complete answers to the questions on the meaning of TIL for in situ
melanomas are on their way. Is it possible to expect that patients with scanty TIL

will have more invasive melanoma when it is present? Will the degree of TIL be
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considered to define therapies? Clarity may come from clinically following

representative series of patients, phenotypic assessment of TIL and therapeutic

trials.

Yours faithfully,

The authors

Table 1 - Clinical and histological variables and pTIL in patients with in situ primary cutaneous

Clinical and Histological Variables

In situ melanomas

(n=22)
Female 11 (50%)
Age (years) 57.3+9.6

Phototype II

Phototype IlI

17 (77.3%)

05 (22.7%)
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Initial Tumor Site

Head 05 (22.7%)
Trunk 05 (22.7%)
Limbs

12 (54.5%)

Melanoma Subtype

Superficial spreading 21 (95.4%)

Lentigo maligna 01 (4.6%)
Horizontal Growth Phase 19 (86.4%)
Absence of Regression 19 (86.4%)
pTIL

Scanty 13 (59.1%)

Moderate 05 (22.7%)

Marked

04 (18.2%)

Data are presented as meanzstandard deviation, median
(minimum to maximum) or counts (%)

Legenda: Sample profile of in situ primary cutaneous melanoma
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5 CONCLUSOES

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Avaliacéao
Imuno-Histoquimica da Nestina, VEGF-C e Endoglina em Melanomas Cutaneos
Finos”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFCSPA (Parecer
N° 332.405). Desse projeto maior foi desenvolvida esta dissertacéo de mestrado,
também aprovada no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFCSPA (Parecer
N° 1.871.822).

Os Servicos de Cirurgia Oncoldgica e de Dermatologia da Santa Casa de
Misericordia sdo centros de referéncias no tratamento de pacientes com
melanoma no estado do Rio Grande do Sul. O vinculo entre uma instituicdo de
ensino, a UFCSPA, e um hospital que acolhe pacientes com Melanoma é
extremamente promissor. A parceria entre dermatologistas, cirurgides
oncoldgicos, oncologistas e patologistas € de suma importancia para o melhor
acolhimento e tratamento desses pacientes e para o meioacadémico.

O aprimoramento do conhecimento sobre a biologia tumoral e o sistema
imune do individuo permitem uma melhor compreensdo dos mecanismos de
doenca-tratamento, como também dos fatores prognaosticos, contribuindo para
um melhor desfecho para os pacientes.

Embora sem significAncia estatistica, tendo em vista a raridade de
frequéncia deste objeto em estudo e a dificuldade de se obter um nimero maior
de casos (mesmo unindo casos de dois paises), é possivel considerar o ILT-p
como um fator progndstico protetor em MCPf metastaticos. Este fator ja €
observado em outras neoplasias sélidas. Desta forma, € intuito dos autores
seguir a pesquisa em busca de um maior numero de casos e da identificacdo do

imunofendtipo do ILT através de analiseimunohistoquimica.
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7 APENDICES

7.1 FICHA DE COLETA CLINICA

A sequinte folha de coleta clinica, partida do estudo-fonte, foi seguida para
coleta de dados desta dissertacdo. Dados histologicos do tumor, como a leitura

do ILT, fase de crescimento, subtipo, ulceracéo e Breslow, foram acrescentados.

Avaliacdo Imuno-Histoquimica da Nestina, VEGF-C e Endoglina em

Melanomas Cutaneos Finos

PACIENTE CASO

Data do preenchimento:

Nome:

Idade no melanoma:

Idade na metastase:

Sexo: masculino () feminino ()
Fototipo:

Somente um melanoma? sim () néo ()
Topografia da lesédo primaria:

Tipo de melanoma:

Dados do laudo (regresséao, indice mitético)
Topografia da metastase:

Observacoes:

Avaliagcdo Imuno-Histoquimica da Nestina, VEGF-C e Endoglina em

Melanomas CutaneosFinos

PACIENTE CONTROLE

Data dopreenchimento:

Nome:

Idadenomelanoma

Sexo: masculino () feminino ()

Fototipo:
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Somente um melanoma? sim () néo ()

Topografia da lesdoprimaria:
Tipo demelanoma:
Dados do laudo (regresséo, indice mitético)

Observagoes:

7.2 ORIGEM DAS LAMINAS E DOS DADOS CLINICO-
HISTOPATOLOGICOS

As laminas de HE usadas no estudo pertencem a pacientes que
realizaram cirurgia de ampliagdo do Melanoma no Hospital Irmandade Santa
Casa de Misericordia (Hospital Santa Rita), podendo ser oriundos do Laboratério
de Patologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e dos seguintes laboratérios
privados: LZ Patologia (Porto Alegre-RS), Pontificia Universidade Catdlica-RS,
CPEG (Porto Alegre-RS), Instituto de Patologia (Porto Alegre-RS) e Instituto

Dermopético della Immacolatta (Roma, Italia).
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7.3 FIGURAS

7.3.1 - Figura 1. ILT-p Leve: Hematoxilina-Eosina, em 10 X e em 20 X.

(a) ~(b)

(a) (b)
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8 ANEXOS

8.1 PARECERES COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

8.1.1 Parecer estudo-fonte

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDEDE  ©
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA
Titulo da Pesquisa; AvallagSo Immo-Histoquimica g3 Nestina, VEGF-C & Endogling em Melanomas

Cutaneas Finos
Pasquisador Fenan Rangel Bonamigo
Arsa Tematica:
WVersdo: 2

CAAE: 12447213.5.0000.5345
InsfttulgEo Proponsnts: Universidage Fedaral de Cléncias da Salde de Porto Alege
Patrocinador Principal: Financlamento Priprio

DaD0s DO PARECER

Himenn do Parecer; 332205
Data da Relatora: 114072013

Apresentagio oo Projeto:

O melanoma cutangeo & uma das neoplasias com malores taxas de Incidencia no Brasi & no mundo &
possuem Imporianies dados Quanto 305 seus Indices de morbi-mortaldade.

A5 capacidades de Invasdo local & de produgdo de metastase sdo responsavels pela morbldade &
mostalldade do melanoma [Miller & MihmdJs, 2005).

O exito da metastase requer UMa sérle ordenada de passos sequencials, Incluindo a separagio de um
OUpD e cAiulas g0 umor primano, 3 hvasdo e migragao dentro da malnz extracaiularn, 3 2niTada NS VasDs
linfaticos ou sanguinens, enfe cutres (Poste, 1990). Bustamos verflcar s2 melanomas fings apresentam
Marsadores possivelments relaconados a0 processo de metasiatizacio.

Assim, melanomas que S¥pressem precocements marcadores relaclonados 3 progressdo
[nesting],infanglogénase (VEGF-C) & angiogeénese [endogling) possivelmants apresemam um parfl mais
agrasshn.

& ldentificagdo de paclentes neste subgrupd podenia ser benéflca, pols podena ser oferecisa um

acompanhamento medico diferenciado aos Mesmos.

Objsthvio da Pesgulsa:
Avallar 3 expressa0 dos marcadares nesting, VEGF-C e endoging em lesdes cutaneas de

Enderecn: Fua Seifrasis Leile 245

B CEF: 0 (858770
U o Municipia:  PORTO ALEGRE
Tebefone: (513505 608 E-mail: copufeapm e b
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE &
PORTO ALEGRE

Confmeacie 42 Pescar 113 408

melanomas cutanecs primanios Inos gue cursaram com & sam metastiases.
Avalagho dos Riscos & Seneficlos:

Riscos

Em principio, ndo 530 conneckos fecos para e fipo de procedmento.
Eaneficios:

& ldentfizagdo de paciantes &M LM SUDQIUES oM Mart3dores relacinados a0 Drocsssn de metasiatizacdo
poderia ser benifica, pots poderia ser oferecida um acompanhamends madico dferenciado A0E MESMOs.

Comentarios & Conslderagies s0bre @ Peaquisa:

Tem extrema relevandia porque & uma das neopiasias com malores 3xas de incidéncla nd Brasll & no
mundo bam como seuE altos Indices de morbl-maonalidass.

Consideraghas S00re 08 TAMOs o8 Jpressnta;ao obrigatoria:

Ternmos adequacos.

Recomendaglon

Comclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagies:

A5 soioitaces foram atendidas.

Situagie do Parscer:

Aprovadn

Heceaalia Apreciacao da COMEP:
Ha0

Considieragies Finals 3 critério do CEP:
Die acomio com o Panscer do Raiator.

PORTOC ALEGRE, 12 de Julho de 2043

Agsinador por
Joss Geralto Vema! Taborda
| Coondienamory
Endaregn:  Fua Seifradds Lale 245
Bk CEP: 0 588110
UF: RS Muricipla:  PORTO ALEGRE
Telefore: | Sy S8 E-mail:  copifiaga mbs



8.1.2 Parecer deste estudo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE .
CIENCIAS DA SAUDE DE W
PORTO ALEGRE
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDS D EMENDA,

nmmmw:mauagao Imung-Histoquimica da Mestina, VEGF-C e Endoglina em Melanomas
Cutaneos Finos

Area Tematica:

Versdo. S

CAME: 12447213.8.0000.5345

Insfttubzao Proponents: Universidage Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Fnanciamento Propria

DADODS DO PARECER

Homens do Parecer. 1.571.822

Apressentagdo do Projeto:

{MIler & MU, 2006). O Sxfo o metasiass raquer UMa séns orierada o2 passos sequenciais, IciUndo 3
SE0Aracin de UM gnupo de ciiulas do

tumar primana, 3 Invasao e migragado dentro da matriz extraceluiar, 3 entrada nos vasos linfaticos ou
sanguineos, enire outros {Poste, 1950). Ha

uma launa de conhecimento quanto a blomarcadores que Infiram a existéncia um processo de
metatastizagdo em melanomas fnos. Cojetivos:

verificar 52 Melanomas cutanens NnGs 3presentam Marcadores POsEVEMENnts IEiacionados 30 process) ie
metastaizagio. Para lss0, verficar a

expressdo 008 marcadorss nesting (orogressdo), VEGF-C [Iinfanglogénese) @ endoging - CDI0S
{angiogénese) nastas melanomas cutineos

primarios com balka espessura, diferenclando-os em relagdo 3 presenga ou ndo de
matastases. Metodologla: estudo caso-conirole com pacleniss

poriadores de melanomas CULaNeds PIIManos MNos, COM @ 58M MElastases, quanto 3 eXpressad Imuno-
histoquimica dos marcadones nestng, VEGFE

-C e CD 105, Serdo estudados 105 pacientas com melanomas cuianeos pimarios finos, sendo 21 casos
icom metasiases) @ 54 confroles (sem

Enderegn: Fua Saimrasts Laile 245

Babre:  Baimenic CEP: @0 (856170
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metastases ).
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Avallar 3 expressdo 006 MANCIOWes Nesing, VEGF-C e endiogling em lesles cutaneas de melanomas
cutinecs primarios iNos guUe CUrkaram oM e sem metasiasas.

Avalar 3 relagso ente 3 presenga de Infifrado Iinfodtico fumoral dermics (TIL) nos Mmelanomas: cutaneos
peimarics ings € & presenga oe metastases;

AwaElar o grau de Intensdage oo TIL nos melanoamas cutanecs primanos nos & 3 presenca de metastases;

Relacionar 3 presenga 8o TIL cOm oF manadorss Imunohistoquimicos (Nasina, VEGF: & Endogiing).

Avallagan dos Riscos o Beneficloa:

Em pincipio, nao 530 conneciios Mscos para ese ipo de procedimeanto.

A Keniificagdo de pacentes em um subgrupo com macadores Imunohisiogquimicos € de avallagio oo TIL
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8.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) DO
ESTUDO-FONTE

Para o presente estudo, o TCLE foi dispensado, pois utilizou os mesmos
casos e controles do estudo fonte, fazendo apenas leitura das laminas de HE ja
existentes. A seguir o TCLE do estudo-fonte.

Este TCLE foi elaborado para atender as diretrizes e normas da

Resolugcédo196/96 do CNS/MS e suas adequagdes.
“Vocé esta sendo convidado(a) a participar da Pesquisa “Avaliagao Imuno-
Histoguimica da Nestina, VEGF-C e Endoglina em Melanomas Cutaneos
Finos”, sob responsabilidade do(s) pesquisadores(s) Renan Rangel Bonamigo e
Maria Carolina Widholzer Rey.

A finalidade desta pesquisa € verificar se melanomas cutaneos de espessura
fina apresentam marcadores possivelmente relacionados ao processo de formacao
de metastases (ou seja, de gravidade). Para isso, verificaremos a expressao dos
marcadores nestina (relacionada a progressao da lesédo), VEGF-C (relacionado a
linfangiogénese, ou formacéo de vasos linfaticos) e endoglina - CD105 (relacionada
a angiogénese, ou formacdo de vasos sanguineos). Assim, melanomas que
expressem precocemente estes marcadores possivelmente apresentem um perfil
mais agressivo. A identificacdo de pacientes neste subgrupo poderia ser benéfica,
pois poderia ser oferecido um acompanhamento médico diferenciado aos mesmos.
Nesta pesquisa, caso concorde em participar, utilizaremos informacfes coletadas
em uma conversa com vocé e laminas de exames anatomo-patologicos que serao
elaboradas a partir da lesdo de pele que vocé ja retirou. Em principio, ndo séo
conhecidos riscos para este tipo de procedimento, ou seja, caso vocé concorde em
participar desta pesquisa, nao estara sujeito a riscos. Como beneficio, identificamos
a possibilidade de sua contribuicdo levar a identificacdo de pacientes que devem
ser acompanhados mais rigorosamente pelo seu meédico assistente. As informacgdes
necessarias serao coletadas em uma conversa que o pesquisador tera com vocé e
as laminas necessarias serdo elaboradas pelo laboratério da Pos-Graduacédo da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude. N&o serd necessario realizar
seguimento durante a pesquisa. Mesmo assim, caso vocé tenha davidas sobre este
projeto poderd entrar em contato com 0s pesquisadores para receber maiores
esclarecimentos sobre a pesquisa. Neste caso, devera contatar a pesquisadora
Maria Carolina Widholzer Rey no telefone (51)99480264.

Estaremos disponiveis para esclarecer suas duvidas sobre este estudo antes
e durante o desenvolvimento desta pesquisa.

Esclarecemos também que vocé tem total liberdade de recusar-se a participar deste
projeto ou de retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
nenhuma penalidade ou prejuizo pessoal ou de seguimento de seu tratamento.
Além disso, garantimos o sigilo quanto as informacdes coletada para assegurar a
sua privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos nesta pesquisa.

Os dados obtidos nesta pesquisa serdo utilizados somente para este estudo.
Nomes dos pesquisadores:

Renan Rangel Bonamigo;
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Maria Carolina Widholzer Rey — telefone (51) 99480264,

Dados para contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) responsavel pela
aprovacao deste projeto de pesquisa — telefone (51) 3303-8804

“Eu recebi as
informacbes sobre os objetivos da pesquisa de forma clara e concordo em
participar do estudo. Data:
Assinatura doparticipante:
Assinatura dopesquisador:

8.3 NORMAS DA REVISTA
Disponivel em http://www.anaisdedermatologia.org.br/pt-guia-autores




