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Resumo da Dissertagcao

Introdugao:

O nevo displasico tem importancia em fungéo de sua presenga ser um
indicador de risco aumentado de melanoma cutaneo, bem como, embora

menos comumente, ser precursor dessa lesdao maligna.

Em fungao disto, faz-se mister diagnosticar estas lesdes a fim de sinalizar
pacientes que meregam ateng&o especial na vigilancia e seguimento de

seus tumores cutaneos.

O Ki-67 ¢ um marcador bioldégico que esta presente em células em
divisdo. Ele é pouco mencionado na propedéutica dos nevos displasicos
e poderia ter um papel em destaque em lesdes melanociticas para

diferenciar nevos melanociticos comuns e displasicos.

Por tratar-se de um parametro objetivo, estaria menos sujeito a variagéao
individual e por ser quantificavel poderia fornecer informagdes

estratificadas de magnitude.

Objetivos:

Este trabalho tem por objetivo analisar o percentual de células névicas
coradas pelo Ki-67 em nevos melanociticos comuns e displasicos e

observar a ocorréncia ou ndo de diferenga com significancia estatistica

v



entre estes resultados.

Material e Métodos:

Foram selecionados laudos de anatomo-patoldgico com diagnostico de
nevos displasicos e nevos melanociticos, do Laboratério de Patologia da
Santa Casa da Misericordia de Porto Alegre, no periodo entre 2012 a
2015. A partir de entado, foram separados os respectivos blocos de
parafina e enviados para coloragdo com o marcador biolégico Ki-67. A
contagem celular foi realizada através de microscopia 6tica. Cada lamina
foi analisada inicialmente em campo de 10 aumentos e apos 40

aumentos para proceder a contagem celular propriamente dita.

Resultados:

O grupo 1 (lesdes displasicas) obteve uma mediana percentual de 11,35
(NQ: 6,73-15,17) de células névicas marcadas pelo Ki-67. Ja o grupo 2
(lesbes melanociticas nao displasicas) apresentou um percentual de
células névicas coradas pelo Ki-67 de 1,5 (11Q de 0,6-3,4), (P< 0,001 e

poder amostral= 71%).

Conclusao:

Através dos resultados obtidos € possivel inferir que o uso do Ki-67 seja
uma ferramenta util nos casos de diagnostico duvidoso de lesdes

melanociticas displasicas.



Mais estudos seriam necessarios para estabelecer um ponto de corte
percentual de células marcadas pelo Ki-67 tanto para lesdes displasicas
quanto nao displasicas, bem como estratificagdo por subtipos juncional,

intradérmico e composto dentro das lesdes nao displasicas.

Para aumento do poder deste estudo também se faz necessario

aumentar o N, visando poder amostral de 80%.

VI
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1.1 Nevos displasicos

1.1.1 Introdugao

Desde que os nevos displasicos foram descritos em 1978 por Clark (1) e
colegas e logo na sequéncia por Lynch (2,3), ja receberam denominagdes
diversas. Muito se discute quando a definicdo, classificagdo e importancia

biolégica dessas lesdes.

O termo “nevo displasico” vem do fato de se tratarem de nevos
melanociticos com desordens arquiteturais e atipia citologica, de forma similar

ao que ocorre em outros 6rgdos como cérvice uterina ou esdfago (4-6).

As principais questdes em relagdo ao nevo displasico, debatidas ja ha
duas décadas, dizem a repeito de suas caracteristicas macro e microscopicas,
prevaléncia, relagdo com melanoma, tratamento e sua existéncia como
entidade a parte (7-9,18,19).

Muito se tem debatido sobre critérios clinicos e histolégicos usados para
definir nevos displasicos (5,6,10,11). Em 1990 a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer propds um protocolo detalhado para identificar e
categorizar esses nevos pensando em ulteriores estudos epidemioldgicos (9).
Este protocolo propds os seguintes critérios: presengca de componente macular
na lesdo em pelo menos uma area, e mais pelo menos trés das seguintes
caracteristicas a seguir: 1. Bordos mal definidos. 2. Tamanho maior ou igual a
5mm. 3. Cores variadas. 4. Contorno assimétrico. 5. Eritema.

Entretanto, mesmo apds multiplas tentativas de consenso, nédo se
chegou a uma alternativa aceita por todos os patologistas, dermatopatologistas,
dermatologistas, oncologistas, clinicos, epidemiologistas, geneticistas. (12-15).
Para alguns pesquisadores o uso do termo displasico requer avaliagdo
histoldgica, sendo “nevo atipico” considerado mais adequado para classificagao

clinica. Entretanto nevo atipico inclui uma gama de aspectos morfoldgicos
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pouco comumente encontrados (16). Quanto a critérios histolégicos, os mais

comumente considerados sao: desordem arquitetural e atipia citologica (17).

1.1.2 Nevo displasico como fator de risco para melanoma

Clark e Elder (1984) sugeriram um modelo de desenvolvimento e
progressao dos melanomas (1), baseado em analises clinicas experimentais e
avaliacao histopatolégica, no qual constavam seis passos: nevos adquiridos ou
congénitos com melandcitos normais, nevos displasicos com atipia estrutural e
arquitetural, melanoma com crescimento radial, melanoma primario sem
capacidade de metastatizacdo, melanoma de crescimento vertical, melanomas

invasores da derme com potencial de metastatizar, e melanoma metastatico.

A partir desse modelo comegou a surgir uma série de duvidas sobre

essa questao.

Nevos displasicos sédo realmente fatores de risco para melanoma; mas
sao eles precursores? E o que significa ser um precursor de melanoma? De
acordo com o dicionario médico online Medline Plus (Merriam Webster) um
precursor é definido como: Aquele que precede e indica o inicio de outro; Uma
substancia, célula ou componente celular do qual outra substancia, célula ou

componente celular é formado, especialmente por processos naturais (20).

Usando essas definicdes, nevos displasicos podem ser classificados
como precursores de melanoma, uma vez que alguns melanomas surgem
destas lesdes. A maioria dos estudos encontrou em torno de 20% melanomas
sendo derivados de nevos displasicos (20-23). Entretanto, o papel dos nevos

displasicos como fator de risco é ainda mais evidente que o papel de precursor.

O melanoma resulta da interagado de fatores genéticos, ambientais e do
hospedeiro. O maior fator de risco ambiental € radiagdo ultravioleta. Numero
aumentado de nevos é um dos principais fatores de risco do hospedeiro, bem

como: sardas, pouca bronzeabilidade, ser ruivo ou de pele e cabelos claros e
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historia familiar de melanoma. Os fatores genéticos incluem alta suscetibilidade
aos genes CDKN2A e CDK4 (24).

A maioria dos estudos epidemiolégicos que avaliaram o nevo displasico
como fator de risco para melanoma utilizou apenas critérios clinicos para
classificar essas lesbes melanicas. No entanto, nevos displasicos sdo bastante
comuns, com uma incidéncia aproximada de 10% na populacdo descendente
de Europeus (23-24). Diferente de outras lesdes melanicas, nevos displasicos
ocorrem em areas expostas e ndo expostas ao sol no corpo como escalpo,

mama e gluteo (24).

Apesar da divergéncia de critérios, meta-analises e revisdes
sistematicas mostraram nevo displasico como um dos fatores de risco mais

consistentes para o melanoma.

A maior dessas meta-analises foi conduzida por Gandini e colegas e
examinou 47 bancos de dados, totalizando 10.499 casos e 14.256 controles
(25). Destes, 27 bancos de dados estimaram risco para nevo displasico.
Nesses 27 bancos de dados, a avaliagdo dos nevos displasicos foi realizada
clinicamente. Em todos esses estudos, os nevos displasicos foram
considerados fator de risco para melanoma. Treze estudos apresentaram
dados dicotdbmicos. Entre esses, nevos displasicos conferiram um risco 10
vezes maior de melanoma (RR=10.1, 95% IC 5.0-20.3). Em 15 estudos com
dados continuos, o risco relativo variou de 1.6 (95% IC 1.4-1.8) para individuos
com um nevo displasico a 10.5 (95% IC 5.1-21.8) para individuos com 5 ou
mais nevos displasicos. Quando levados em consideragdao estudos de caso-
controle para 5 nevos displasicos , o risco relativo foi de 6.4 (95% IC 3.8-10.3).
Apesar de todas as variagdes de delineamento dos estudos, o nevo displasico

mostrou-se um inegavel fator de risco para melanoma.

O numero de nevos comuns e displasicos € fator de risco independente
para o desenvolvimento de melanoma. Se uma pessoa tem 100 a 115 nevus, o
risco de desenvolver melanoma € 7 a 12 vezes maior que um individuo com no

maximo 10 a 15 nevos comuns. O risco de desenvolver melanoma em um
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individuo com 5 nevos displasicos € 6 vezes maior que o de um individuo sem

lesbes displasicas (26).

1.1.3 Etiologia do nevo displasico

A etiologia do nevo displasico ndo é totalmente esclarecida.
Aparentemente resulta de uma combinagdo de fatores genéticos, do

hospedeiro e de fatores ambientais.

O componente genético inclui alguns loci como IRF4 IRF4 (cromossomo
6p25-p23), MTAP (9p21), e PLA2G6 (22q13) (28,29-32).

1.1.4 Caracteristicas epidemiolégicas

Nevos displasicos sdo mais prevalentes entre jovens, de idade menor
que 30 anos e em geral tendem a surgir na puberdade. Alguns nevos

displasicos podem surgir apés os 30 anos, entretanto isto ndo € o habitual.

Podem estar presentes em pacientes com multiplos nevos melanociticos
(Sindrome do Nevo Displasico) ou isolados e em poucas quantidades em um

contexto ndo familiar.

Tem predilecdo por areas expostas ao sol, especialmente, o tronco.
Mas também ocorrem em areas nao expostas ou duplamente cobertas como

escalpo e nadegas.

Nevos displasicos sdo lesdes dinamicas que podem se tornar mais ou

menos atipicas, mas a maioria regride ou mantém-se estavel.

A predilegcdo de nevos displasicos por areas fotoexpostas, além de
associagdo com queimaduras solares na infancia e/ou adolescéncia e sua
ocorréncia em fototipos de peles sensiveis, sugere que esteja associado a

exposicao solar intensa e aguda.
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A incidéncia de nevos displasicos na populagdo geral, baseado no
encontrado na literatura médica, varia de 1,5 a 18%. A frequéncia de nevos
displasicos em pacientes com melanoma varia de 34% a 59% (6,33).

Muitas familias sdo afetadas por uma heranca autossOmica dominante
familial que caracteriza a Sindrome do Nevo Displasico/Melanoma Familiar.
Essa sindrome €& definida por: ocorréncia de melanoma em pelo menos um
parente de primeiro ou segundo grau; presenca de mais de 50 nevos; presenga
de atipias clinicas e caracteristicas histolégicas especificas. Individuos com
esta sindrome tem probabilidade 150 vezes maior de desenvolver melanoma

comparado a populagao geral (6,34).

1.1.5 Caracteristica Clinicas

A falta de consenso no diagndstico clinico de nevos displasicos faz com
que existam diferentes definigdes clinicas. Uma delas é baseada na presenca
de pelo menos trés das cinco caracteristicas que seguem: 1.didmetro maior
que 5mm; 2.limites mal definidos; 3.margens irregulares; 4.multiplas cores;

5.presenga de componentes macular e papular (36).

A regra ABCD(E) também ¢ util no diagnostico de nevos displasicos. A
leséo é considerada displasica quando: assimétrica (A), bordos irregulares (B),
cores variadas (C), didmetro maior que 5 mm (D), elevagdo acima da superficie
(E) (36).

Os nevos displasicos podem estar presentes em qualquer regidao do
corpo, incluindo areas duplamente cobertas como, por exemplo, mamas,

gluteos e escalpo. Localizam-se mais comumente no tronco supero-posterior.

A classica Sindrome do Nevo Displasico foi descrita por Clark et al. e
caracteriza-se pela triade: presenca de 100 ou mais nevos, com pelo menos
um nevo com didmetro maior que 8mm e um nevo com caracteristica clinica de

displasia, em pacientes com histéria familiar de melanoma cuténeo (10).
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De acordo com Kopf et al., a Sindrome do Nevo Displasico pode ser
classificada em 5 tipos, especificados a seguir. Tipo A: Nevo displasico
esporadico sem melanoma; Tipo B: Nevo familiar displasico sem melanoma;
Tipo C: Nevo displasico esporadico com melanoma; Tipo D1: Nevo displasico
familiar com uma pessoa na familia com melanoma; Tipo D2: nevo displasico
familial com dois ou mais membros da familia com melanoma. Como se pode

ver, a definicdo dessa Sindrome também é controversa (36, 38).

Uma das definigdes mais utilizadas atualmente foi a sugerida pelo NIH
em 1992, que é incidéncia de melanoma em pelo menos um parente de
primeiro ou segundo grau, mais de 50 nevos, sendo algum destes displasico

com caracterizagao histolégica (35,37).

1.1.6 Critérios Dermatoscoépicos

A definicao de critérios dermatoscépicos para estabelecer o diagndstico

de nevo displasico com acuracia razoavel € também um desafio.

Em 1993, Pehamberger et al. propés um modelo de diagndstico para
lesdes melanociticas denominado Padrao de Analise. Tal modelo apresentou

acuracia diagnostica de 76% comparado aos 59% no exame a olho nu.

Esse modelo utiliza as caracteristicas dermatoscépicas mais comumente
encontradas em nevos displasicos em comparagdo com aquelas encontradas

no melanoma.

Nevos displasicos sé&o caracterizados por: Presenga de rede irregular de
pigmentacao, discretamente ou focalmente mais pronunciada, terminando
abrupta ou gradualmente; Pigmentacédo irregular e difusa, podendo ser
bastante heterogénea no centro; Areas de despigmentagdo normalmente
irregulares e periféricas; Globulos marrons de tamanho, formato e distribuigéo
variada; Pontos pretos que costumam ser raros e regularmente distribuidos;
estrias radiadas (40, 41, 42).
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Os critérios maiores para diferenciar nevo displasico do comum sao a

pigmentac&o e os glébulos marrons.

Em nevos displasicos a pigmentagdo € habitualmente irregular,
focalmente proeminente e termina abruptamente na periferia em algumas

areas.

Ja nos nevos comuns, a rede pigmentar é regular e vai atenuando até a
periferia da lesdo. Em relagao aos gldbulos marrons, nos nevos displasicos
eles tém tamanho, forma e distribuicdo variados; nos nevos comuns eles sao

regulares em tamanho e forma, com distribuicao central (40, 41).

Anessi et. al. montou um modelo de dermatoscopia com cinco variaveis:
areas de hipopigmentagéo periférica marrom clara; padrédo de regressao com
pigmentacdo distribuida irregularmente; glébulos marrons de forma e
distribuicdo irregular; e pigmentacdo terminando abruptamente na periferia. A
presenga dessas caracteristicas sugere o diagndstico de melanoma. Lesbes
com areas de hipopigmentagdo marrom claro tém 30 vezes maior probabilidade

de serem melanomas que lesGes sem essas caracteristicas (43).

Em 2001, Hofmann-Wellenhof et al. conduziram um estudo para
determinar critérios dermatoscopicos que pudessem facilitar o diagnéstico de
melanomas e nevos displasicos. Foram selecionadas 800 lesdes com
diagndstico clinico de nevo displasico e divididas em 4 grupos: Nevo displasico
com hipopigmentagéo central; nevo displasico com hiperpigmentagéo central;
nevo displasico com hipo e hiperpigmentagcdo multifocais; nevo displasico com
pigmentacao excéntrica (38-39).

Fikrle e Pzinger conduziram um estudo no qual a classificagcdo de
Hofmann-Wellenhof classification foi ampliada para 180 lesbées melanociticas
entre elas nevos comuns, nevos atipicos, melanomas in situ, e melanomas
invasivos de pouca espessura, todos com confirmagao histolégica. Entretanto,
distingdo significativa entre nevos displasicos e melanoma precoce nao foi

possivel com esse método (43).
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Os autores concluiram que o exame clinico e dermatoscopia levaram a
um aumento no grau de confiabilidade diagndstica além de acrescentar na

tomada de decisbes para casos dificeis.

1.1.7 Histopatologia

O diagndstico histopatolégico de nevos displasico é baseado na
identificagdo de anormalidades arquiteturais e citolégicas especificas, nao

havendo critério universalmente aceito.

De acordo com Clark e Elder displasia na histologia consiste nas
caracteristicas a seguir: 1. Hiperplasia lentiginosa dos melandcitos:
caracterizada pela confluéncia de melandcitos na membrana basal, células
melanociticas se estendendo além das papilas dérmicas e extensao periférica
do componente juncional além do componente dérmico. 2. Displasia epitelidide
melanocitica: células melanociticas grandes com grande quantidade de
citoplasma e distribuicdo da pigmentacdo dando aspecto leitoso. 3. Fibrose
lamelar: fibroblastos alongados e separados por matriz extracelular densa ou
fibrose eosindfila densa. 4. Infiltrado linfocitico perivascular na derme papilar
(7,10).

A degeneracdo de nevos melanociticos contribui para o aspecto
citolégico de displasia e confunde o diagndstico. Entretanto a presenga de

displasia severa pode levar ao diagndéstico de melanoma in situ.

Mih e Barnhill desenvolveram uma gradagdo em seis diagndsticos
diversos com base na histologia: 1. Nevo melanocitico comum. 2. Nevo
melanocitico com caracteristicas de nevo displasico. 3. Nevo displasico com
atipia celular minima. 4. Nevo displasico com atipia celular moderada. 5. Nevo

displasico com atipia celular severa. 6. Melanoma primario.

Neste estudo, os diagndsticos foram concordantes em patologistas experientes
em 35 a 58%, enquanto que nos patologistas menos treinados variou de 16% a
65% (17).
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No estudo de Brochez et al. melanomas in situ ou inicial foram
diagnosticados como nevos displasicos em 12% dos casos. Esse estudo
reforga o fato que a distingdo histoldgica entre nevo displasico e melanoma é
desafiadora e que diagndstico histologico esta longe de ser considerado o

padréo ouro. (45)

A criagao de um modelo diagndstico baseado nos critérios diagndsticos
maiores e menores facilitou o diagndstico histolégico de nevos displasicos; Os
critérios maiores sao: 1. Proliferagdo melanocitica atipica na membrana basal
com extensado para algumas camadas celulares de epiderme. 2. Proliferagao
melanocitica intraepidérmica. Os critérios menores sao: 1. Fibrose eosinofilica
concéntrica envolvendo cumes epidérmicos e fibroplasia lamelar 2.

Neovascularizagdo. 3. Resposta inflamatéria dérmica. 4. Fusao de cristas.

O diagnéstico se estabelece com dois critérios maiores e pelo menos um

critério menor (6).

1.1.8 Correlagao clinico-patolégica

Em relacdo aos nevos displasicos a presenga de caracteristicas clinicas
de atipia ndo necessariamente esta relacionada a presenga de displasia
histolégica. Em um estudo de 101 pacientes com melanoma esporadico, a
lesdo mais clinicamente atipica foi removida. Displasia foi histologicamente
detectada em 7% dos casos em que a lesdo mostrou apenas uma
caracteristica clinica de displasia, 23% dos casos com duas caracteristicas

clinicas de displasia e 62% nos casos com trés caracteristicas (6,29).

O risco associado com multiplos nevos displasicos varia de 4.9 (95% IC
2.5-9.8) a 12 (95% IC 4.4-31), ajustado para os demais fatores de risco. 50%
dos pacientes com mais de 50 nevos pequenos apresentam nevos displasicos,
enquanto menos de 25% dos pacientes com menos de 25 lesbes também

apresentam nevos displasicos. Portanto, assim como numero aumentado de
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nevos melanociticos seja fator de risco, a presenga de nevos displasicos

acrescenta informagao adicional quando ao grau desse risco.

Em um estudo populacional de caucasianos em Utah, Piepkorn et al.
removeu um ou dois nevos displasicos de cada paciente encontrando uma
prevaléncia de 53% de displasia histoldgica. Eles encontraram uma relacao
estatisticamente significativa entre o nimero total de lesbes melanociticas e
displasia histolégica. Isso sugere que displasia melanocitica nao é
randomicamente distribuida, mas sim que algumas pessoas estdo predispostas

ao aparecimento dessas lesoes. (17)

Em uma série de 940 nevos melanociticos benignos, Anessi et. al
classificou 53% como clinicamente benigno e encontrou 78% de displasia
histologica, mostrando discrepancia entre diagndstico clinico e histopatoldgico.
No mesmo estudo, dividiram nevos em dois grupos: Grupo A com nevos com
didmetro entre 3 e 5 mm; e Grupo B com nevos maiores que 5mm.
Comparando os dois grupos, a maior discrepancia clinico-patoldgica foi
observada no grupo das lesdes de menor diametro: Grupo A: 21% de displasia
clinica e 68.3% de displasia histolégica; Grupo B: 67.4% de displasia clinica e
83.2% de displasia histologica. Este estudo estabeleceu a sensibilidade e
especificidade do diagndstico clinico para nevo displasico em 58.4% e 66.6%

respectivamente. (43)

1.1.9 Biologia Molecular

A ocorréncia de nevos displasicos em pessoas com histéria familiar ou
pessoal de melanoma é frequente na Sindrome do Melanoma Familial. Devido
a essa correlagao forte, admite-se que CDKN2A & um gene nevogénico. As
caracteristicas fenotipicas descritas nessa sindrome estado relacionadas a uma
alta contagem de nevos melanociticos comuns e nevos displasicos. Nessa
sindrome, o CDKN2A é o gene mais envolvido. E possivel detectar mutagées
germinativas nos pacientes afetados em uma frequéncia de 20 a 40%,
dependendo do numero de pacientes afetados na familia, a média de idade ao

diagnostico, a ocorréncia de carcinoma pancreatico, tumores do sistema
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nervoso central e melanoma primario multiplo. O gene CDKN2A ¢é considerado

um gene supressor tumoral, agindo em dois pontos do ciclo celular (46-48).

Em um estudo por Leon et al. conduzido no Hospital AC Camargo em
Sao Paulo, com 40 familias uma taxa de mutagao de 25% foi observada e
essas mutagbes foram observadas em frequéncias similares em diferentes
regides do gene. Outro gene de menor importancia envolvendo menos que 1%
das familias afetadas, CDK4, também se associou com a Sindrome de
Melanoma Familial e consequentemente, com a ocorréncia de nevo displasico
(48).

1.1.10 Imunohistoquimica

Para algumas lesdes melanociticas ha limitagdes no diagndstico
histolégico. Nos ultimos anos, a pesquisa clinica apontou novas moléculas
envolvidas na patogénese do melanoma, com utilidade no diagndstico
diferencial de outras lesdes melanociticas. Por exemplo, a galactina-3 foi
localizada em varias lesées melanociticas, em percentual mais expressivo em
lesbes malignas em comparagdo com benignas. Ja a ciclina D1 e p21 foram
encontrados com maior expressividade no nevus de Spitz em comparagao com
lesdes nao Spitzdides. O Ki-67 tem expressividade aumentada em melanomas
nao Spitzoides.

Acredita-se que os marcadores biolégicos podem n&o somente ser uteis
no diagndstico diferencial das lesdes melanociticas como ter importancia como

preditores da evolugao da doenca.

A maioria dos melanomas pode ser facilmente diagnosticada clinica e
histologicamente pela assimetria, bordas mal definidas, ma diferenciagao,
hipercelularidade, atipia citolégica. Também para fins diagndsticos utiliza-se um
pequeno painel de marcadores como S100, gp100/HMB45 e MART-1. Este
painel costuma ser suficiente para diferenciar canceres de pele melanociticos

de ndo-melanociticos.
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Entretanto para lesbes melanociticas limitrofes ha dificuldade

morfoldgica e histolégica para estabelecer diagnostico (55).

Expressédo de genes e perfil protéico das lesdes estdo recebendo mais
atengdo como ferramentas no diagndstico dessas lesdes melanociticas

duvidosas.

O advento da imunohistoquimica revolucionou o diagnéstico
histomorfoldgico. Em lesbes melanociticas muito  semelhantes
morfologicamente, painéis de marcadores que poderiam diferencia-las ainda
nao foram estabelecidos. Estudos tém focado nessas moléculas para

diagndstico diferencial.

De acordo com Kaleem et al., os indices proliferativos de Ki-67 para
distinguir lesdes melanociticas tém utilidade uma vez que, assim como o p53,
estdo praticamente ausentes em em nevos comuns e nevos de Spitz; elevados
nos melanomas de tipo nodular e espalhamento superficial , quase ausentes
em melanomas originarios de nevos compostos (54). Nast et. al. demonstraram
uma expressao nuclear de Ki-67 menor que 5% para lesdes melanociticas

benignas e com maior concentragao proximo a jungao dermoepidérmica.

1.1.11 Conduta

Uma vez que o diagndstico precoce de melanoma € essencial para
aumento da sobrevida, é apropriado rastrear e manejar individuos com risco
aumentado pra melanoma. A presenga de nevos displasicos pode ser usada
para identificar clinicamente individuos com risco aumentado para desenvolver

melanoma.

De acordo com as evidéncias disponiveis, o diagndstico clinico de nevo
displasico ndo requer confirmagdo histolégica. Apesar de associagdo
reconhecida entre nevo displasico e risco de melanoma, a maioria dos nevos

displasicos ndo evoluem para melanoma. Excisao profilatica desses nevos néo
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parece conter adequada relagao de custo-efetividade e pode gerar uma falsa

sensagao de segurancga ao paciente, uma vez que o risco continua.

Alguns médicos indicam excisar nevos displasicos pela dificuldade de

monitorizagdo, mas nao ha dados publicados justificando essa conduta.

Recomendagbes sobre como proceder com o paciente com nevo
displasico foram publicadas pelo Grupo de Trabalho em Melanoma da Holanda
e sao bastante utilizadas: 1. Historia pessoal detalhada (informagbes sobre
lesdes cutaneas e/ou melanomas prévios) 2. Historia familiar de melanoma ou
nevo displasico. 3. Exame clinico completo da pele incluindo areas duplamente
cobertas e escalpo. 4. Dermatoscopia de todas as lesbes melanociticas. 5.

Recomendagdes para os pacientes sobre a exposi¢éo solar (26).

Pacientes com multiplos nevos displasicos estdo sob risco aumentado
de melanoma ocular, portanto pacientes com Sindrome do Nevo Displasico

devem ser submetidos anualmente a um exame ocular (6,48).

Dada a dificuldade de diagnosticar clinicamente nevos displasicos, nao é
simples determinar quando a contagem de nevos displasicos podera ser util
como marcador de risco. Poucos estudos realizaram a contagem total de nevos
displasicos e nao displasicos. Tucker et al. demonstrou um risco de 4.6 (IC
95% 2.2-9.6) para melanoma com numero de nevos pequenos >ou= a 50 ou
grandes >ou= a 5, sem a presenga de nevos displasicos, com ajuste para a
idade (40).

Pacientes com nevos displasicos devem ser orientados a realizar
revisdes rotineiras com dermatologista, autoexame periddico da pele e medidas
de fotoprotecédo (7,43). Caso as lesdes se mantenham estaveis o exame
clinico pode ser espacgado. Qualquer lesdo que se modifique e levante suspeita

para malignidade devera ser removida por biopsia excisional (49, 53).

Uma vez identificado um nevo displasico deve ser realizada fotografia de
toda a superficie corporal. A maioria deles involui ao longo do tempo (51). A

dermatoscopia realizada por profissional experiente com a técnica é uma
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ferramenta auxiliar importante para reduzir o numero de lesdes benignas

removidas desnecessariamente (51-53).

Remocéao profilatica de nevos sem mudanca de aspecto nido esta
aconselhada uma vez que a maioria dos melanomas origina-se de nevos

recentes ou de novo (50).

Nevos displasicos sao descritos como sendo intermediarios
histologicamente e biologicamente entre nevos melanociticos comuns e
melanoma. Por mais que os nevos displasicos possam ser precursores do
melanoma, sua relagao principal com o melanoma reside no fato de sinalizarem

risco aumentado no surgimento de melanoma (7).

Na avaliagdo de pacientes com nevos displasicos também se
recomenda prestar especial atengao a histéria familiar de melanoma. Quando
ha evidéncia de dois ou mais casos da doenga em parentes de primeiro ou

segundo grau, a realizagao do teste genético do CDKN2K esta indicada (6).

Embora se tenha inicialmente pensado que melanoma familial e nevos
displasicos fossem originados de alteragdes de um mesmo gene, estudos
subsequentes mostraram que a genética é mais complexa e as causas néo sao
as mesmas. De qualquer forma os fatores de risco, independente das causas
geneéticas, para ambas as entidades, sdo semelhantes.

1.2 Ki-67

O Ki-67 € um anticorpo que se liga a um antigeno do nucleo celular,
sendo expresso em todas as fases do ciclo celular, exceto em GO (56). O Ki-67
€ uma imunoglobulina de camundongo produzida em uma reagdo contra uma
fracdo nuclear da linhagem celular L428 da doenca de Hodgkin (57). Sasaki et

al. (1987) relataram que a expressdao aumenta com a progressao do ciclo
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celular, alcangando um pico nas fases G2 e tanto em linhagem de células

normais como neoplasicas (9).

O Ki-67 apresenta uma vida média menor que uma hora e sua natureza

e peso molecular sdo ainda controversos (58).

Alguns fatores podem prejudicar a efetividade do Ki-67 como indicador
progndstico, como por exemplo: a) a expressdo do Ki-67 parece ser
influenciada pelo suprimento nutricional, portanto uma amostra retirada préxima
a area central da neoplasia poderia fornecer um valor inferior ao real, para o
fator de crescimento b) a maior parte das neoplasias apresenta linhagens de

células heterogéneas e com diferentes taxas de proliferagao.

Nestas circunsténcias, o indice do Ki-67 nado refletiia a taxa
predominante de proliferagdo da neoplasia. A taxa de proliferagdo compreende
a fracao de crescimento e o tempo necessario para que a célula complete seu
ciclo. Se considerarmos uma neoplasia com a maioria das células em ciclo, e
na qual o tempo gasto para completa-lo seja muito longo, esta teria grande
positividade para o Ki-67 mesmo com a taxa proliferativa ndo muito alta.
Portanto, a expressao do Ki-67 fornece a informagao de a célula estar ou nao
em ciclo, mas n&o a duragdo deste. E possivel que um grande nimero de
células positivas em uma dada neoplasia ndo indiqgue uma alta atividade

proliferativa, e sim um maior tempo de permanéncia no ciclo (54).

Também é possivel que determinada leséo apresente uma alta taxa de
proliferacdo e um baixo percentual de células positivas. Ndo conhecendo o
exato momento do ciclo celular ndo é possivel determinar se o elevado nimero
de células Ki 67 positivas em uma neoplasia é fruto do alto turnover ou se
indica uma grande propor¢cao de células dividindo-se em prolongado ciclo
celular (57).

O uso do Ki-67 possuia a limitagdo de poder ser usado apenas em
tecidos frescos, mas, atualmente novos anticorpos que reconhecem esse
antigeno em espécimes fixados em formol e processados. Portanto o marcador

vem sendo empregado em grande numero de estudos (56). O Ki-67 é bastante
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utilizado como marcador de proliferacdo celular, também por nado ser tao

alterado devido a influéncias de fatores internos e externos.
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2. Objetivo

Devido a importancia do reconhecimento da leséo displasica como fator
de risco para desenvolvimento de melanoma cutaneo e pela necessidade de
minimizar falsos negativos no diagndstico de nevos displasicos, esse estudo
tem por objetivo estudar o papel da contagem de células névicas coradas pelo
marcador biolégico Ki-67 como uma ferramenta utii e menos sujeita a

subjetividade diagndstica.



XXVI

3. Artigo cientifico redijido em inglés
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ABSTRACT

The importance of dysplastic nevus lies in the fact that it can indicate an
increased risk of melanoma and, although less frequently, it can also be a
precursor of this malignancy. Ki-67 is a biomarker present in cell division. This
study aims to analyze the percentage of Ki-67 stained nevus cells in common
and dysplastic melanocytic nevi and observe the occurrence of statistically
significant difference between these results. 50 slides of dysplastic nevi and 52
slides of common melanocytic nevi stained by Ki-67 were analyzed in the
present study. A median percent value of 11.35 (lIQ: 6.73-15.17) and 1.5 (lIQ:
0.6-3.4) of Ki-67 marked nevus cells was found in both dysplastic and common
nevus groups respectively (p<0,05). It can be inferred from the results that Ki-67
is a useful tool when the diagnosis of dysplastic melanocytic lesions is doubtful.
Studies with larger sample size may help to confirm with more ceirtainty the

findings of this study.

Introduction:

The importance of dysplastic nevus lies in the fact that it can indicate an
increased risk of melanoma and, although less frequently, it can also be a
precursor of this malignancy.

There are different definitions regarding dysplastic nevus due to the lack of
consensus. One is based on the presence of at least three of the five following
features: size greater than 5 mm diameter; ill-defined borders; irregular margin;

varying shades of color; papular and macular components. (36).
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In a series of 940 benign melanocytic nevi, Annessi et al. classified 53% of
them as clinically benign and found 78% histological atypicality, showing
discrepancy between clinical and histopathological diagnosis. (43)

Ki-67 is a biomarker which is present in cell division. It is not often mentioned in
dysplastic nevus propaedeutics and could have a more important role in
melanocytic lesions to differentiate between common and atypical melanocytic
nevi.

Since it is an objective parameter, it would be less liable to individual variation
and, as it is quantifiable, it could provide stratified information of magnitude.

The present study aims to analyze the percentage of Ki-67 marked nevus cells
in common and dysplastic melanocytic nevi and observe the occurrence of
statistically significant difference between these results.

If the difference is significant, this count as an additional diagnostic tool in the

investigation of adjacent melanocytic lesions may be used.

Materials and Methods:

Anatomopathological reports were randomic selected containing diagnosis of
dysplastic nevi and melanocytic nevi at the Pathology Laboratory of Santa Casa
da Misericordia in the city of Porto Alegre, Brazil, from 2012 to 2015, without
any distinction for gender, age or personal/familial history of cutaneous
melanoma. The study received the Ethics Committee approval.

Afterwards, paraffin blocks were separated and sent to make stained slides with
Ki-67 biomarker.

Cell count was performed by optical microscopy. Each slide was analyzed first

at 10x and after at 40x magnification.
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Initially the distribution pattern of results was analyzed. As abnormal distribution
occurred, median and interquartile ranges were used. Data analysis was
performed using Mann-Whitney test.

Results:

Group 1 (dysplastic lesions) found a median percent value of 11.35 (lIQ: 6.73-
15.17) of Ki-67 marked nevus cells. While group 2 (common melanocytic
lesions) presented a percentage of 1.5 (I1Q 0.6-3.4 in) of Ki-67 stained nevus
cells (Table 1 and Histogram 1).

The null hypothesis was rejected at a level of significance less than 5% (P
<0.001). Statistical power analysis of 71% was calculated using GPower 2012

software.

Discussion:

Some possible confounding factors should be taken into account in this study.
Ki-67 is present throughout the cell division cycle, so if the division occurs
slowly and not necessarily in large proportions, it will be increased. Such
differentiation may not be performed.

Another important issue is the fact that the basal cells are also dividing and are
marked by Ki-67. It is important that the optical microscopy is carried out
carefully so as not to count any other cells but the nevus ones.

Also as a limitation of this study is the fact that each lesion was analyzed in its
entirety, i.e., larger lesions containing more cells have greater representation in
both groups. It is questionable whether the same number of nevus cells should

be examined on each slide to present a more homogeneous sample.
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More studies are needed to establish a cutoff percentage of Ki-67 marked cells
for dysplastic and common lesions as well as stratification into junctional,
intradermal and compound subtypes within the common lesions.

To improve the power analysis of this study, it is necessary to increase N and

have the required sample size for 80% power.

Conclusion:
It can be inferred from the results that Ki-67 is a useful tool when the diagnosis

of dysplastic melanocytic lesions is doubtful.

Table 1: Descriptives characteristics of groups 1 and 2

Percentage of Ki-67 marked nevus cells
Group I Median 11,35%
Dysplastic Lesions Variance 0,7%
Std. Deviation 8,38%

Grupo 11 Median 1,5%
Commom Melanocytic Lesions Variance 0,1%
Std. Deviation 3,07%
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Histogram 1: distribution of groups 1 and 2 in median and interquartile

interval.
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4. Consideracoes Finais

Acreditamos ter, com este trabalho, contribuido para a expanséo das
ferramentas do arsenal diagndéstico das lesbes displasicas ou ainda introduzido
0 uso de maior objetividade na distingdo destas lesbes das demais lesdes
melanociticas.

Esperamos desta forma, reduzir os diagndsticos falsos negativos para
nevus displasicos e qui¢ca no futuro aprofundar e extrapolar esses achados
para estratificagdes de risco ou outras classificacbes assemelhadas.

Para tanto, far-se-do necessarios estudos maiores consolidando os
achados deste e servindo de base para expansao de novos bragos de pesquisa
tendo como partida e premissa os resultados aqui levantados e futuramente

reiterados.
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CAAE: 38248314.5.0000.5335
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.293.351

Apresentacgao do Projeto:

O Ki-67 é um marcador imuno-histoquimico de proliferagdo celular com expressao em todas as fases do
ciclo celular, fortemente associado a

proliferacao de células humanas e tem sido apontado como importante preditor de comportamento bioldgico
em tumores n&o sé malignos, como

também benignos. Sera realizada a imunohistoquimica com o marcador ki 67 de 50 laminas de nevos
diagnosticados como displasicos e 50 Iaminas

de nevos diagnosticados como melanociticos simples. Em cada lamina se definird o percentual de
expressédo do marcador Ki-67. Posteriormente se

verificara se ha relagao entre a expressao do Ki-67 com o diagndstico de nevo displasico.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Verificar uma maior expressividade do Ki-67 em lesdes cutédneas previamente diagnosticadas como nevo
displasico

Objetivo Secundario:

Estabelecer um percentual de expresséo do Ki 67 a partir do qual um nevo possa ser classificado como
displasico
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Apresentados e adequados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Mediante a carta resposta anexada e documentos, devido ter sido feito a tentativa de contato, faz-se
necessario a dispensa de TCLE neste caso, mantendo o compromisso de sigilo dos dados coletados da
pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Apresentados e aceitos, conforme justificativas.

Recomendacoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Resposta aceita.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Apés reavaliagdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou ébices quanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituigdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

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 (copia da publicagéo).

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 aprovagdo do protocolo pelo Comité de Etica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Outros CRONOGRAMA 3.pdf 16/06/2015 Aceito
16:15:21

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 15/06/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 371582.pdf 17:42:21

Outros resposta ao parecer 2.docx 15/06/2015 Aceito
17:38:19

Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 15/06/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 371582.pdf 17:23:45

Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/05/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 371582.pdf 09:55:09

Declaracao de foto (8).jpg 12/05/2015 Aceito

Pesquisadores 09:54:38

Declaragao de foto (7).jpg 12/05/2015 Aceito

Pesquisadores 09:53:51

Outros parecer.jpg 16/04/2015 Aceito
10:47:21

Outros parecer.jpg 16/04/2015 Aceito
10:45:52

Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 13/01/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 371582.pdf 14:39:09

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 05/11/2014 Aceito

do Projeto ROJETO 371582.pdf 14:19:35

Outros Ficha de Inscricdo.JPG 05/11/2014 Aceito
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Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/09/2014 Aceito

do Projeto ROJETO 371582.pdf 17:00:17
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Brochura 16:59:51
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