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RESUMO

Zuhiga Castillo, MA. Expressdo do antigeno leucocitario humano G, interleucina 10 e
macrofagos M2 no melanoma lentiginoso acral. [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

INTRODUCAO: O melanoma lentiginoso acral (MLA) ¢ um subtipo pouco frequente
do melanoma cutaneo que geralmente apresenta evolugdo desfavoravel e agressiva. Os
mecanismos patogenéticos relacionados a essa evolugdo clinica ndo s3o totalmente
conhecidos. Atualmente, estudos da literatura enfocam os mecanismos de evasado
imunolégica relacionados ao microambiente do melanoma, uma vez que os mesmos
podem inibir a resposta imune antitumoral permitindo a progressdo da doenga. A
expressao do Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) e da Interleucina 10 (IL-10) e
os macrofagos M2 (MM2) do microambiente tumoral sdo estratégias de evasdo imune
desenvolvidas por algumas neoplasias. Esses fatores, entretanto, ndo tém sido estudados
especificamente no MLA. OBJETIVOS: Com o propoésito de verificar se a expressao
tumoral do HLA-G, IL-10 e a populagdo de MM2 no microambiente tumoral estdo
relacionados com as caracteristicas histopatologicas preditivas de pior comportamento
bioldgico do melanoma e o evento de metdstase, fez-se a comparacdo desses
marcadores ¢ de MM2 entre grupos de MLA e de melanoma extensivo superficial
(MES). METODOS: A casuistica estudada compreendeu 67 espécimes de MLAs ¢ 67
de MESs. Os tumores foram classificados de acordo com sua espessura, ulceracao,
presenga de mitoses e associagdo com metastases. Fez-se a demonstracdo da expressao
do HLA-G, IL-10 e de MM2 (CD163+ e CD206+) por técnica de imuno-histoquimica.

A expressdo (fracdo de area tumoral imunomarcada) do HLA-G e IL-10, assim como o



XViii

niamero de MM2 por unidade de area do microambiente intra e peritumoral foram
comparados entre os grupos de tumores classificados como acima mencionado,
utilizando-se os testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon. Verificou-se a correlacao entre os
marcadores HLA-G e IL-10 e entre CD163 e CD206 pelo teste de correlagdo de
Pearson. Fez-se um modelo de regressdo logistica binaria no qual foram incluidas
incialmente todas as variaveis do estudo e sua interagdo com o evento presenca de
metastase. RESULTADOS: A expressao do HLA-G e IL-10 tumoral, assim como o
numero de MM2 da regido intra e peritumoral dos espécimes de MLA foi maior que nos
de MES (p<0,05). Houve correlagdo positiva entre a expressdo do HLA-G e IL-10,
assim como entre o numero de MM2 marcados por CD163 ¢ CD206. No modelo de
regressdo logistica binaria, a varidvel nimero de macrofagos imunomarcados pelo
anticorpo CD206 da regido intratumoral mostrou-se significativa e relacionada com o
evento metastase. CONCLUSOES: As moléculas imunorreguladoras HLA-G e IL-10
expressas pelas células neoplasicas, assim como o numero elevado de MM2 do
microambiente tumoral devem ser considerados fatores envolvidos no comportamento

bioldgico mais agressivo do MLA.

Descritores: 1. Melanoma 2. Evasdo tumoral 3. Antigenos HLA-G 4. Interleucina-10

5. Macrofagos 6. Imuno-histoquimica.



Xix

ABSTRACT




XX

ABSTRACT

Zuhiga Castillo, MA. Expression of human leukocyte antigen-G, Interleukin-10 and
M2-macrophages in acral lentiginous melanoma. [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2017.

BACKGROUND: Acral lentiginous melanoma (ALM) is an uncommon cutaneous
tumor that usually has an aggressive behavior and results in an unfavorable prognosis.
The pathogenic mechanism related to the clinical evolution remains unknown.
Currently, evasion mechanisms related to the melanoma microenvironment, which can
inhibit the anti-tumor immune response allowing disease progression, are the focus of
numerous studies. The expression of human leukocyte antigen-G (HLA-G), Interleukin-
10 (IL-10) and M2-Macrophages (MM2) at the tumor site represents one of these
immunosuppressive strategies developed for some neoplasms. However, those factors
have not been studied specifically in ALM. OBJECTIVES: In order to verify if HLA-
G and IL-10 tumoral expression as well as MM2 population in the melanoma
microenvironment are related to the histopathological features predictive of unfavorable
prognosis in melanoma and metastasis, we compared those markers and cells between
ALM and superficial spreading melanoma (SSM) groups. METHODS: We analyzed
67 ALM and 67 SSM cases. The tumors were classified in groups according thickness,
ulceration, mitosis and metastasis. HLA-G, IL-10 and MM2 (CD163+ and CD206+)
expression were evaluated using immunohistochemistry. The expression (tumoral
positive area fraction) of HLA-G and IL-10, as well as the number of MM2 in the
intratumoral and peritumoral area was compared between the groups of melanomas

using Kruskal-Wallis and Wilcoxon’s tests. The Pearson’s test was used to establish the
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correlation between HLA-G and IL-10, as well as between CD163 and CD206. Also, a
binary logistic regression model was used to analyze all variables in relation to
metastasis. RESULTS: HLA-G and IL-10 tumoral expression as well as the number of
MM2 in the intratumoral and peritumoral area was increased in ALM compared with
SSM (p<0.05). There was positive correlation between HLA-G and IL-10 tumoral
expression, as well as between the number of MM2 marked by CD163 and CD206. In
the binary logistic regression model, the MM2 CD206+ of the intratumoral area was
significantly associated with metastasis. CONCLUSIONS: The HLA-G and IL-10
melanoma expression likewise the high number of MM2 in the tumoral
microenvironment must be considered as features associated with the increased

aggressiveness of the ALM.

Descriptors: 1. Melanoma 2. Tumor Escape 3. HLA-G Antigens 4. Interleukin-10

5. Macrophages 6. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os melanomas cutaneos representam aproximadamente 78% de todas as mortes
por cancer de pele (1). Nos Estados Unidos da América (EUA) a sua incidéncia tem
aumentado aproximadamente 3% ao ano nas ultimas décadas (2), ocupando o 6° ¢ o 7°
lugar entre os canceres mais comumente diagnosticados em homens e mulheres
respectivamente (1, 3).

O melanoma lentiginoso acral (MLA) é um tumor cutidneo raro (4, 5), sua
incidéncia nos EUA ¢ 1,8 casos por milhdo de habitantes por ano (6), sendo o menos
comum dos quatro subtipos principais de melanoma na populacdo caucasiana, a qual
apresenta uma maior incidéncia de melanoma (1, 7-9). Nestes pacientes o MLA
representa 4%-10% de todos os diagnosticos de melanoma (9). Por outro lado, o MLA ¢
o subtipo de melanoma mais comum em individuos de pele mais escura ou amarela
(asiaticos, do Oriente Médio, hispano-americanos e africanos), os quais t€m uma menor
incidéncia de melanoma (1, 5, 9, 10). Nesta populacio o0 MLA representa 58% a 70%
dos casos de melanoma (5, 10, 11).

Os fatores de risco e patogénese do MLA ainda sdo desconhecidos (12). E
sugerido, na literatura, que o trauma intenso e cronico na pele dos sitios acrais poderia
ser um fator predisponente (4, 5, 9). Os pacientes com MLA geralmente t€ém um
progndstico ruim, em parte porque estes procuram atendimento médico com a doenga
em uma fase mais avangada e muitas vezes j& com metastases regionais (1, 5, 7, 12-
14). Também hé vérias razdes que poderiam explicar este fenomeno, incluindo o
comportamento biologico agressivo inerente do MLA ligado a predisposi¢do genética,
a dificuldade na identificacdo e diagndstico precoce de lesdes acrais, as quais sdo areas

tipicamente cobertas, bem como o estado geral de saude desses pacientes, que sdo



geralmente pessoas mais idosas do que outros pacientes com melanoma (7, 9, 14). No
entanto, ainda sdo desconhecidos os fatores patogénicos que explicam a agressividade
caracteristica deste tumor.

Atualmente, os mecanismos de evasdo do melanoma que podem inibir a
resposta imune antitumoral, permitindo a progressdo da doenca, sdo o foco de muitos
estudos (15). A expressdo no microambiente tumoral do Antigeno Leucocitario
Humano G (HLA-G), da Interleucina 10 (IL-10) e da populacdo de macréfagos M2
(MM2) sdo estratégias de evasdo imune desenvolvidas por alguns tumores, as quais
ndo tém sido estudadas especificamente em casuistica representativa ou grande de

MLA.

Considerando o acima exposto, nos propusemos 0s objetivos a seguir.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Comparar a expressao do HLA-G, IL-10 e da populacdo de MM2 de um grupo
de MLA com um grupo de melanoma extensivo superficial (MES), a fim de verificar se
esses fatores estdo relacionados com as caracteristicas histopatoldgicas relacionadas ao

pior comportamento bioldgico do melanoma e a associagdo com metastase.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a expressdo do HLA-G e IL-10 pelas células tumorais do MLA de
acordo com a espessura (in situ; <1,0 mm e >1,0 mm) dos tumores, presen¢a ou

N . ~ . 2 .~ ,
auséncia de ulceracdo, mitoses/mm” e associagdo com metastase.

- Comparar a expressao do HLA-G e IL-10 pelas células tumorais do MLA
com a de grupo pareado de MES, de acordo com as caracteristicas histopatologicas

relacionadas ao prognostico e associacao com metastases.

- Avaliar o nimero de MM2 na regido intratumoral e peritumoral da resposta

tecidual do MLA, de acordo com a espessura (in sifu; <1,0 mm e >1,0 mm) dos
A . ~ . 2 .

tumores, presenca ou auséncia de ulceragdo, mitoses/mm~ e associagdo com

metastases.



- Comparar o nimero de MM2 na regido intratumoral e peritumoral da resposta
tecidual do MLA com a de grupo pareado de MES, de acordo com as caracteristicas

histopatologicas relacionadas ao progndstico e associagdo com metastases.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Melanoma lentiginoso acral

O MLA foi descrito pela primeira vez por Reed em 1976 (16). E um subtipo de
melanoma localizado nas palmas, plantas, regido subungual e pele glabra do dorso de
maos e pés. Exibe uma fase de crescimento radial lentiginosa durante meses ou anos
até desenvolver uma etapa invasiva (17, 18). Os melanocitos atipicos tumorais
intraepidérmicos comumente apresentam morfologia dendritica, mas podem também
ser epiteloides. Os melandcitos neoplasicos proliferam como células individuais ou
formando ninhos, os quais podem exibir ascensdo pagetoide e se estender aos anexos
por contiguidade. Ao invadir a derme formam ninhos ou corddes, mantendo a sua
mesma morfologia ou ocasionalmente adquirem aspecto fusiforme associado a
estroma desmoplasico (8, 19).

Posteriormente  foram também incluidos como MLAs as lesdes
histolégicamente caracteristicas (uma vez que todos os tipos de melanoma podem se
apresentar em regides acrais), localizadas desde o punho ou tornozelo incluindo todas
as regioes do aparato ungueal (5, 14, 17, 20).

Portanto, para o correto diagnostico a lesdo deve apresentar duas carateristicas
essenciais: estar localizada nas regides acrais acima descritas e apresentar proliferacdo
lentiginosa de melandcitos atipicos ao longo da jun¢do dermo-epidérmica, com ou sem

invasao da derme (21).



O MLA apresenta-se frequentemente em individuos idosos, de pele escura ou
amarela, que exibem poucos ou nenhum nevo melanocitico e com uma baixa
frequéncia de queimaduras solares comparado a pacientes com MESs (22).

Do ponto de vista clinico, a lesdo usualmente se apresenta como uma macula
ou papula pigmentada, de bordas irregulares e com discromia. Durante sua evolugdo a
lesdo pode crescer em didmetro e espessura e se transformar em um nodulo exofitico
com areas pigmentadas, com ou sem ulceragdo. As lesdes amelanoticas também sdo
comuns, apresentando-se como maculas, papulas ou nédulos de cor rosea (22). As
lesdes ungueais apresentam-se como estrias pigmentadas, que frequentemente
estendem-se a prega ungueal proximal (sinal de Hutchinson). Os MLAs da regido
ungueal também podem ser amelandticos. As lesdes do aparelho ungueal podem
evoluir com espessamento e ulceracao (10).

Frequentemente o MLA pode ser clinicamente diagnosticado como tUlceras
crOnicas traumadticas que ndo cicatrizam, corpos estranhos, granulomas piogénicos,
verrugas, micoses € hematomas, sendo muitas vezes tratados por anos por um
diagnéstico equivocado até que a lesdo adquire exuberancia clinica que motiva a
realizacdo da biopsia para exame anatomopatologico (19, 22).

Existem evidéncias de que o MLA tem etiologia, patogénese, fatores de risco e
historia natural diferente do MES (2), que ¢ o subtipo de melanoma mais comum na
populacao geral (1). A genética influencia a patogénese e progressao dos diferentes
subtipos de melanoma e em parte, por esta razdo tem se buscado classificar os subtipos
histolégicos de acordo ao seu perfil genético. O MES possui mutagdes de NRAS em
17% dos casos e um grande nimero tem mutacdes de BRAF (50%). Além disso, dos
casos que apresentam mutagdes em BRAF muitos deles também apresentam mutagdes

do PTEN.



10

Os MLAs tém uma frequéncia similar de muta¢des de NRAS semelhante a
descrita para 0 MES (15%). Entretanto, apresentam baixa frequéncia de mutagdes de
BRAF (17%) e raramente tém mutagdes do PTEN. Além disso, o MLA apresenta
comumente mutacdes ativantes ou amplificagdes do KI7 (15 a 40%) (22).

Ciclina D1 ¢ uma proteina envolvida no “checkpoint” de G1/S no ciclo celular
e foi estudada por Sauter ef al. em melanomas acrais (23). Esses autores encontraram
uma superexpressdo do gene da ciclina D1 nos melanomas acrais (44,4%) quando
comparados ao MES (5,6%). O tipo histologico dos melanomas acrais desse estudo
ndo foi especificado (23), ndo obstante, ¢ amplamente conhecido que a imensa maioria
dos melanomas acrais sio MLAs (24). Em outro estudo, Ibrahim et al. encontraram
uma expressao de ciclina D1 em 68% dos melanomas acrais comparado a 33% dos
melanomas nao acrais (25).

Bradford et al., realizaram o maior estudo epidemiologico sobre MLA nos
EUA, com 1.413 casos de MLAs e 88.885 casos de outros subtipos de melanomas
cutaneos (OMC). Esse estudo demonstrou que o MLA tem um pior progndstico ou
menor sobrevida, quando comparado com o grupo controle que englobava todos os
OMC. A taxa de sobrevida global de 5 e 10 anos no grupo de OMC foi de 91,3% e
87,5% respectivamente, enquanto a sobrevida do grupo MLA de 5 e 10 anos foi de
80,3% e 67,5% respectivamente (p<0,05). Os autores desse estudo também
encontraram diferencas estatisticamente significativas na sobrevida de 10 anos dos
OMC com Breslow <1,0 mm e daqueles com espessura de 2,01 a 4,00 mm (95,4% e
62% respectivamente), quando comparada com o grupo MLA (87,8% e 43,5%
respectivamente). Essa diferenga na sobrevida de 10 anos se manteve na comparagao
entre o grupo OMC em estadios II e I1I (78,5% e 56,6% respectivamente) com o grupo

MLA (68,2% e 40,9% respectivamente) (1).
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Outra pesquisa realizada no Japdo evidenciou diferenca estatisticamente
significativa na sobrevida de 10 anos de 385 pacientes com MES (80%) comparado
com a de 841 pacientes com MLA (70,5%) (26). Em estudo de Taiwan verificou-se
que o risco de morte de pacientes com MLA ¢ cerca de 6,7 vezes maior que o de MES
(p<0,05) (11).

O mau progndstico do MLA poderia ser atribuido ao atraso no diagndstico
devido as dificuldades na deteccdo de lesdes em zonas cobertas ou de dificil acesso
para a visualiza¢do. Outros fatores considerados sdo a demora na procura de consulta
por razdes socioecondmicas ou educacionais dos pacientes, por érro diagnostico e
também pelo fato de serem pacientes com baixa frequéncia de nevos atipicos que
motive um seguimento de “screening” por parte de dermatologistas. Todos esses
fatores, poderiam justificar que a confirmagdo diagnostica do MLA ocorra nos seus
estadios avancados, muitas vezes inclusive com metastases (19, 22). Além de todos
esses fatores, a maior incidéncia do MLA em pacientes idosos poderia agregar
comorbidades que podem influenciar o curso prognoéstico dos pacientes (22).

Entretanto, permanece a duvida se o comportamento biolégico ruim do MLA
seria somente devido ao seu diagnoéstico tardio ou se este subtipo clinico-patoldgico de
melanoma apresenta caracteristicas proprias ou relacionadas ao seu microambiente

tumoral que podem estar vinculadas ao seu mau comportamento biologico (1).
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3.2 Fatores progndsticos no melanoma cutineo de acordo com o “American Joint

Committee on Cancer” (AJCC) 8 edi¢ao de 2017 (2).

A procura de diferentes pardmetros histopatologicos e marcadores biologicos,
que possam ser uteis como fatores prognosticos ou de estadiamento no melanoma, tem
sido tema de grande interesse pela comunidade cientifica.

A 8" edicdo do "American Joint Committee on Cancer" (AJCC) de 2017
resume os fatores prognosticos mais importantes para o melanoma cutaneo, os quais
sdo mencionados a seguir.

A espessura (indice de Breslow) dos melanomas invasivos permanece como o
mais importante fator prognostico e de estadiamento no exame anatomopatologico do
melanoma primario. O indice de Breslow correlaciona-se estreitamente com o risco de
metastase (2). Balch et al. demonstraram que dependendo da espessura da lesdo, a
sobrevida de 10 anos de pacientes com melanomas cutaneos é: de 92% nos T1 (<1,00
mm de espessura), 80% nos T2 (1,01 a 2,00 mm de espessura), 63% nos T3 (2,01 a
4,00 mm de espessura) e de 50% nos T4 (>4,00 mm de espessura) (27). O nivel de
invasdo de Clark ¢ também um fator prognostico independente, mas em comparagdo
com o indice de Breslow exibe menor acurdcia e menor correlagdo com sobrevida (2).

A ulceragdo no melanoma estd relacionada com o volume e taxa de
proliferacdo tumoral, uma vez que a epiderme sofre necrose provocada pelo rapido
crescimento do tumor e a consequente interrup¢do do fluxo sanguineo (8). Este
indicador ¢ um importante fator prognostico e tem correlagdo com o risco de metéstase
(2). Além disso, a sobrevida de pacientes com melanomas ulcerados ¢
proporcionalmente mais baixa que a daqueles pacientes com melanomas nao ulcerados

na mesma categoria T de espessura tumoral, sendo semelhante quanto a sobrevida dos
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pacientes com melanomas ndo ulcerados da categoria T seguinte de espessura do
tumor (27). A ulceragdo permanece como um fator prognostico dominante no
estadiamento clinico (¢cTNM) da AJCC 8% nas etapas I ¢ II, ou seja, quando ndo sio
detectadas metastases locorregionais ou a distancia (2).

A atividade mitotica € um potente fator prognostico e preditor de sobrevida
independente no melanoma (2, 27). O indice mitotico foi retirado como critério para o
estadiamento TNM da AJCC 8%, ndo porque tenha deixado de ser um importante fator
progndstico, mas pelo fato que a categoria T1, subestratificada como Tla (espessura
<0,8 mm) e Tlb (espessura entre 0,8 a 1,0 mm), exibiu associagdo mais forte no
modelo preditivo do que o critério de mitose. Entretanto, os autores desse consenso
declaram que provavelmente a mitose serd um importante pardmetro a ser usado no
desenvolvimento de futuros modelos prognosticos. Desse modo, recomendam
continuar informando nos laudos histopatologicos o niimero de mitoses/mm” (2).

A mitose reflete a atividade proliferativa do melanoma (8) e na medida que seu
nimero aumenta, independente da espessura tumoral, diminui progressivamente a
probabilidade de sobrevida. Assim, a sobrevida em 10 anos: com 0 mitose/mm” ¢ de
93,2%, com pelo menos 1 mitose/mm?® é de 84,2% e assim progressivamente até
chegar a >20 mitoses/mm2 com somente 47,6% de sobrevida (28). Mitose ¢
considerada a mais importante preditora independente de sobrevida depois da
espessura do tumor e supera em importancia a presenga de ulceracao (27, 28). Assim,
se o melanoma apresenta qualquer evidéncia de atividade mitoética (ou seja >1 por
mm?), o progndstico do paciente é pior comparado com o de tumor sem mitoses. Por
outro lado, também nos tumores com estadiamento T1, a mitose correlaciona-se com

linfonodo sentinela positivo para metéstase (28).
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Podemos observar do acima exposto que as varidveis espessura, ulceracao e
mitose estdo relacionadas entre si e traduzem a agressividade biologica do melanoma
(8, 28), cuja maxima expressdo ¢ a producao de metastase e, por ultimo, a morte.

O melanoma tem como primeira via de disseminagdo o sistema linfatico, sendo
a invasdo dos vasos linfaticos uma incipiente expressdo desta capacidade, que ¢
considerada um preditor independente de metastase e de mau progndstico (2, 29).

A doenc¢a metastatica locorregional nao nodal ¢ definida como um continuo
entre a microsatelitose (metastase microscopica cutdnea e/ou subcutanea, adjacente ou
em profundidade ao melanoma primario, separada deste por tecido normal), a
satelitose clinica (metastase cutdnea ou subcutdnea clinicamente detectada dentro dos
2 cm adjacentes ao melanoma primario) e a metdstase em transito (metastase cutanea
ou subcutinea clinicamente detectada distando 2 cm do melanoma primério na via de
drenagem do primeiro escaldo linfonodal). A doen¢a metasttica locorregional ndo
nodal ¢ consequéncia da disseminagdo linfatica, ou também possivelmente
angiotropica, sendo as suas trés formas indicadores preditivos semelhantes de mau
progndstico que, categorizam o paciente no cTNM como Nc, ou seja, o paciente inicia
seu estadiamento na etapa III (2).

A doenca metastatica locorregional nodal ¢ caracterizada pelas metastases
clinicamente ocultas (detectadas através do linfonodo sentinela) ou clinicamente
evidentes. Ambas outorgam um mau prognéstico, porém a metastase nodal
clinicamente evidente tem ainda pior prognostico, que se acentua com o do nimero de
linfonodos comprometidos. No linfonodo as células metastaticas do melanoma,
isoladas ou em agrupamentos, habitualmente proliferam na regido subcapsular e, com
o crescimento tumoral, comprometem a regido parenquimatosa ganglionar linfatica. A

metastase pode se estender através da cépsula até o tecido adiposo perinodal, o que
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caracteriza a extensdo extracapsular ou extranodal que sdo parametros progndsticos
adversos. A carga de células tumorais no linfonodo sentinela tem sido objeto de
estudo. A presenca de poucas células metastaticas na regido subcapsular (considerado
metastase nodal) tem probabilidade extremamente baixa de se associar com metéstase
em outros linfonodos quando da linfadenectomia regional. Em contraste, a presenga de
grandes ninhos tumorais que comprometem o parénquima ou ainda mais a regido
extracapsular, tem pior prognostico, com uma probabilidade alta de encontro de outros
linfonodos comprometidos a linfadenectomia regional.

A presenca de linfocitos infiltrando o melanoma cutdneo primario esta
associada com uma menor frequéncia de metastase no linfonodo sentinela, sendo
considerada um fator progndstico favoravel (2).

A invasdo de vasos sanguineos por células do melanoma ¢ um fator de mau
prognoéstico independente e também preditor de metastase (2, 29). A disseminacdo
hematogénica permite a0 melanoma produzir metastase a distancia em varios 6rgaos.
No estadiamento proposto pela 8¢ AJCC consideram-se as localizagdes das metastases
numa escala relacionada ao mau prognostico e sobrevida. O primeiro nivel (Mla) ¢
caracterizado pelas metastases cutaneas, de subcutaneo, musculo ou linfonodos nio
locorregionais. O segundo nivel (Ml1b), com um prognoéstico intermedidrio, ¢é
relacionado a metastase pulmonar. O terceiro nivel (M1c), com um progndstico mais
adverso, ¢ quando estdo presentes metdstases a distancia em outras visceras, mas sem
comprometimento do sistema nervoso central. O ultimo nivel, com o pior prognostico,
¢ quando existe metastase no sistema nervoso central. Além disso, o nimero de
metastases também tem sido considerado como importante fator prognostico (2).

A desidrogenase lactica (LDH) sérica ¢ um preditor independente de sobrevida

nos pacientes no estadio IV, ou seja, com metastases a distdncia. Nesses pacientes a
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LDH ¢ o mais importante fator preditor de resposta ao tratamento, de progressao livre
de doenca, de sobrevida e de mortalidade (2).

Por ultimo, o neurotropismo que ¢ definido pela invasdo perineural ou
intraneural por células do melanoma, assim como a transformagdo neural do
melanoma (formagao de estruturas neuroides pelo mesmo tumor) estdo associadas com
alto risco de recorréncia local, o que justifica a excisdo do melanoma com margens

amplas e/ou radioterapia adjuvante (2).

3.3 Antigeno leucocitario humano G

Os processos de evasdo das neoplasias ao sistema de imunovigilancia do
hospedeiro compreendem trés etapas que se superpdem. A primeira ¢ a fase de
eliminagdo, com a atuacdo do sistema imune inato para eliminar o tumor. A segunda ¢ a
fase de equilibrio ou de persisténcia do cancer, quando o tumor desenvolve adaptagdes
para se tornar menos imunogénico ou mais resistente ao sistema de imunovigilancia
(30). E a terceira fase ¢ a de escape, na qual o tumor torna-se mais resistente,
conseguindo evadir ou suprimir a resposta imune com maior destreza, com o
consequente crescimento tumoral e geracdo de metéstases (30, 31).

A expressdo no microambiente tumoral do HLA-G, um antigeno principal de
histocompatibilidade (MHC) ndo classico de tipo I, que modula o padrdo de citocinas
para uma resposta imunitaria de tipo Th2, representa uma estratégia imunossupressora
mediada por alguns tumores. O HLA-G participa nas trés fases do imunocontrole

tumoral, especialmente na de escape imunologico (30, 32-36).
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A molécula HLA-G apresenta-se solivel e/ou ligada a membrana das células
tumorais. Atua na prote¢do dessas células neoplésicas através da interacdo com
receptores inibidores da lise mediada por linfécitos T CD8+, células “natural killer”
(NK) e y6 da imunidade inata do hospedeiro (30, 37, 38). Ainda, o HLA-G na fase de
elimina¢do pode inibir a proliferacdo e induzir apoptose de células T CD8+ citotdxicas
e NK ativadas (30, 39-42) e inibe a multiplicacdo de linfocitos yd (43).

Na fase de equilibrio, o HLA-G atua na imunossupressao tumoral através de
mecanismos indiretos como a estabilizacdio do HLA-E da superficie das células
tumorais. Essa molécula interage com receptores inibitdrios das células NK e linfocitos
T, abolindo a sua reatividade e outorgando a célula tumoral uma quase total resisténcia
aos processos de lise (30, 44, 45). Também nesta etapa o HLA-G induz a diminuic¢ao
de expressao de MHC-II pelas células dendriticas (CDs), interferindo em sua fungdo de
apresentacao antigénica (46, 47).

Na fase de escape as células tumorais tendem a expressar somente 0 HLA-G na
sua superficie, mais intensamente que nas etapas iniciais, 0 que as torna muito mais
resistentes (30, 46). Na fase de escape o HLA-G induz imunotolerancia local, e também
sistémica através da liberagdo sanguinea de sua forma solavel (30). As células
apresentadoras de antigeno (APCs), ao expressar o HLA-G inibem a proliferacdo de
células T CD4+ e induzem a sua diferenciagdo para células T reguladoras (35, 39).
Além disso, a expressao do HLA-G pelas células neoplasicas e CDs resulta na inibi¢ao
da apresenta¢do antigénica e interrup¢ao da maturagdo de CDs com a consequentemente
anergia, assim como afeta a migracdo destas ultimas (35, 39, 43). Essas fungdes
imunossupressoras do HLA-G tém sido relacionadas com a invasividade, atividade

metastatica e mau progndstico de diferentes tipos de neoplasias (48).
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O rapido crescimento do cancer e de metéstase estdo associados com hipdxia
que estimula a produgdo do fator induzivel por hipdxia 1 (HIF1) que, por sua vez,
aumenta a expressdo do HLA-G. Esses dois fatores também estimulam angiogénese e,
portanto, o crescimento tumoral e potencial metastatico (30, 44, 45, 47).

As células tumorais produzem citocinas imunossupressoras que aumentam a
expressao do HLA-G, como por exemplo a IL-10 (46). Nesta etapa, a IL-10 é produzida
em grandes quantidades, sendo um dos responsaveis mais importantes pelo aumento da
expressao do HLA-G pelas neoplasias (30, 46). HLA-G e IL-10 s3o moléculas
mutuamente estimuladoras na sua producdo (32). As duas moléculas mencionadas sio
também produzidas pelas células inflamatorias que infiltram o tumor, como os
macrofagos, linfocitos e CDs (30, 44). As células do infiltrado inflamatério promovem
ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB), um fator anti-apoptdtico que incrementa a fracao
solivel do HLA-G, contribuindo desse modo para a anergia sist€émica (32, 47). O HLA-
G estimula a expansao do infiltrado local e também pode regular a atividade do NF-kB,
que ¢ um fator que no tumor induz proliferagdo celular e autossuficiéncia no seu
crescimento, insensibilidade a fatores inibitorios de crescimento, resisténcia a apoptose,
imortalidade celular, angiogénese, invasao tissular e metastases (49-51).

A expressao do HLA-G ¢ considerada como um marcador de transformacgao
maligna em neoplasias melanociticas (52, 53) e também como marcador de presenca de
metastases no melanoma (54). Ibrahim et al. (52) estudaram a expressdao do HLA-G em
lesdes melanociticas benignas e varios tipos anatomoclinicos de melanoma e, entre eles,
seis casos de MLA. No entanto, nesse trabalho, a expressao do HLA-G no MLA nao foi
especificamente relatada. Bezuhly et al. (54) observaram a expressdo do HLA-G em

apenas um caso de MLA entre os melanomas estudados.
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O HLA-G ¢ considerado um potente imunossupressor. A pequena expressao
desta molécula ¢ suficiente para induzir imunotolerancia. Portanto, o bloqueio da
expressao do HLA-G nos tumores representa possibilidade de estratégia terapéutica a
ser abordada no tratamento de neoplasias (53).

O estudo do HLA-G em vaérios tipos de canceres tem sido objeto de interesse de
diversas pesquisas, sendo hoje aceito que o ideal ¢ o seu estudo in vivo ou em tumores
removidos cirurgicamente mais do que in vitro, dado que a expressdo desta proteina ¢é
altamente dependente de fatores do microambiente, muito dificeis de controlar em
linhagens celulares, especialmente de melanoma, onde ocorre uma gradual perda da
expressao do HLA-G pelas células tumorais cultivadas in vitro (44, 53). Esse fato
provocou resultados contraditérios quanto a expressio do HLA-G em linhagens
celulares de melanoma nos experimentos in vitro. Esses resultados, portanto, ndo sdo
comparaveis com aqueles obtidos do estudo de amostras de melanomas excisados dos

doentes (53).

3.4 Interleucina 10

A IL-10 no microambiente tumoral é produzida pelas células tumorais, células
inflamatorias infiltrantes, principalmente MM2 e linfocitos T (reguladores, CD4, CD8,
NK), assim como por CDs, representando uma outra estratégia imunossupressora de
evasdo das neoplasias (55-58).

Essa interleucina inibe as fungdes citotoxicas das células NK (56, 59) ¢ a
produgdo de citocinas de perfil Thl tais como interferon gama (IFN-y), fator de necrose

tumoral-a (TNF-a) e interleucinas 2 e 12 (56, 60).
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A IL-10 inibe a expressdao de MHC-I pelas células tumorais, mediante regulacao
negativa nos transportadores associados com o processamento antigénico (TAP 1 e 2)
interno das células tumorais, tornando-as menos imunogénicas, para facilitar o escape
imunolodgico (58, 61).

Além disso, a IL-10 induz o desenvolvimento de APCs tolerantes. Ainda, inibe a
diferenciagdo e maturagdo das CDs, induzindo expansdo de linfocitos T reguladores e
producdo de citocinas Th2 (57, 58, 60, 62).

A IL-10 interfere na interagdo entre as APCs (CDs e macrofagos) e os linfocitos
T, induzindo “down-regulation” de MHC-II em APCs, bem como a inibicdo dos
coestimuladores CD54, CD80 e CD86 ¢ CD28, resultando na indugao de células T CD4
e CD8 anérgicas (15, 56, 58, 60, 61, 63, 64). Além disso, a IL-10 intensifica a apoptose
espontanea das CDs e pode suprimir a prolifera¢ao de linfocitos T (57, 61).

Por outro lado, a IL-10 produzida por células de melanoma atua como um fator
de crescimento autdcrino, auto-estimulando a proliferagcdo de células neoplasicas, o que
resulta no aumento dos niveis da IL-10 no microambiente tumoral (56). Além disso, a
IL-10 induz o aumento da expressdo do HLA-G nas células neoplésicas e este, por sua
vez, induz a producdo da IL-10, estabelecendo-se desta forma um ciclo vicioso (32).

A imunossupressao estd estreitamente relacionada com o desenvolvimento de
metastase em pacientes com melanoma e a IL-10 é um dos protagonistas no
cumprimento desta funcdo (56). Varios estudos identificaram uma correlagdo positiva
dos niveis da IL-10, tanto no soro como no tecido tumoral, com a progressao neoplasica
local, metastases e pior progndstico de pacientes com melanoma (56, 58, 65).

A IL-10 pode ser detectada em cultivos de melandcitos in vitro. Mas os niveis
da IL-10 produzidos pelos melandcitos mantidos em meio de cultura sdo extremamente

baixos quando comparados com os observados nos melanomas in vivo. (56).
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3.5 Macrofagos M2

Em vérios tipos de canceres, incluindo o melanoma, a presenga de macréfagos
no microambiente tumoral tem sido associada com um aumento do potencial de
malignidade (66-68).

Uma ampla variedade de moléculas biologicamente ativas ¢ produzida por
células tumorais e do estroma do microambiente associado (69). Os macréfagos
infiltrantes respondem a este meio diferenciando-se em fenétipos polarizados ou
antagonicos. Nas etapas iniciais da carcinogénese predominam os macréfagos
classicos ou M1 (MM1), produtores de citocinas do perfil Thl. Estes tém fungdes pro
inflamatorias, bactericidas, antiangiogénicas e antitumorais e expressam a molécula
CD68, mas ndo a molécula CD163 (69-74).

Durante a progressdo neopldsica ocorre mudanca de fenotipo de MM1 para
outra populagcdo de macréfagos, chamados de macrofagos alternativos ou M2 (MM?2).
Essa mudanga ¢ produto de estimulos do microambiente comandados principalmente
por células tumorais, além de linfocitos B, T reguladores e Th2, que produzem
citocinas desse perfil, sendo a mais importante a IL-10. Outras citocinas Th2
importantes também nesse processo de polarizacdo sdo a IL-4, IL-13, além da citocina
reguladora fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e o fator estimulante de
colonia de macréfagos (M-CSF) (70, 74-77). Os MM2, por sua vez, recrutam
linfocitos Th2 (78), promovendo e também produzindo citocinas do perfil Th2, sendo
a mais importante também a IL-10 (que ¢ fator autocrino para os MM2) e em segundo
lugar o TGF-B e a IL-13. Mediante estas citocinas os MM2 suprimem a resposta Thl e
os MM, desenvolvendo fungdes imunossupressoras que facilitariam a capacidade de

crescimento e invasdo tumoral. Além disso, o0s MM2 promovem a prolifera¢ao celular
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do tumor, o remodelamento tecidual, angiogénese e metastase, favorecendo o mau
prognostico das neoplasias (66-71, 73, 74, 76, 79).

Os MM2 expressam as moléculas CD163 e CD206, que sdo consideradas seus
marcadores especificos (69, 73-75, 80-84). E proposto que estes marcadores
reconhecem diferentes espectros dessa mesma populagdo macrofagica (74), sendo a

expressao dessas duas moléculas dependente da IL-10 (85).

Viérios estudos tém demonstrado que os macréfagos associados a alguns
tumores exibem fenotipo predominante M2 (79-81). As neoplasias com MM2 no seu
microambiente apresentam um pior prognéstico (69, 79). Os MM2 facilitariam o
desenvolvimento tumoral devido a sua capacidade de produzir fatores
proangiogéncios, entre eles os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) A, C
e D, de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), de crescimento epidérmico (EGF),
de crescimento fibrobléastico basico (bFGF) e o TGF-B (74, 75, 86, 87), com a
consequente angiogénese e linfangiogénese que facilitaria o crescimento, invasividade,
disseminagdo ¢ metastase dos tumores (69, 79, 87). O PDGF, EGF, bFGF ¢ o TGF,
entre outros fatores de crescimento produzidos pelos MM2, exerceriam também um
importante papel na manutengao e estimulo do crescimento e multiplica¢do das células

tumorais (74).

Além disso, os MM2 estdo envolvidos nos processos de remodelamento
tecidual, por meio da producdo de vérios tipos de metaloproteinases como a 2 € 9, as
quais degradam a matriz extracelular, facilitando a invasdo tumoral e as metastases
(69, 74, 82).

Por outro lado, os MM2 suprimem a resposta imune antitumoral através da

producdo de diversas citocinas como IL-10 e TGF-B e varias quimiocinas como
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CCL17 e CCL22. Todos estes fatores, e especialmente CCL17 e CCL22 no melanoma,
recrutam células T reguladoras, as quais suprimem a proliferagdo e as funcdes efetoras
de linfocitos CD4+, CD8+ e NK (68, 74, 75, 88). A IL-10 e TGF-B produzidas pelos
MM2 tém a capacidade de bloquear diretamente a proliferagdo de linfocitos T e a
atividade citotoxica de células NK e CD8+ (78, 89). Ainda, os MM2 expressam altos
niveis de arginase 1, que aumenta o catabolismo de L-arginina. A deplecao desta no
microambiente tumoral leva a alteracdo da expressao do receptor de células T, inibe a
proliferacao e aumenta a apoptose dessas células (75, 90).

A IL-10 produzida pelos MM2, além de todas as fungdes previamente expostas,
aumentaria a expressdo celular nos linfécitos do cofator inibitério da apresentagdo
antigénica PD-L1, que ¢ essencial também para a inducdo de tolerancia antigénica,
além de inibir a prolifera¢do e atividade citotoxica de linfocitos (75, 88). A baixa
expressao de MHC-II pelos MM2, devido a agdo da IL-10 e TGF-B, torna esses
macrofagos ineficientes para realizar a fungdo de apresentagdo antigénica (76, 91-93).
Por outro lado, da mesma forma que a IL-10 (61), o TGF-B produzido pelos MM?2
deteriora a migracdo e aumenta a apoptose de CDs, o que diminui ainda mais a
apresentacao antigénica (89).

O maior nimero de MM2 no microambiente do melanoma tem sido
correlacionado com progressao local, invasividade, metastase € mau progndstico (74).
Entretanto, ndo encontramos na literatura consultada estudos que avaliem a populagao

de MM2 no MLA.
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4. METODOS

4.1 Selecao da casuistica

Foram levantados todos os casos de ML A diagnosticados entre janeiro de 1992 e
fevereiro de 2014, provenientes do laboratério de Dermatopatologia da Divisdo de
Clinica Dermatologica, da Divisdo de Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e do Laboratério de Patologia do
Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo.

Os tumores foram revisados e classificados em: in situ, <1,0 mm e >1,0 mm de
espessura; ulcerados, ndo ulcerados, com uma ou mais mitoses por mm?, sem mitoses,
associados a metastase confirmada e sem metastase.

Foram incluidos no grupo associado a metastases os casos com categoria
minima N1 ou M1 no seu estadiamento, de acordo com os critérios definidos pelo
"Eighth American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM Melanoma staging
system" (2). Melanomas in situ (os quais ndo tém capacidade de provocar metastase)
ou tumores de espessura <0,6 mm, sem evidéncia de metastase dentro de um periodo
minimo de cinco anos de seguimento (ou seja tumores de muito baixo potencial
metastatico) (2), constituiram o grupo de melanomas ndo associados a metastases. Nas
analises comparativas entre tumores com metastase € sem metastase, ndo foram
considerados os pacientes com metastases desconhecidas.

Dentro do mesmo periodode tempo descrito, foram selecionados para
comparac¢do casos de MESs estritamente pareados com os ML As quanto & espessura (in

situ, <1,0 mm e >1,0 mm). Posteriormente, os MESs também foram classificados de
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A . ~ . 2 .~
acordo com a presenga ou auséncia de ulceragdo, mitose/mm~ e associagdo com
metastase.

Os dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes foram obtidos a partir de seus

prontuarios clinicos.

4.2 Critérios de exclusiao

Foram excluidos todos os casos com amostras teciduais com conservagao

inadequada ou insuficientes para a realizagdo de todos os marcadores pelas técnicas

imuno-histoquimicas, assim como 0s casos sem acesso aos respectivos prontudrios.

4.3 Aspectos éticos

A Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo aprovou

a realizagdo do estudo (parecer # 0477/11 — Anexo 1).

4.4 Técnicas de imuno-histoquimica

Cortes histologicos de 4 um de espessura foram obtidos a partir de fragmentos

tumorais representativos, embebidos em parafina e colhidos em laminas de vidro

previamente preparadas com solu¢do adesiva de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma
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Chemical Co., St. Louis, MO/USA, cdd. A3648) a 2%. A seguir, os cortes histologicos
foram desparafinizados em dois banhos de xilol de 20 e 10 minutos respectivamente, a
temperatura ambiente. Na sequéncia, os espécimes foram hidratados em bateria
decrescente de etanol (100%, 95% e 70%) e lavados em 4gua destilada por cinco
minutos. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito em camara escura com trés
incubagdes em solucao de peroxido de hidrogénio 3%, por 10 minutos cada.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em dgua corrente durante cinco
minutos ¢ submetidas a tratamento para exposicdo dos sitios antigénicos em calor
umido, em banho-maria a 95°C na solugdo "Target Retrieval Solution" pH 9,0 (céd.
S2367, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) por 20 minutos. As laminas para
marcagdo do HLA-G permaneceram nessa solucdo e nas mesmas condi¢des por 30
minutos. A seguir foram lavadas em agua corrente e dgua destilada por cinco minutos
cada e submersas em solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,4.

A seguir, foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com incubagao
em solug¢do “Dako protein block solution” (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Fez-se a incubag¢do com os anticorpos
primérios diluidos (vide tabela 1 abaixo) em soroalbumina bovina (BSA) fracdo V
(SERVA. 1930) 1%, acrescida de azida sodica 0,1% em solucdo PBS pH 7,4,
“overnight” a 4°C.

Apo6s o procedimento de lavagem das laminas por duas vezes em PBS pH 7,4
durante cinco minutos cada, procedeu-se a incubagdo do material, com os respectivos
anticorpos para identificagdo da IL-10, CD163 e CD206. Fez-se a incubagdo com o
anticorpo  secundario biotinilado "link universal" (LSAB-AP, cod. KO0689,
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) pronto para uso, em camara umida durante 30

minutos a 37°C. Apoés esses procedimentos as laminas foram lavadas em PBS pH 7,4
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por duas vezes, durante cinco minutos cada e incubadas com "Streptavidin-AP" (LSAB-
AP, cod. K0689, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) por mais 30 minutos a 37°C.

Para identificagdo do HLA-G foi utilizado outro sistema de deteccdo, o AP
EnVisionTM G2 System/AP (c6d. KK5355, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA).
Primeiramente as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario - "Link", em
camara umida durante 30 minutos a 37°C. Na sequéncia foram feitas duas lavagens de
cinco minutos cada em PBS pH 7,4, seguidas de outra incubagdo com o polimero de
amplificacdo marcado com a fosfatase alcalina, "AP enzime (enhancer)", em camara
umida durante 30 minutos a 37°C.

A tabela 1 demonstra a procedéncia, clone/codigo, diluicdo de uso dos

anticorpos e sistemas de revelagdo utilizados nas reacdes.
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Tabela 1. Anticorpos, clones, cédigos, marcas, diluicdo e sistema de detecgao

Anticorpo Clone Codigo Marca Diluicdo | Sistema de deteccdo
HLA-G 4H84 SC-21799 Santa Cruz 1:50 AP EnVisionTM G2
IL-10 policlonal AF-217-NA R&D Systems 1:20 LSAB-AP
CD163 10D6 NCL-CD163 Leica 1:50 LSAB-AP
CD206 5C11 MCA5552Z AbD Serotec 1:100 LSAB-AP
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Os sitios de ligagdes dos anticorpos foram visualizados com substrato/solugao
cromégena "PermaRed/AP" (cod. K0640, Diagnostic Biosystems, Pleasanton, CA,
USA), na diluicdo 1:100. As laminas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos
e contra coradas com Hematoxilina de Carazzi por 20 segundos. A seguir foram lavadas
em agua corrente, € secas a temperatura ambiente. A montagem das laminas foi feita
com resina "Permount" (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ/USA, co6d. SP15-100).

Todas as reacdes foram processadas concomitantemente com controles positivos
e negativos. Fragmentos de placenta humana e de amigdala palatina foram utilizados
como controles positivos para as reagdes do HLA-G e IL-10, respectivamente. Cortes
histolégicos de hanseniase virchowiana foram utilizados como controles positivos para
as reagdes de CD163 e CD206. Os controles negativos foram obtidos pela omissdo dos
anticorpos primarios que foram substituidos por soro ndo imune, ou anticorpos
isotipicos ndo reagentes para os antigenos estudados.

A expressio do HLA-G e da IL-10 foi considerada positiva se as células
tumorais exibiam imunomarca¢do vermelho brilhante na membrana e no citoplasma
(33, 52, 94).

A expressdo de CD163 e CD206 foi considerada positiva quando células
mononucleadas (95) do infiltrado inflamatério do ambiente tumoral exibiram

imunomarcagdo vermelho brilhante na membrana e no citoplasma (56, 79, 84, 96).

4.5 Captura e analise de imagens

Imagens digitais dos cortes histologicos selecionados foram capturadas com

aumento de 100x em microscépio Nikon Eclipse E200 (Nikon, Tokyo, Japan) acoplado
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com uma camara digital Canon EOS Rebel T5i com o programa EOS digitais 28,0
(Canon, Tokyo, Japan).

As imagens digitais foram analisadas com dois ou trés amplia¢des utilizando um
monitor LED Smart TV de ultra-alta defini¢do com tecnologia 4K de 43" (43" 4K-Ultra
High definition Smart LED TV), 43UF69 LG (LG Electronics Inc., Koreia).

As analises morfométricas dos marcadores HLA-G, IL-10, CD163 e CD206
foram realizadas com auxilio do "software" Image-Pro Plus 3.0 (Media Cybernetics,

Silver Spring, MD, USA).

4.6 Analise morfométrica do antigeno leucocitario humano G e interleucina 10

As imagens digitais foram capturadas de toda a area tumoral de um corte
histologico representativo selecionado. Primeiramente foi medida a 4rea tumoral total
do corte histologico e posteriormente na mesma sec¢do histologica foi medida a area
tumoral imunomarcada para HLA-G ou IL-10, respectivamente. Desse modo obteve-se
a fragdo de area tumoral positiva (drea tumoral imunomarcada /area tumoral total) para

a expressdo do HLA-G e IL-10 para cada um dos tumores avaliados.

4.7 Analise morfométrica de células com expressao das moléculas CD163 e CD206

Para a quantificacdo de MM2, evidenciados pelos marcadores CD163 e CD206,

foram capturadas imagens digitais dos “hot spots” de cada um dos marcadores das

. . r . . , 2
regides intratumoral e peritumoral até atingir uma area de 1,0 mm” para cada tumor
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estudado, em cada uma das regides mencionadas. Foi considerada como intratumoral a
regido ocupada pelas células do melanoma permeadas por células inflamatdrias e
peritumoral como a regido de infiltrado inflamatorio imediatamente justa tumoral. Os
resultados para cada marcador foram expressos em numero de células imunomarcadas

2 , . . .
por mm~, na area intratumoral e peritumoral respectivamente.

4.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos quanto a expressdo das moléculas HLA-G, IL-10, nimero
de macréfagos CD163+ e CD206+ dos casos de MLA e MES foram submetidos as
seguintes comparagdes:

- Comparagdo entre os MLAs in situ, <1,0 mm e >1,0 mm; ndo ulcerados e
ulcerados; com uma ou mais mitose/mm’ e sem mitoses; associados ou ndo a
metastases.

- As mesmas comparagdes foram realizadas no grupo dos MESs.

- Comparacao dos resultados entre os grupos de MLA e MES, considerando-se
os critérios de espessura, ulceragio, mitoses/mm” e associagdo com metastases.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o "software" STATA
13.0 (Stata Corporation, College Station, TX, USA).

A suposicao de normalidade foi corroborada pelo teste de Handsen e Doornik
(97) e valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

As analises comparativas foram feitas pelo teste de Wilcoxon para comparacao

de dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis para comparacao de mais de dois grupos. A
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média, mediana, o desvio-padrdo e intervalos de confianga foram utilizados para a
analise descritiva.

Foram realizadas analises de correlagdo entre os marcadores HLA-G e IL-10 ¢
também entre CD163 e CD206 pelo teste de correlagdo de Pearson.

Fez-se um modelo de regressao logistica binaria incluindo todos os marcadores

do estudo, para avaliar a sua influéncia na varidvel metéstase.
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5. RESULTADOS

Dos MLA revisados foram selecionados inicialmente 81 tumores. Quatorze
amostras foram excluidas por mé conservagdo do material embebido em parafina, e 67
espécimes bem preservados foram selecionados para o estudo.

Sessenta e sete casos de MES foram selecionados para comparacdo com os
casos de MLA, sendo escolhidos por pareamento de acordo com a espessura de cada um
dos tumores.

Os dados clinicos e histopatologicos  dos grupos de  pacientes

com MLA e MES sao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Dados clinicos e histopatologicos de doentes com melanoma

lentiginoso acral (MLA) e melanoma extensivo superficial (MES)

MLA MES Total
Fr. Fr. Fr.
N=67 N=67 Total=134
Sexo
Mulheres 36 35 71
Homens 31 32 63
Idade (anos)
Média (o) 63,58 (£13,7) 57,88 (+13,6) 60,73 (£13,9)
<45 7 11 18
45 - 65 24 34 58
> 65 36 22 58
Raga
Brancos 44 64 108
Negros 22 2 24
Asiaticos 1 1 2
Localizagao
Geral Cabeca e pescogo - 7 7
Tronco anterior - 6 6
Dorso - 14 14
MMSS (excluindo méos) - 19 19
MMII (excluindo pés) - 19 19
Pés 62 1 63
Maos 5 1 6
Especifica para | Pés
pés e maos Dorso - 1 1
Planta 54 - 54
Dedo (excluindo subungual) 6 - 6
Subungual 2 - 2
Maos
Dorso - 1 1
Palma 2 - 2
Dedo (excluindo subungual) 1 - 1
Subungual 2 - 2
Lado Direito 31 34 65
Esquerdo 36 32 68
Linha média - 1 1
Espessura tumoral
(Breslow - mm)
In situ 5 5 10
<1 8 8 16
> 1 54 54 108
Ulceracao tumoral
(Para melanomas invasivos)
Ausente 17 23 40
Presente 45 39 84
Nao aplicavel (in situ) 5 5 10
Mitoses dérmicas tumorais/mm?
(Para melanomas invasivos)
Ausente 10 10 20
Presente 52 52 104
Nao aplicavel (in situ) 5 5 10
Metastases
Ausente 8 8 16
Presente 36 25 61
Desconhecido 23 34 57

Fr.: Frequéncia; o: Desvio padrao; mm: milimetro.
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5.1 Expressao do antigeno leucocitario humano G

Cinquenta e quatro de 67 (80,1%) MLAs e 40 de 67 (60%) MESs mostraram
expressao do HLA-G pelos melanocitos neoplésicos. A expressao do HLA-G ocorreu

tanto em melandcitos atipicos intraepidérmicos como no componente invasivo dérmico

(fig. 1).



Figura 1. (A) Melanoma lentiginoso acral (MLA) com imunomarcagédo para antigeno leucocitario humano G (HLA-G) em melandcitos atipicos
intraepidérmicos. (B) MLA invasivo expressando HLA-G em melandcitos atipicos epidérmicos e dérmicos. (C) Melanoma extensivo superficial (MES)
com melandcitos atipicos intraepidérmicos intensamente imunomarcados por HLA-G. (D) MES invasivo expressando HLA-G em melandcitos atipicos
epidérmicos e dérmicos. (Técnica imuno-histoquimica com anticorpo anti - HLA-G. Aumento original de x200)

8¢
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5.2 Expressao da interleucina 10

Sessenta e quatro de 67 (95,5%) MLAs e 55 de 67 (82%) MESs exibiram
expressdo da IL-10 em melandcitos neopldsicos. MLAs e MESs apresentaram

expressao da IL-10 em melandcitos atipicos in situ e invasivos (fig. 2).



Figura 2. (A) Melanoma lentiginoso acral (MLA) com imunomarcagao para interleucina 10 (IL-10) em melandcitos atipicos intraepidérmicos. (B) MLA
invasivo expressando IL-10 em melandcitos atipicos epidérmicos e dérmicos. (C) Melanoma extensivo superficial (MES) com melandcitos atipicos
intraepidérmicos imunomarcados por IL-10. (D) MES invasivo expressando IL-10 em melandcitos atipicos epidérmicos e dérmicos. (Técnica de imuno-
histoquimica com anticorpo anti - IL-10. Aumento original de x200)

0)7
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5.3 Macrofagos M2 imunomarcados por CD163 e CD206

MLAs e MESs exibiram presen¢a de macréfagos imunomarcados para CD163 e
CD206 no microambiente de tumores in situ € invasivos. As células imunomarcadas,
tanto para CD163 como para CD206 apresentavam frequentemente morfologia
dendritica e ovoide (95). Estavam presentes permeando o tecido tumoral e em meio ao

infiltrado inflamatorio peritumoral (fig. 3).



]

-

A

W (RS
T AR
\! ST Y A% Y

-

i
ot

(X

’ 2 Yoy i r
NG LA o R AACE e EARNIA Y - N e

,sc-'dz;,'g‘.’-"‘\ il’:é'z}::;‘f-‘): ; re 2 T, T .\‘.“I"\? 2 g4 '.ﬂ‘f;";;'/ ':lti::';:; .

Figura 3. Células mononucleadas imunomarcadas pelo anticorpo CD163 em meio ao infiltrado inflamatério intratumoral e peritumoral do melanoma
lentiginoso acral (MLA) (A) e de melanoma extensivo superficial (MES) (C). Células mononucleadas imunomarcadas pelo anticorpo CD206 em meio ao
infiltrado inflamatodrio intratumoral e peritumoral de MLA (B) e de MES (D). (Técnica imuno-histoquimica com os anticorpos anti - CD163 e CD206.
Aumento original de x200)
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5.4 Analise estatistica

5.4.1 Antigeno leucocitario humano G

A expressdo do HLA-G no grupo de MLA foi maior que no MES (p<0,05) (Fig.
4A). A expressao do HLA-G em MLAs espessos, com ulceracdo, presenga de mitose e
metastase foi maior em comparacdo com os MESs com as mesmas caracteristicas
(p<0,05). Ver fig. 5.

A expressao do HLA-G foi maior nos MLAs com mitoses do que nos MLAs
sem mitoses (p<0,05). Ver fig. 5.

Nao houve, entretanto, diferengas nos MLAs quando se fez a comparagdo de
acordo com os outros critérios histopatoldgicos (espessura e ulceragdo) assim como em
relacdo a metastases.

Dentro do grupo MES ndo se observou diferencas de acordo as caracteristicas

analisadas.

5.4.2 Interleucina 10

A expressao da IL-10 no grupo de MLA foi maior que nos MESs (p<0,05) (Fig.
4B). Os MLAs com Breslow <1,0 mm, >1,0 mm, ndo ulcerados e ulcerados exibiram
maior expressdo da IL-10 que os MESs com essas mesmas caracteristicas (p<0,05) (Fig.
6). Os MLAs com mitose e associados a metastases revelaram maior expressao da IL-10

que os MESs com mitoses e associados a metastases (p<0,05) (Fig. 6).
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A expressao da IL-10 pelos 36 casos de MLA associados a metastases foi maior
que a dos 8 MLAs sem associagdo com metastases (p<0,05) (Fig. 6). Nao houve,
entretanto, diferencas nos MLAs quando se fez a comparagdo de acordo com os outros
critérios histopatologicos de espessura, ulceragdo e mitose.

Dentro do grupo MES ndo se observou diferencas de acordo as caracteristicas

analisadas.
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As expressdes do HLA-G e IL-10 mostraram correlagdo positiva (p<0,05) no
conjunto de todos os melanomas estudados. Esta correlacdo positiva e estatisticamente
significativa entre ambos marcadores também foi observada em tumores com espessura

>1,0 mm, com ulceracao e mitoses (tabela 3).



Tabela 3. Correlagédo da expressao do antigeno leucocitario humano G (HLA-G) e interleucina 10 (IL-10) no melanoma

lentiginoso acral (MLA) e extensivo superficial (MES). Teste de correlagdo de Pearson

Coeficientes de correlagao e p-values (MLA e MES juntos)

Global* Breslow >1mm Ulceracao Presente Mitose/mm? Presente Metastase Presente
IL-10 IL-10 IL-10 IL-10 IL-10
r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p
HLA-G
0,2866 0,0008 0,3098 0,0011 0,3399 0,0016 0,0370 0,0001 0,2395 0,0630

* Sem caracteristica especifica.
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5.4.3 Macrofagos M2 imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206

O numero de MM2 marcados com o anticorpo CD163 no microambiente
tumoral (infiltrado inflamatdrio intra e peritumoral) do MLA foi maior que no de MES
(p<0,05). O nimero de MM2 imunomarcados com o anticorpo CD206 foi maior no

MLA que no MES somente no infiltrado peritumoral (tabela 4).



Tabela 4. Macréfagos M2 (células/mm?) imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206 no melanoma lentiginoso acral

(MLA) e extensivo superficial (MES)

Tipo de MM . < = o )
(Global) Mediana Média Erro padrao IC 95% valor-p
= CD163
o MLA 135 151,12 14,44 122,55 179,69
E 0,0314*
‘2 MES 104 108,72 10,06 88,81 128,62
E CD 206
g MLA 118 157,07 17,32 122,81 191,34 0.0831
< MES 74 102,88 11,49 80,15 125,61 '
- CD163
©
6 MLA 205 227,49 17,71 192,47 262,51
£ 0,0009*
2 MES 129 148,75 11,34 126,32 171,17
-4 CD 206
g MLA 175 205,1 16,52 172,44 237,77
<L 0,0027*
MES 106 145,18 14 117,5 172,86

MM: melanoma maligno; IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.

LG
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Os MLAs com espessura >1,0 mm apresentaram maior nimero de MM?2
(CD163+ e CD206+) tanto na regido intratumoral como peritumoral que os MESs de
mesma espessura (p<0,05), assim como os MM2 CD206+ da regido peritumoral dos
MLAS in situ quando comparados aos MESs in situ (tabela 5).

O nimero de células imunomarcadas para CD163 ¢ CD206 intratumorais dos
MLASs espessos foi maior que os dos MLAs delgados (in situ e <1,0 mm). O mesmo foi

observado para os MESs.



Tabela 5. Macréfagos M2 (células/mm?) imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206 no melanoma lentiginoso acral
(MLA) e extensivo superficial (MES), de acordo com a espessura do tumor

i valor-,
(Espessﬁzgfeim\l\lnv em mm) Mediana Média Erro padrao IC 95% Intra-grupo ,:nter-grupos
CD 163
MLA Tis (in situ) 7 30,8 23,25 0 76,8 Tis (in situ)
MLA T1 (=1) 45 74,5 32,26 10,7 138,3 0,0007* 0,9142
MLA T2 (>1) 154,5 173,61 15,71 142,53 204,69 T1 (=1)
= MES Tis (in situ) 13 16,6 7,98 0,82 32,38 0,7122
g MES T1 (1) 37,5 47,13 19,07 9,41 84,84 0,0001* T2 (>1)
..3 MES T2(>1) 118 126,37 10,84 104,92 147,82 0,0178*
5 CD 206
g MLA Tis (in situ) 0 54 54 0 16,08 Tis (in situ)
< MLA T1 (=1) 15,5 41,63 17,81 6,39 76,86 0,0004* 0,0947
MLA T2 (>1) 187,5 188,22 19,01 150,62 225,83 T1 (s1)
MES Tis (in situ) 25 29 13,05 3,2 54,8 0,3938
MES T1 (1) 30,5 72,25 34,57 3,86 140,64 0,0259* T2 (>1)
MES T2 (>1) 106 114,26 12,84 88,87 139,65 0,0042*

€g



Tabela 5 (Continuagéo). Macréfagos M2 (células/mm?) imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206 no melanoma

lentiginoso acral (MLA) e extensivo superficial (MES), de acordo com a espessura do tumor

i valor-,
(Espessﬁzgfeim\l\lnv em mm) Mediana Média Erro padrao IC 95% Intra-grupo ,:nter-grupos
CD163
MLA Tis (in situ) 107 250,6 118,22 16,76 484,44 Tis (in situ)
MLA T1 (=1) 220,5 221,63 34,14 154,1 289,15 0,9035 0,2506
MLA T2 (>1) 203 226,22 19,05 188,54 263,9 T1 (1)
- MES Tis (in situ) 69 78,4 14,62 49,47 107,33 0,2076
E MES T1 (1) 139 187,38 48,8 90,85 283,9 0,0419* T2 (>1)
2 MES T2 (>1) 130 149,54 11,73 126,33 172,74 0,0038*
g CD 206
§ MLA Tis (in situ) 269 230,6 35,64 160,1 301,1 Tis (in situ)
< MLA T1 (s1) 146 176 41,58 93,75 258,25 0,4453 0,0283*
MLA T2 (>1) 173,5 207,06 19,37 168,75 245,37 T1 (1)
MES Tis (in situ) 56 84,4 43,28 0 170,01 0,0659
MES T1 (1) 87 131 46,33 39,35 222,65 0,1485 T2 (>1)
MES T2 (>1) 109 152,91 15,47 122,3 183,51 0,0303*

MM: melanoma maligno; IC 95%: Intervalo de confianga de 95%; T: tumor.

1281
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Por outro lado, os MLAs ulcerados apresentaram maior numero de MM?2
marcados com os anticorpos CD163 e CD206 que os MESs ulcerados, tanto no
componente intra como peritumoral (p<0,05). As células imunomarcadas por CD206
mostraram-se em maior nimero na regido intratumoral dos MLAs ulcerados que

naqueles MLAs sem ulceragdo, (p<0,05). Ver tabela 6.



Tabela 6. Macréfagos M2 (células/mm?) imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206 no melanoma lentiginoso acral
(MLA) e extensivo superficial (MES) nao ulcerados e ulcerados

valor-p
. Inter-grupos
Tipo de “."M Mediana Média Erro padrao IC 95% Intra-grupo Irup
(Ulceragéo) Ausente Presente
CD163
MLA Ausente 91 130,941 32,345 66,92 194,97 0.0944
— MLA Presente 154 172,111 16,33 139,79 204,44 ’
[ 0,9346 0,0077*
g MES Ausente 117 112,957 16,766 79,77 146,14 0.8899
..3 MES Presente 104 118,026 13,196 91,91 144,15 ’
E CD 206
3 MLA Ausente 84 102,706 32,443 38,49 166,92 0.0115*
< MLA Presente 190 194,467 20,249 154,39 234,55 ’
0,2478 0,0011*
MES Ausente 109 115,522 20,541 74,86 156,18 0.6993
MES Presente 74 104,897 15,052 75,1 134,69 ’
CD163
MLA Ausente 220 222,765 29,422 164,53 281 0.8808
- MLA Presente 201 226,711 20,941 185,26 268,16 ’
© 0,1221 0,0029*
g MES Ausente 142 175,391 22,659 130,54 220,24 0.2075
2 MES Presente 129 142,051 13,28 115,76 168,34 ’
g CD 206
o MLA Ausente 175 196,882 30,782 13595 | 257,81 0.5622
< MLA Presente 170 205,378 21,539 162,74 248,01 ’
0,2619 0,016*
MES Ausente 121 165,304 23,408 118,97 211,64 0.2974
MES Presente 101 141,103 18,786 103,92 178,29 ’

MM: melanoma maligno; IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Os MM2 revelados com os anticorpos CD163 e CD206 das regides intra e
peritumoral dos MLAs com mitoses foi maior que a dos MES com essa caracteristica
(p<0,05). Essa mesma populagdo macrofagica (CD163+ e CD206+) diferiu na regido

intratumoral nos casos de ML As com e sem mitoses (p<0,05). Ver tabela 7.



Tabela 7. Macréfagos M2 (células/mm?) imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206 no melanoma lentiginoso acral
(MLA) e extensivo superficial (MES) e atividade mitética

valor-p
. Inter-grupos
T|_po de MNQ Mediana Média Erro padrao IC 95% Intra-grupo Irup
(Mitose/mm®) Ausente Presente
CD163
MLA Ausente 42 64,9 24,401 16,6 113,2 0.0007*
— MLA Presente 158,5 179,269 15,897 147,8 210,74 ’
© 0,4053 0,0034*
g MES Ausente 73,5 77,7 17,995 42,08 113,32 0.0865
..3 MES Presente 114,5 123,538 11,552 100,67 146,4 ’
E CD 206
3 MLA Ausente 0 37,2 15,255 7 67,4 0.0004*
< MLA Presente 195 194,712 19,154 156,8 232,63 ’
0,1183 0,0007*
MES Ausente 65 111 40,014 31,79 190,21 0.5593
MES Presente 102 108,423 12,384 83,91 132,94 ’
CD163
MLA Ausente 188,50 191,80 40,036 112,55 271,05 0.3891
- MLA Presente 207 232,14 18,89 194,75 269,52 ’
© 0,8798 0,0007*
g MES Ausente 139,5 178,2 40,075 98,87 257,53 0.6323
2 MES Presente 130 149,846 12,064 125,97 173,73 ’
g CD 206
o MLA Ausente 146 165,1 35,626 94,58 235,62
< 0,3434
MLA Presente 174,5 210,346 19,858 171,04 249,65
0,8501 0,008*
MES Ausente 125,5 174,5 42,723 89,93 259,07 0.5152
MES Presente 106 145,385 15,502 114,7 176,07 ’

MM: melanoma maligno; IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Quando foi considerada a associacdo com metéstases observou-se que o0 nimero
de MM2 marcados com o anticorpo CD206 presentes na regido intratumoral do grupo
de MLA associado a metastase foi maior que nos MESs com essa mesma caracteristica
(p<0,05). Ver tabela 8.

Na andlise de cada um dos grupos de melanoma em separado (MLA e MES), na
compara¢do dos tumores associados ¢ ndo associados a metéstase, observamos que 0s
tumores com metastase mostraram maior nimero de MM2 (CD163+ e CD206+)
intratumorais que os tumores nao associados a metastase (p<0,05). Além disso, a
populagdo de MM2 imunomarcados com o anticorpo 163 da regido peritumoral dos
MES com metastase também foi maior que daqueles sem metastase (p<0,05). Ver

tabela 8.



Tabela 8. Macréfagos M2 (células/mm?) imunomarcados com os anticorpos CD163 e CD206 no melanoma lentiginoso acral
(MLA) e extensivo superficial (MES) e associagdo com metastase

valor-p
. Inter-grupos
T|po'de MM Mediana Média Erro padrao IC 95% Intra-grupo Irup
(Metastase) Ausente Presente
CcD163
MLA Ausente 138 154 62,292 29,66 278,34 0.0149*
- MLA Presente 165,5 169,611 16,159 137,36 201,87 ’
© 0,2900 0,0835
o MES Ausente 7,5 12,5 7,837 0 28,14
£ 0,0001*
= MES Presente 119 137,68 19,824 98,11 177,25
E CD 206
g MLA Ausente 89 67 34,152 0 135,17 0.0006*
< MLA Presente 195 196,972 21,816 153,43 240,52 ’
0,5836 0,0305*
MES Ausente 15,5 16,5 7,399 1,73 31,27 0.0003*
MES Presente 109 128,64 21,634 85,46 171,82 ’
CcD163
MLA Ausente 157 162,333 60,104 42,37 282,3 05428
_ MLA Presente 195,5 213,056 20,335 172,47 253,64 ’
S 0,5995 0,4676
S MES Ausente 121,5 157,25 38,756 79,89 234,61 0.0416*
2 MES Presente 147 194,48 24,547 145,48 243,48 ’
e CD 206
o MLA Ausente 147 140 31,086 77,95 202,05
< 0,7725
MLA Presente 170 212,583 24,893 162,9 262,27
0,0156* 0,1548
MES Ausente 87 88 21,981 44,13 131,87 00741
MES Presente 119 169,68 28,182 113,43 225,93 ’

MM: melanoma maligno; IC 95%: Intervalo de confianca de 95%.
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Houve correlagdo positiva e estatisticamente significativa entre os marcadores
macrofagicos CD163 e CD206, tanto na regido intra como peritumoral. Essa correlagio
manteve-se mesmo quando considerados separadamente os tumores com espessura >1,0

mm, presenca de ulceragdo, mitoses e associagdo com metastases (p<0,05). Ver tabela 9.



Tabela 9. Correlagéo de Pearson entre os marcadores CD163 e CD206 no microambiente do melanoma lentiginoso acral

(MLA) e no melanoma extensivo superficial (MES)

Coeficientes de correlagao e p-values de acordo a area (MLA e MES juntos)

Global* Breslow >1mm Ulceragao Presente Mitose/mm? Presente Metastase Presente
CD163 T CD163 P CD163 T CD163 P CD163 T CD163 P CD163 T CD163 P CD163 T CD163 P
r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p r valor-p
CD206 T{0,6089|0,0000 0,5547/0,0000 0,5204|0,0000 0,5733|0,0000 0,5010{0,0000
CD206 P 0,3881/0,0000 0,3694|0,0001 0,3773/0,0004 0,3790(0,0001 0,5084 10,0000

T: intratumoral; P: peritumoral.
* Sem caracteristica especifica.

29
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Para avaliar a possivel relagdo da expressdo tumoral do HLA-G e IL-10 e da
populacao de MM2 (imunomarcados por CD163 e CD206) na ocorréncia de metastases,
fez-se um modelo binario de regressdo logistica no qual foram incluidas incialmente
todas as varidveis do estudo e sua interacdo com o evento presenca de metdstase.
Somente a varidvel nimero de macréfagos imunomarcados pelo anticorpo CD206 da
regido intratumoral mostrou-se significativa e relacionada com o evento. A partir dessa
selecdo, foi feita a analise isolada dessa variavel em relagdo a presenca de metastase, no
modelo de regressdo logistica bindrio, assumindo-se MM2 CD206+ da regido
intratumoral como variavel isolada predominante (tabela 10).

Considerando-se essa variavel, o0 modelo alcangou um bom indice de qualidade
ou perfeicdo de ajuste (Chi’ goodness of fit test = 0.9999), ou seja, corresponde a um
modelo de regressao logistica valido para a varidvel nele estudada.

O coeficiente Pseudo R’ foi 41,10%, representando que a explicagdo da
variabilidade do resultado metédstase pela variagdo do numero de macréfagos
intratumorais imunomarcados pelo anticorpo CD206 ocorre isoladamente em grande
fra¢do dos casos (tabela 10).

Além disso, neste modelo para cada unidade de aumento do marcador CD206
intratumoral, a probabilidade de associacdo com metastases aumenta em 3%, mostrado

pelo valor da OR ("odds ratio") de 1,03 (IC 95%: 1,01-1,05). Ver tabela 10.
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Tabela 10. Regressao logistica binaria para as variaveis metastase e numero
de macréfagos CD206+ (células/mm?) no infiltrado intratumoral

Observagoes 77
LR (Chi%) 32,34
valor-p 0,000
Pseudo R’ 0,4110
Metastase OR Erro padrao z valor-p 1C 95%
CD206 T 1,03 0,01 3,44 0,00 1,01 1,05
Constante 0,43 0,22 -1,62 0,10 0,16 1,19
chi® "goodness of fit test" (valor-p) 0,9999
Area abaixo da curva ROC 0,9027

CD206 T: CD206 intratumoral; OR: "odds ratio"; LR: “likelihood ratio”; IC 95%: Intervalo de confianga de
95%.
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Ainda, para a varidvel CD206 intratumoral, a area abaixo da curva ROC
representou 90,27% da populagdo estudada, demonstrando uma alta capacidade de

classificagdo do resultado metastase pela variavel (fig. 7).
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Figura 7. Curva ROC para sensibilidade e especificidade da variavel numero de macréfagos
CD206+ (células/mmz) no infiltrado intratumoral em relagédo ao evento presenga de metastases
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6. DISCUSSAO

6.1 Melanoma lentiginoso acral

O MLA ¢ um subtipo de melanoma raro na populagdo geral (1), por este motivo
sd0 poucos os estudos dessa neoplasia com casuisticas grandes (8). O MLA foi descrito
em 1976 (16) e comegou a ser relatado formalmente nos EUA em 1986 (1). Nesse
trabalho tivemos a oportunidade de estudar um numero consideravel de MLAs,
coletados durante um periodo de pouco mais de 22 anos em dois centros de referéncia
no Brasil.

Em concordancia com a literatura, a nossa casuistica teve uma distribuigao
similar entre os géneros (54% mulheres e 46% homens) e 54% dos pacientes idosos
maiores de 65 anos (média 63.58; faixa ectaria 30 a 92 anos). A raca declarada
predominante dos pacientes com MLA do nosso estudo foi a branca (66%) seguida da
negra (33%), o qual ndo segue a tendéncia da literatura que mostra um predominio da
raca negra (1). Isto pode ser entendido considerando que existe uma grande
miscigenagdo no Brasil e que os brancos brasileiros provavelmente compartilham
aspectos genéticos de seus ascendentes da raca negra.

Dos pacientes com MLA desta investigacao, 93% tiveram o tumor nos pés. Do
total dos casos a sua localizagdo especifica foi 81% na regido plantar, 9% na pele dos
pododactilos e 3% nas regides subunguais das extremidades inferiores. Esta distribui¢do
anatomica também foi semelhante aos relatados em outro estudo de MLA em
populagao latino-americana da Colombia (6).

Os casos de MLA de nossa casuistica, no momento do diagndstico,

apresentaram-se em sua maioria com tumores de espessura >1,0 mm (81%), ulcerados
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(67%) e com mitoses presentes (78%). Além disso, em 54% destes pacientes foi
confirmada a presenga de metéstase durante sua evolucdo. Essas caracteristicas sdo em
parte semelhantes aquelas de estudo de MLA nos EUA. Nesse estudo a maioria dos
pacientes foram diagnosticados em etapas mais avancadas que o grupo OMC, sendo
59% dos tumores com Breslow >1,0 mm e somente 38% dos casos foram classificados
no estadio I (1).

O diagnostico geralmente em etapas avancadas da neoplasia sustenta a hipotese
de que o mau prognostico do MLA seria relacionado mais com o atraso no diagndstico
e conduta terapéutica que por uma caracteristica propria do tumor. Nao obstante, os
doentes com MLA tém uma sobrevida em 10 anos significativamente menor que
aqueles com OMC com estadiamento igual (1).

Outro estudo que avaliou casuistica grande de MLA em populagdo caucasiana
confirma a pior evolucdo e sobrevida dos doentes. Nessa mesma pesquisa o MLA teve
uma sobrevida em 5 anos de 29%, e foi menor que a de MES localizado em regides
acrais (maos e pés), com p<0,05. Esse trabalho demonstrou que ndo somente a
localizag@o acral ¢ suficiente para explicar o mau prognostico associado a melanomas
nestas regides anatdmicas, mas também o tipo histologico (21).

Esses resultados estimulam a procura de fatores bioldgicos intrinsecos do MLA
que possam explicar seu pior prognéstico comparado com OMC e especificamente com
MES que ¢ o subtipo de melanoma mais frequente na populagdo geral (1).

Demonstramos a maior expressao do HLA-G e IL-10 pelas células neoplasicas,
assim como o maior numero de MM2 presentes no microambiente do MLA, quando
comparado ao MES. Esses resultados sugerem que os marcadores e células estudadas
podem ser fatores relacionados ao comportamento bioldgico mais agressivo deste tipo

clinicopatoldégico de melanoma cutaneo.



70

6.2 Antigeno leucocitario humano G

A expressao do HLA-G tem sido relacionada com os mecanismos regulatorios
da resposta imune (32-36, 48). O HLA-G expresso pelo tecido neoplasico e mesmo
soluvel presente no soro dos doentes, tem sido objeto de estudo em varias condigdes
neoplasicas (48) e mesmo no melanoma cutaneo (39, 52, 98-101). A expressao do
HLA-G nos processos neoplasicos tem sido considerada como bom preditor de
malignidade e de progressdo tumoral, uma vez que a sua expressao ocorre em tumores
de alto grau histolégico e em etapas avancadas. Além disso, em outros processos
neoplasicos o HLA-G mostra significativa correlagdo com mau prognoéstico (46, 49).

Nao encontramos estudos que enfoquem especificamente a participacdo do
HLA-G no MLA. O MLA ¢ variante clinico-patologica de melanoma que se caracteriza
por comportamento bioldgico mais agressivo (1). Os mecanismos patogenéticos
relacionados e essa agressividade do MLA ainda permanecem por ser melhor
elucidados (12). O nosso estudo € o primeiro a enfocar a expressdo do HLA-G em um
grande nimero de casos de MLAs. O MES foi escolhido como grupo controle por se
tratar do tipo clinico-patolégico mais frequente de melanoma cutaneo e por ser uma
variante de comportamento bioldgico mais favoravel (1, 21).

Demonstramos, no presente estudo, que o MLA exibe maior expressdo do HLA-
G que o grupo de MES. Essa caracteristica pode representar um fator relacionado a
reconhecida agressividade do MLA (1). Além disso, a ndo expressdo do HLA-G no
lentigo maligno, que representa a variante clinico-patologica de melanoma cutaneo de
comportamento mais indolente e menos agressivo (52), corrobora o possivel papel dessa

molécula como um dos fatores relacionados a maior agressividade do MLA.
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6.2.1 Antigeno leucocitario humano G e espessura do tumor

A espessura do tumor (Breslow) ¢ uma das caracteristicas mais fortemente
associadas ao pior prognostico dos pacientes com melanoma (2, 27, 29, 102).
Demonstramos que os MLAs mais espessos (espessura >1,0 mm) apresentam maior
expressao do HLA-G que os MESs de mesma espessura estudados.

A relacdo da maior expressdo do HLA-G e espessura do melanoma (em outras
variantes clinico-patoldgicas que ndo o MLA) ¢ conflitante na literatura. Alguns autores
demonstraram ocorrer aumento da expressdo do HLA-G de acordo com a maior
espessura dos tumores (52). Outros trabalhos, entretanto, ndo encontraram diferengas na
imunomarca¢do do HLA-G de melanomas finos ou espessos (33). Ressaltamos que
nenhum desses estudos especifica o tipo clinico-patoldégico dos melanomas avaliados,
no entanto, foi sugerido que a invasividade do melanoma parece ser facilitada pelo

aumento da expressao do HLA-G (48, 52).

6.2.2 Antigeno leucocitdrio humano G, ulceragdo e mitose

Ulceragdo e mitose sdo caracteristicas relacionadas ao mau progndstico dos
pacientes com melanoma cutaneo (27, 29, 102). Demonstramos também que os MLAs
ulcerados e que exibem pelo menos uma mitose por mm” apresentaram maior expressao
do HLA-G em compara¢ao com o grupo de MES com essas mesmas caracteristicas.
Além disso, observamos maior expressdao do HLA-G no grupo de MLA com mitoses
em comparacdo com o grupo de MLA sem mitoses. Esses dados reforgam o possivel

papel do HLA-G na progressao e pior comportamento biolégico do MLA.
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Nossos resultados em relacdo a presenca de ulceracdo e expressiao do HLA-G,
entretanto, diferem daqueles observados por Fang et al. (33). Esses autores ao estudar
casuistica composta por melanomas com e sem ulceragdo, embora sem especificagdo de
que tipo clinico-patolégico de melanoma, ndo observaram diferenga na expressao do

HLA-G em relagdo a presenga de ulceragao.

6.2.3 Antigeno leucocitirio humano G e metdstase

O papel imunossupressor do HLA-G tém sido associado ao aumento da
invasividade e atividade metastatica tumoral (48). A expressdao do HLA-G no melanoma
¢ considerada um marcador de potenciais metastases, inclusive de melanomas finos
(54). O aumento dos niveis séricos do HLA-G em pacientes com melanoma tem sido
relacionados a presenca de metastases linfonodais e mesmo em transito (103). Em nossa
casuistica, houve uma maior expressio do HLA-G no MLA com metéstases em
comparagdo com o MES associados a metastase.

Nao avaliamos a expressdo do HLA-G nas metastases dos casos de MLA em
nosso estudo. Embora, hd uma pesquisa que relata expressdo desse antigeno em 37%

das amostras de tecido de melanoma metastatico (39).
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6.3 Interleucina 10

A IL-10 é um potente imunossupressor ¢ seus efeitos locais e sistémicos
representam uma estratégia de evasao tumoral da resposta imune de grande importancia
no melanoma (60).

Demonstramos que a expressdo da IL-10 no MLA ¢ maior que no MES. Este
ultimo tipo clinico-patologico de melanoma cutdneo ¢ um subtipo de melanoma com
comportamento bioldgico menos agressivo (21). No presente estudo, a maior expressao
da IL-10 no MLA associou-se as caracteristicas histopatologicas relacionadas ao pior
comportamento clinico e progndstico do melanoma cutaneo, tais como a espessura do

tumor, ulcerag¢do, mitoses e metastase (27, 29, 102).

6.3.1 Interleucina 10 e espessura do melanoma

Alguns estudos abordaram a associacdo da IL-10 e a progressdo do melanoma,
sendo considerada como um dos fatores promotores da progressdo e invasdo tumoral
(56, 59, 60, 104). A IL-10 favorece a passagem da fase de crescimento radial para
vertical do melanoma, sendo que esta molécula aumenta progressivamente a sua
expressao desde os melanomas in situ (33%), invasivos (89%) e metastaticos (100%). A
IL-10 mostra correlagdo positiva com a espessura do melanoma (56). Outra evidéncia
do papel da IL-10 na facilitagdo da progressdo do melanoma ¢ o aumento dos niveis
séricos dessa citocina com o aumento do indice de Breslow nos doentes com melanoma

(105).
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Em nosso estudo, observamos que a expressao da IL-10 foi maior nos MLAs de
espessura <1 mm e espessos em comparacdo com o MES. O MLA, mesmo nas suas
fases iniciais, expressa esse fator relacionado a invasividade, fato que estaria associado

ao seu comportamento bioldgico mais agressivo.

6.3.2 Interleucina 10, ulceracdo e mitose

Nossa revisdo da literatura ndo encontrou nenhum estudo que correlacione a
expressdo da IL-10 com ulceragdo e a mitose no melanoma. Observamos maior
expressao da IL-10 nos MLAs com ulceragdo e mitose em comparagdo com 0s grupos
de MES, com essas mesmas caracteristicas. Podemos considerar que a maior expressao
da IL-10 no MLA pode ser um dos fatores relacionados a essas caracteristicas de mau
progndstico do melanoma (27, 29, 102). Por outro lado, os MLAs nao ulcerados
também apresentaram maior expressao da IL-10 que os MESs sem ulceragao. Podemos
dizer que o MLA apresenta essa caracteristica relacionada aos mecanismos de supressao
da resposta imunoldgica antitumoral ja em suas fases iniciais, quando comparado com

melanoma de comportamento bioldgico menos agressivo.

6.3.3 interleucina 10 e metdastase

A maior expressdo da IL-10 nas lesdes primarias de MLAs associadas a

metastases comprovadas em comparagdo com MES, pode estar relacionada com o

envolvimento desta citocina na agressividade do MLA.
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A expressdo da IL-10 foi previamente associada com metastases e pior
sobrevida em pacientes com melanoma, entretanto ndo especificamente casos de MLA
(56, 59, 60). Nas metastases cutdneas de melanomas foi verificada menor expressao da
IL-10 e de seu receptor que na pele sadia. Entretanto, vale ressaltar que a metastase
cutdnea pode ndo apresentar as mesmas caracteristicas que o tumor primario (106).

Os niveis séricos da IL-10 também mostram-se aumentados em concordancia
com a progressao do melanoma, sendo mais altos de acordo com o pior estadiamento
dos pacientes, incluindo aqueles com metastases a distancia (107).

Em nosso estudo observamos que os MLAs associados a metéstases (36 casos)
apresentaram maior expressao da IL-10 que os MLAs ndo associados a metastase apos
cinco anos de seguimento (8 casos). Por outro lado, ndo podemos afastar a possibilidade
de que a diferenga numérica entre os dois grupos de MLA comparados pode ter

influenciado esse resultado.

6.4 Antigeno leucocitario humano G e interleucina 10 na progressao/invasio
tumoral e ulceracio dos grupos de melanoma lentiginoso acral e de melanoma

extensivo superficial

Se considerarmos a espessura e ulceracdo do melanoma como fatores
relacionados a progressdo das lesdes (2), ¢ interessante ressaltar que os resultados
obtidos nesse trabalho ndo demonstraram haver diferencas significativas na expressao
do HLA-G e IL-10 dentro do grupo de MLA e de MES em relacio a essas
caracteristicas. E possivel que outros fatores patogénicos, combinados com os aqui

estudados podem também estar relacionados com a progressao das lesdes de melanoma.
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6.5 Macrofagos M2 imunomarcados pelos anticorpos CD163 e¢ CD206 no

microambiente de melanoma

Os MM2 tém fungdes anti-inflamatérias e proangiogénicas (70, 71). Os
macrofagos associados ao tumor (TAM) exibem fendtipo predominante de MM2 (80).
Essa populacdo macrofagica presente no microambiente tumoral tem sido relacionada
com o pior prognostico das lesdes e mesmo proposta como um potencial alvo na
terapéutica antineoplasica (81).

Os MM2 promovem o crescimento tumoral devido & sua capacidade de
estimular a producdo do VEGF A, C e D que resulta em angiogénese e linfangiogénese.
Estas auxiliam o crescimento invasivo dos tumores e sua consequente disseminacdo
metastatica (86, 87, 108) .

Nossa investigacdo ¢ a primeira a demonstrar a participacio dos MM2 no
ambiente tumoral do MLA.

Os trabalhos encontrados na literatura médica enfocam a participacdo dessa
subpopulagdo macrofagica principalmente no melanoma ocular humano (72, 79), em
melanomas cutdneos em geral sem focar essa analise em um tipo histoldgico especifico
(69) e em modelos experimentais de melanoma (108). A maior densidade de TAM
estaria associada a maior invasividade e metdstase nos melanomas cutaneos e de
mucosa (109, 110).

Optamos por demonstrar os MM2 através de sua marcagdo com dois anticorpos
(CD163 e CD206), uma vez que existe controvérsia na literatura sobre qual seria o
melhor marcador dessa subpopulacdo macrofagica nos tecidos (82), mas observamos

resultados bastante semelhantes com os dois marcadores.
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Optamos por fazer a andlise morfométrica dos MM2 nas regides intra e
peritumoral separadamente, uma vez que microambientes diferentes podem influenciar
o macrofago a adquirir fungdes especificas para colaborar com os requerimentos das
células neoplésicas (110).

Os nossos resultados demonstraram que o microambiente tumoral do MLA
exibe maior nimero de MM2 que o de MES. Esse seria mais um fator relacionado ao
mau comportamento biolégico do MLA, uma vez que os MM2 presentes no

microambiente tumoral estdo relacionados ao pior progndstico de neoplasias (69, 79).

6.5.1 Macréfagos M2 no microambiente tumoral, espessura, ulceracio e

mitose

Demonstramos que os MLAs mais espessos (Breslow >1,0 mm), ulcerados e
apresentando mitoses (>1/mm?) apresentaram uma maior expressio de macrofagos
CD163+ e CD206+ no infiltrado inflamatorio intratumoral e peritumoral comparado
com os MESs com aquelas mesmas caracteristicas histopatoldgicas. Os melanomas que
apresentam espessura >1,0 mm, ulceracdo e mitoses sdo considerados tumores de pior
prognostico (27, 29, 102). Nos observamos que, entre os melanomas estudados com
essas caracteristicas histopatologicas vinculadas ao mau progndstico, o grupo de MLA
teve ainda um maior numero de MM2 no seu microambiente. Esses resultados estdo de
acordo com os de Storr ef al. Esses autores demonstraram associagao do alto nimero de
macrofagos (CD68+) infiltrantes e as caracteristicas histopatolégicas de maior

agressividade no melanoma (tumores espessos, ulcerados e alta taxa mitotica).
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Entretanto, nesse trabalho ndo houve a discriminagdo entre MM1 e MM2 do infiltrado
do microambiente tumoral (111).

A espessura do tumor ¢ uma das caracteristicas mais estreitamente vinculadas
com o mau prognostico em pacientes com melanoma (27, 29, 102). Tanto no grupo de
MLA, como no de MES verificamos um maior nimero de MM2 CD163+ ¢ CD206+ no
infiltrado intratumoral dos tumores mais espessos. Esta mesma diferenca foi observada
na area peritumoral do MES na analise de MM2 CD163+. Esses resultados demonstram
haver relacdo entre o aumento da espessura/invasdao dos dois tipos histologicos de
melanoma estudados com a populacio de MM2, especialmente aqueles presentes no
microambiente intratumoral. Este resultado ¢ concordante com o relatado por Storr et
al. (111) e Jensen et al. (69), embora esses autores nao tenham enfocado o MLA
isoladamente.

Além disso, o nimero de MM2 CD206+ do infiltrado intratumoral dos MLAs
ulcerados foi maior que o daqueles MLAs ndo ulcerados. Esses resultados sdo
concordantes com os de Storr et al. (111) que encontraram maior nimero de
macrofagos infiltrando o tumor nos melanomas ulcerados e de Jensen et al. (69) que
demonstraram maior nimero de MM2 na regido peritumoral dos melanomas ulcerados.

Observamos também maior numero de MM2 imunomarcados tanto por CD163
como por CD206 no infiltrado inflamatério intratumoral dos MLAs com mitoses
quando comparados aos MLAs sem mitoses. A presenca de mitose ¢ uma caracteristica
relacionada ao pior prognéstico do melanoma (27, 29, 102). Portanto, a maior densidade
de MM2 no ambiente intratumoral dos MLAs com mitose pode ser considerada um
fator relacionado a promoc¢ao da progressdo do melanoma, e do MLA em particular. Na
literatura foi relatada uma maior densidade de macréfagos infiltrando o tumor nos

melanomas com indice mitotico alto (111).
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6.5.2 Macrofagos M2 no microambiente tumoral e metdstase

Os MM2 estdo envolvidos na promogao da proliferacao celular, invasividade,
angiogénese e finalmente a metastase de neoplasias (66-71, 79). Nesse estudo
encontramos uma maior densidade de MM2 CD206+ no infiltrado inflamatorio
intratumoral dos MLAs associados a metastases do que nos de MESs também com
metastases. A associa¢do de metastase com o maior nimero de MM2 (CD163+ ¢
CD206+) no microambiente intratumoral também foi observada quando comparados os
MLAS com e sem metastase, assim como 0os MES associados ou ndo a metastases.

Os nossos resultados sdo concordantes com os de Emri et al. (2013). Esses
autores observaram correlagcdo entre macrofagos CD163+ infiltrando o melanoma e o
desenvolvimento de metéstases. Essa pesquisa, entretanto, nao envolveu casos de
MLAs (112). O numero aumentado de macrdéfagos infiltrando o melanoma
correlaciona-se com a densidade microvascular e invasdo angiolinfatica pela neoplasia.
Portanto, os macrofagos tém papel importante no crescimento e disseminacdo do
melanoma (111).

A populacdo de MM2 no microambiente do melanoma e de outros tipos
de tumores tem sido relacionada ao pior desfecho evolutivo dos pacientes (79). A
densidade do infiltrado de macrofagos CD163+ na regido intratumoral exibe relacao
com a menor sobrevida dos doentes com melanoma cutaneo (69). Os resultados de
nosso trabalho sugerem fortemente que os MM2 do microambiente intratumoral do
MLA devem também ser fatores envolvidos no comportamento bioldgico ruim e maior

agressividade desse subtipo clinico-patolégico de melanoma.
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6.6 Analise conjunta dos fatores regulatorios dependentes das células neoplasicas e
do microambiente tumoral possivelmente implicados no comportamento biologico

do melanoma lentiginoso acral

A analise estatistica realizada demonstrou haver no MLA uma correlagdo
positiva entre a expressao do HLA-G e IL-10, que sdo fatores imunorregulatdrios
envolvidos na evasdo das neoplasias a resposta imunologica do hospedeiro e
promotores da progressdo tumoral. Desse modo, acreditamos que a escolha desses
marcadores foi adequada para a analise proposta, uma vez que a IL-10 promove a
expressao do HLA-G pelas células neoplasicas e este, por sua vez induz a producdo da
IL-10, estabelecendo-se um circulo vicioso (32). A IL-10 também esta envolvida na
polarizagdo de MM2 (74), desse modo haveria uma relagdo entre a maior densidade de
MM2 no microambiente do MLA e a expressio da IL-10 pelos melandcitos

neoplésicos.

Houve também correlagdo positiva entre os marcadores de MM2 analisados
(CD163 e CD206). Esse resultado sugere que os marcadores escolhidos foram
adequados para demonstrar a populacio de MM2 no microambiente dos melanomas
estudados. A identificacio de MM2 nos tecidos tem sido tema de controvérsias na
literatura, em particular para a demonstragdo desse subtipo de macréfagos nos
microambientes neoplasicos (82).

A expressio do HLA-G e da IL-10 também pode ocorrer em células
inflamatorias que infiltram o tumor, como os macrdfagos, linfocitos e CDs (30, 44, 82).
Nos casos imunomarcados com os anticorpos anti - HLA-G e anti - IL-10 observamos a

expressdao dessas moléculas ndo somente pelas células melanociticas neoplasicas, mas
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também por algumas células da resposta inflamatéria do microambiente tumoral,
embora de maneira pouco expressiva (resultado ndo ilustrado). Optamos, entretanto, por
quantificar manualmente a expressio do HLA-G e da IL-10 pelos melandcitos
neoplésicos, uma vez que na analise morfométrica por um “software” automatizado, as
células da resposta inflamatdria intratumoral imunomarcados para HLA-G e IL-10
poderiam eventualmente ser confundidos com células neoplésicas imunomarcadas,
supervalorizando a expressao tumoral de HLA-G e IL-10.

O modelo de regressao logistica binario realizado demonstrou que o nimero de
MM2 intratumorais imunomarcados pelo anticorpo CD206 foi o fator de maior poder de
associacdo com o evento metastase. Nesse modelo, a cada unidade de incremento do
marcador CD206 intratumoral, a probabilidade de associagdo com metéstases aumenta
em 3%. Além disso, a variavel MM2 CD206+ intratumoral teve o potencial de
classificar corretamente o resultado metastase em 90,27% da casuistica estudada. Além
disso, a varidvel MM2 CD206+ intratumoral apresentou isoladamente a capacidade de
explicar em 41,10% a variabilidade do resultado metastase.

Jensen et al. demonstraram que pacientes com melanomas com denso infiltrado
de MM2 na regido intra ou peritumoral apresentam menor sobrevida (69). O aumento
de mortalidade devido a metastases também foi relacionada com o maior niimero de
MM2 no melanoma ocular (79).

Essa tese ¢ a primeira investigacdo a demonstrar a participagdo do HLA-G, IL-
10 e dos MM2 no microambiente tumoral do MLA. Nao pudemos, entretanto, analisar a
relacdo da expressdo do HLA-G, IL-10 e densidade de MM2 com o tempo de sobrevida
e morte dos doentes estudados devido as dificuldades de seguimento da casuistica
atendida no nosso complexo hospitalar. Muitos doentes atendidos sdo procedentes de

diferentes regides do pais e geralmente retornam aos seus locais de origem apds os
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procedimentos terapéuticos. Entretanto, o evento metastase ¢ uma caracteristica de
agressividade das neoplasias e fator de mau prognoéstico. Os resultados obtidos sugerem
fortemente que as caracteristicas inerentes ao proprio MLA, como a expressdo do HLA-
G e IL-10, assim como os MM2 do seu microambiente tumoral, sdo fatores
relacionados ao seu comportamento bioldgico agressivo € mau progndstico.

Os resultados obtidos podem contribuir para o estudo e desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas que visem bloquear os fatores imunorreguladores
inerentes do tumor e presentes no microambiente tumoral, para promover ¢ melhorar a
resposta imunitaria antitumoral de doentes com melanoma, especialmente aqueles que
possuem variantes de tumores de comportamento bioldégico mais agressivo como o

MLA.
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CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

A expressdo do HLA-G e da IL-10 ¢ maior no MLA que no MES.

No presente estudo, a maior expressdo do HLA-G e da IL-10 no MLA associou-
se as caracteristicas histopatologicas relacionadas ao pior progndstico do
melanoma cutineo, tais como a espessura do tumor, ulceracdo, mitoses e

metastase.

A IL-10 expressa pelos melanocitos neopldsicos, representaria fator
imunossupressor presente nas fases iniciais da progressao tumoral do MLA, uma
vez que esses tumores de espessura <I mm e ndo ulcerados ja exibem maior

expressao dessa citocina que os MESs com as mesmas caracteristicas.

No MLA ocorre correlagdo positiva entre a expressdo do HLA-G e IL-10, que
sdo fatores imunorreguladores envolvidos na evasdo da neoplasia a resposta

imunolodgica do hospedeiro e promotores da progressao tumoral.

A populacdo de MM2 ¢ maior no microambiente tumoral do MLA que no de

MES.

O maior nimero de MM2 no MLA ocorre em concordancia com as
caracteristicas histopatoldgicas relacionadas ao pior prognostico do melanoma,

como maior espessura, ulceragao e mitoses.
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O nimero de MM2 intratumorais imunomarcados pelo anticorpo CD206

mostrou-se como o fator de maior poder de associagdo com o evento metastase.

Os resultados obtidos sugerem fortemente que as caracteristicas inerentes ao
MLA, como a expressdo das moléculas imunomoduladoras HLA-G e IL-10
pelas células neoplasicas, assim como os MM2 do seu microambiente tumoral,
sdo fatores relacionados ao seu comportamento biologico agressivo e de mau

prognostico.
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