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Resumo

Anger M. Expresséao de proteinas da apoptose em melanoma cutaneo [tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008.

Melanoma cutaneo ainda constitui a principal causa de morte por can-
cer de pele nos paises desenvolvidos. A variabilidade do comportamento
clinico dessa neoplasia tem sido apenas parcialmente explicada pelos as-
pectos clinicos e histolégicos, e a identificacdo de variaveis biolégicas pode
vir a ser importante na determinagédo de grupos de risco especificos. Foram
estudados 69 pacientes com melanoma cutaneo primario de diversos graus
de gravidade, tratados entre 1990 e 2007, com o intuito de verificar aspectos
clinicos e epidemiolégicos, preparar Tissue microarray (TMA) para estudo
dos melanomas cutaneos primarios com espessura maior que 1,0 mm, ava-
liar por analise imuno-histoquimica a expressao das proteinas da apoptose
celular Bcl2, Bax, Bak, Apaf-1, Caspase 3, Caspase 9, Caspase 8, FasL e
Fas em nevos-controle e em melanomas primarios com espessuras meno-
res € maiores que 1mm, e correlacionar a expressao dessas proteinas da
apoptose com a evolugdo de melanomas cutaneos primarios. Os resultados
ratificaram tanto dados epidemiolégicos ja publicados em relagdo a sexo,
idade e local da lesdo, quanto a correlacao entre a evolugdo da doenca e 0s
indices de Breslow. A andlise dos escores compostos relativos a expressao
das proteinas da apoptose revelou que o perfil imuno-histoquimico dessas
proteinas parece nao ter significado progndstico, uma vez que nao houve
diferencas de expressao entre pacientes com e sem doenca disseminada.
Nao foram encontradas alteracdes na expressao das proteinas da apoptose
estudadas que pudessem sugerir 0 seu envolvimento tanto na génese quan-
to na progressdao de melanoma primario. O perfil imuno-histoquimico com
tendéncia pré-apoptética parece indicar que outros fatores seriam responsa-
veis pelo crescimento e disseminacao da neoplasia.

Descritores: 1.Neoplasias cutaneas 2.Melanoma 3.Apoptose 4.Bcl2
5.Caspases 6.Proteina ligante Fas 7.BAX 8.BAK 9.Apaf-1.
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Summary

Anger M. Apoptosis proteins expression in cutaneous melanoma. [thesis].

Sao Paulo: Medicine School, University of Sdo Paulo; 2008.

Cutaneous melanoma still constitutes the main cause of skin cancer death in
developed world. Clinical behavior variability of this neoplasia has been only
partially explained by clinical and histological aspects, and identification of
biological variables can be important for determining specific risk groups.
Sixty nine (69) patients with mild to severe primary cutaneous melanoma
treated in 1990-2007 were studied aiming at (a) verifying clinical epidemiol-
ogical aspects, (b) generating a Tissue microarray (TMA) for characterizing
proteins expression of cutaneous melanoma > 1.0 mm, (c) analyzing the
immunohistochemical expression of the apoptosis proteins Bcl2, Bax, Bak,
Apaf-1, Caspase 3, Caspase 9, Caspase 8, FasL e Fas in 10 control nevi
and in primary melanomas with thickness < 1imm and > 1mm, (d) and corre-
lating these proteins expression with the disease prognosis. Results have
ratified known epidemiological date on gender, age and lesion localization as
well as the correlation between the disease prognosis and the Breslow's in-
dexes. Analysis of the composite scores relating to apoptosis proteins has
revealed that their immunohistochemical profile seems to be not significant
for determining the disease prognosis, since no differences in proteins ex-
pression were found when compared patients with and without disease dis-
semination. Alterations in proteins expression suggesting their role in the
genesis as well as in the prognosis of primary melanoma were not evi-
denced. Immunohistochemical profile with pro-apoptosis trend seems to in-
dicate other factor as responsible for the neoplasia growth and dissemina-
tion.

Keywords: 1.Skin neoplasias. 2.Melanoma 3.Apoptosis. 4.Bcl2
5.Caspases 6.Fas ligant protein 7.BAX 8.BAK 9.Apaf-1.



1. Introducao

Os melanomas podem se desenvolver em qualquer tecido em que e-
xistam melandcitos que, por sua vez, sdo células pigmentadas encontradas
em quase todos os organismos vivos. Nos seres humanos, esses melandci-
tos se originam das células neuroendécrinas, e sdo encontrados em diver-
sas localizagbes do corpo humano como a pele, os olhos, a membrana epi-
telial da orelha interna e as leptomeninges. O melanoma cutaneo é a forma
prevalente da doenca'’.

Em populagcbes caucasianas, trata-se do segundo tipo de cancer com
disseminacdao mais rapida e, embora se trate de neoplasia com bom prog-
néstico quando diagnosticada precocemente, estd associada com uma das
mais altas taxas de mortalidade nos casos de doenca mais avancada®, a-
tingindo taxas de sobrevida em cinco anos tao baixas quanto 41% em casos
de metastases regionais em nédulos linfaticos.

Nos ultimos anos, a incidéncia do melanoma cuténeo primario vem a-
presentando aumento estavel e preocupante decorrente, principalmente, de
exposicao mais constante da pele ao sol, 0 que acarreta dano genético de-
corrente de radiagdo ultravioleta®®, que vem sendo considerada o principal
fator etioldgico de cancer de pele'®.

Variaveis clinicas e histolégicas, como os indices de Breslow, o tama-
nho e a localizagdo da lesao inicial, € a presenca de ulceracao e/ou de inva-

sao vascular vém sendo consideradas os unicos instrumentos mais adequa-



dos para a avaliacao prognéstica dos casos de melanoma; todavia, como se
trata de doenca com comportamento clinico muito peculiar a cada paciente,
nem sempre essas variaveis sao suficientes para predizer com acuracia o
prognostico especifico a cada caso'. Por isso, a despeito de os aspectos
clinicos e epidemioldgicos ja estarem aparentemente bem determinados,
ainda sao importante contribui¢cdes clinicas e epidemiolégicas que enrique-
cam ainda mais esse conhecimento, e € este 0 motivo do primeiro objetivo
deste trabalho: Estudar os aspectos demograficos, clinicos e morfolégicos
em melanomas cutaneos primarios.

Por outro lado, os avangos nas pesquisas genémicas realizados na ul-
tima década vém colaborando, igualmente, para o entendimento mais amplo
do melanoma. Observag¢des moleculares certamente virdo a influenciar efe-
tivamente no diagnédstico, na classificacdo, no prognéstico e no tratamento
do melanoma®.

Neste sentido, além de outras aberragcdes moleculares, defeitos na re-
gulacédo da apoptose vém sendo associados com a progressdao do melano-
ma, sua disseminagdo e mesmo sua resisténcia aos regimes quimioterapi-
cos®.

Ha consenso entre os pesquisadores que existem duas vias principais
para apoptose: a intrinseca e a extrinseca, nas quais participa uma série de
proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptédticas cuja funcao € regular os mec-
nismos de regulagdo da morte celular programada'®.

Dentre essas proteinas, ja foram principalmente associadas a génese

e/ou a progressdo do melanoma cutaneo APAF-1>1°°>¢": Bax e Bak®**’; e



Fas e FasL®"®°. A maior parte dos estudos referem-se, porém, a expressao
de Bcl-2'044596370.71.79 "nrovavelmente por ter sido a uma das primeiras pro-
teinas identificadas no mecanismo da apoptose'’.

Os resultados de estudos que tentam relacionar a expressao dessas
proteinas ao melanoma, contudo, ainda sdo controversos. Além disso, es-
ses estudos empregam diferentes técnicas para leitura da expressao dessas
proteinas, bem como utilizam diferentes metodologias para elaborar critérios
que determinem tanto padrdes de positividade e negatividade quanto pa-
drdes normais de expressao dessas proteinas.

Mais recentemente, o uso de Tissue microarrays (TMA) tem se mos-

1,15,22,35,41 _Em nosso

trado técnica util para o estudo de melanomas malignos

meio, a técnica de TMA também foi utilizada em blocos de melanoma para
. , . 46,61,62 :

pesquisas das proteinas do ciclo celular . Neste sentido, com os resul-

tados relatados com o uso dessa técnica, propusemo-nos a desenvolver

TMA para estudo dos melanomas primarios com espessura maior que 1,0

mm, 0 que constituiu o segundo objetivo desta investigacao.

Por fim, considerando que o eventual encontro de falhas no controle da
apoptose poderia vir a elucidar a vantagem proliferativa nas células neopla-
sicas, esta pesquisa se voltou principalmente para a avaliagdo imuno-
histoquimica da expressao das proteinas da apoptose celular APAF-1, Bcl-2,
Bak, Bax, Caspase 9, Caspase 3, Fas, Fas-L e Caspase 8 em nevos-
controle e em melanomas cutaneos primarios, e correlacionar esses acha-

dos com a evolugéo da doenga.



2. Objetivos

Este estudo foi realizado com os seguintes objetivos:

- Estudar os aspectos clinicos e epidemiol6gicos em melanomas cuta-

neos primarios.

- Avaliar por analise imuno-histoquimica a expressao das proteinas da
apoptose celular Bcl2, Bax, Bak, Apaf-1, Caspase 3, Caspase 9, Caspase 8,
FasL e Fas em nevos-controle e em melanomas primarios com espessuras

menores e maiores que 1mm.

- Correlacionar a expressao das proteinas da apoptose celular com a

evolugédo de melanomas cutaneos primarios.



3. Revisao de literatura

3.1 Melanoma

Embora j4 constasse das escrituras de Hipdcrates (460 a 375 a.C.)
descricao pertinente ao melanoma, esse termo s6 veio a ser cunhado em
1838, quando Robert Carswell o utilizou para descrever lesbes malignas
pigmentadas da pele’®.

Sabe-se, hoje, que o0 melanoma é um tumor de origem neuroectodér-
mica, que resulta da transformacdo dos melandcitos epidérmicos que mi-
gram da crista neural para toda a epiderme durante a embriogénese. Os
melandcitos, por sua vez, sdo células encontradas ao longo da camada ba-
sal da epiderme, cuja principal funcao é a producao do pigmento melanina,
conferindo tom castanho a pele, e é importante pela fotoprotegcdo natural.
Normalmente estdo quiescentes, podendo apresentar discreta atividade mi-
tética, em funcdo de estimulos agressivos, como ocorre na cicatrizacao ou
na radiacdo ultravioleta'®.

Uma vez que mecanismos de invasao e disseminacao sao caracteristi-
cas inatas dos melandcitos, o0 melanoma cutaneo apresenta grande potenci-
al para metastatizacdo, mesmo em fases iniciais de sua manifestacao, razao
pela qual constitui uma das neoplasias mais graves dentre as lesdes de pe-
le, com alto indice de mortalidade quando diagnosticado tardiamente’.

A incidéncia de melanoma primério é historicamente baixa, mas vem



aumentando gradualmente nas ultimas quatro décadas, principalmente em
populacdes de pele clara, que parecem apresentar maior suscetibilidade
para esse tipo de tumor, hipétese que se fortalece no fato de a sua ocorrén-
cia ser significativamente inferior em populagdes de raga negra e amare-
la’>"". De modo geral, afeta homens e mulheres brancos em proporgées
semelhantes, embora estudos epidemioldgicos realizados em diferentes pa-
ises indiquem maior prevaléncia ora no sexo masculino ora no feminino®.
No Brasil, parece haver predominio de mulheres com idade superior a 40
anos afetadas pela doenga'®. Essa diferenca parece estar relacionada a
cultura de cada pais no que se refere a quem expde qual parte do corpo ao
sol com maior freqtiéncia®™.

De fato, dependendo do local da lesdo, homens e mulheres sdo aco-
metidos em freqUéncias diferentes. Lesées em tronco sdo mais freqlentes
entre homens, enquanto as lesées em membros inferiores prevalecem entre
as mulheres'"'*?”. J4 as lesdes na regido de cabeca e pescogo € em mem-
bros superiores ocorrem em freqiiéncias semelhantes em ambos os sexos .

No sul do Brasil, 0 aumento relativo da incidéncia de melanoma entre
1979 e 1987 foi de 38% entre os homens e de 11% entre as mulheres®. Es-
se aumento, ainda que em propor¢cdes menores, foi ratificado posteriormen-
te em levantamento realizado em Sao Paulo, abrangendo o periodo entre
1963 e 1997,

Esses dados brasileiros ndo séo diferentes de resultados de estudos

9,19,40,48-52,56

epidemioldgicos realizados em paises desenvolvidos , que de-

monstraram que a freqiéncia de novos casos aumenta desde cerca de 3%-



7% ao ano, e chega a dobrar a cada periodo de 10-15 anos, conforme a
populacdo estudada’’.
O maior aumento na ocorréncia dessa neoplasia refere-se geralmente

48,51
u

a lesdes de menor espessura ou in sit , embora haja relatos de aumento

no nimero de pacientes do sexo masculino com lesdes mais espessas'®*
que se contrapdem, por sua vez, a observacao de outros autores de que
nos ultimos anos houve progressiva diminuicao na incidéncia dessas lesoes
mais profundas, resultando em melhora dos indicadores prognésticos™®.

Essa menor ocorréncia de lesdes mais profundas parece decorrer de
diagnéstico mais precoce associado com campanhas de prevengao contra o
cancer de pele, as quais enfatizam a importancia dos fatores de protecéo a
radiagao solar®.

Atualmente, o melanoma diagnosticado em fase precoce da doenca é
potencialmente curavel, embora apresente letalidade ainda bastante alta
nos casos de diagndstico tardio®. Ressalte-se que, geralmente, este tumor
apresenta duas fases distintas. Na fase inicial, a lesdo apresenta crescimen-
to radial, é plana e pequena, e possui comportamento menos agressivo. Na
fase seguinte, o crescimento da lesao passa a ser vertical; as células malig-
nas se localizam mais profundamente na derme reticular podendo, inclusive,
invadir o subcutaneo, e apresentam pior prognéstico’®. Sua agressividade é
proporcional a sua capacidade de infiltrar a derme na transicdo de cresci-
mento radial para crescimento vertical.

O tratamento dessa condicao, inicialmente proposto 150 anos atras,

tem sido um desafio ao longo dos anos, especialmente no que concerne a



evitar a recorréncia do tumor primario, e a sua evolugao esta diretamente
relacionada com 0s avan¢os nos conhecimentos sobre a biologia e a histéria
natural da doenca. Em 1857, William Norris descreveu a ressecgdo ampla
para o tratamento do tumor primario®; um ano mais tarde, Pamberton advo-
gava a ressecgdo ampla e profunda’®; em 1892, Herbert Snow descreveu a
excisdo da cadeia linfonodal simultanea a resseccédo do tumor primario; e
em 1907 Handley passou a recomendar a resseccdo em blocos com mar-
gens amplas®.

Até 40 anos atras, o tratamento cirurgico recomendado era a ressec-
cao ampla do tumor com margens de segurancga de até 5 cm além da borda
tumoral, incluindo a fascia muscular subjacente quando possivel; no entan-
to, o indice de sobrevida de cinco anos ainda era baixo, levando a procura
de novos métodos de tratamento. Por essa razdo, diversos estudos realiza-
dos nas décadas de 1950 e 1960 procuraram estabelecer os fatores prog-
nésticos relacionados ao melanoma.

Em 1969, Clark et al."® propuseram critério de estadiamento das lesées
fundamentado nos niveis de invasao da pele, e, a partir de entao, a classifi-
cacao do melanoma e a indicacao de agressividade tumoral foram estabele-
cidas em fungdo desses critérios. Posteriormente, Breslow e Macht® eviden-
ciaram a importancia da espessura em milimetros do melanoma primario, e

esse indice passou a ser o indicador prognéstico mais importante®'*®

em
associacdo com dados sobre ulceragdo, mitose e regressao’ .
Deste modo, taxas mais altas de sobrevida tém sido relatadas devido a

diagnéstico clinico mais preciso associado com uso de dermatoscopia, exci-



sdo da lesdo suspeita com margem minima de 1 mm a 2 mm, seguida de
cirurgia adequada aos resultados do exame anatomo-patolégico. Além dis-
so, o estudo do linfonodo sentinela e da margem de seguranca oferece da-
dos que podem ser muito importantes na avaliacdo progndéstica desses pa-
cientes™.

No entanto, pacientes com fatores prognésticos clinicos e anatomo-
patolégicos semelhantes podem evoluir de forma diversa, ora favoravelmen-
te, ora com disseminacdo da doenca, o que provavelmente seja devido a
propriedades intrinsecas dessas células cancerosas. Dai diversos estudos
estarem sendo conduzidos na busca de informag6es mais diretivas especi-
almente voltadas para as alteragdes genéticas envolvidas na tumorigénese
e na progressao do melanoma®*®+7®.

E bem conhecido o ganho de sobrevida em células cujo mecanismo de
apoptose foi bloqueado por mutagdes ou desvios metabdlicos, e ha descri-
cbes da influéncia de algumas proteinas de sua cascata no comportamento
bioldgico dos melanomas '326:4°47:7079,

O controle do ciclo celular requer delicado equilibrio que, sendo altera-
do, pode acarretar divisdo celular ndo controlada, e assim dar inicio a uma

transformacao maligna, resultado da interacao de fatores genéticos, consti-

tucionais e ambientais.

3.2 Apoptose

A morte celular pode ocorrer por processo acidental de agressdo com
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degeneracao, necrose tecidual, presenca de edema, ruptura da membrana e
inflamacao, ou por processo intracelular com fragmentagéo de suas estrutu-
ras e alteracdo da membrana plasmatica seguida da remocao organizada
por fagocitose, sem alterar as células saudaveis da sua vizinhanca. Morte
celular programada representa um mecanismo de degeneracdo normal de
tecidos vivos de um organismo, numa sequiéncia de eventos baseados no
metabolismo celular que levam a destruicao da célula. Pode ocorrer tanto no
desenvolvimento normal dos tecidos como em doencas®®®'.

Apoptose € a forma de destruicdo da célula estimulada por agdes in-
tracelulares ou por intermediacao de receptores. Diferentemente da morte
celular decorrente de traumas ou agressdes a célula, este € um mecanismo
fisiolégico que visa a eliminagdo de células, e alguns autores o classificam
separadamente da morte celular programada, por se originar em estimulos
fisicos ou quimicos e néo representar degeneragdo normal da vida de um
organismo>'.

O interior da célula possui mecanismo sofisticado que a leva a morte, e
a mitocondria é estrutura importante na intermediacdo da apoptose. No seu
interior e no espaco entre as membranas mitocondriais interna e externa,
existem proteinas com a capacidade de ativar a apoptose, entre as quais
uma das mais estudadas é o citocromo c, que, quando liberadas no cito-
plasma, levam a alteracées cujo resultado final é a morte celular'”*2.

A apoptose € controlada por fatores extra e intracelulares, e tem inicio

em resposta a estimulos variados que podem ocorrer por duas vias: a ex-

trinseca e a intrinseca (Figura 1).
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Via Extrinseca Via Intrinseca

RECEPTORES
MITOCONDRIA

Fas-L + Fas

Caspase 8
Smac/DIABLOD
Citocromo ¢
&—— Caspased <=—— +
Caspase 3 \ APAE-1
Caspase & CasRasE
MORTE CELULAR

Figura 1. Vias da apoptose.

A via extrinseca se inicia com a ligacéo de receptores especificos para
a morte celular na membrana plasméatica, como o Fas (inibidor da apopto-
se), as proteinas apoptéticas, como o Fas-L (Fas ligante)*®*®®, formando
complexos (Apo-1/Fas) que atraem moléculas da proCaspase-8. Essa Cas-
pase-8 ativa, posteriormente, o efetor Caspase-3 e induz a apoptose®'*2
Assim, a Caspase-8 é considerada especifica na via extrinseca da apopto-
se'®,
A via intrinseca atua na homeostasia intracelular, e algumas dessas
proteinas da apoptose atuam no nivel das membranas interna e externa da

mitocéndria, aumentando a permeabilidade da membrana externa e possibi-

litando a saida para o lisossoma de substancias que atuam na morte celular;
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a esse processo da-se o nome de Permeabilizagcdo da Membrana Mitocon-
trial Externa, ou MOMP®**’.

Os executores centrais sdo as proteinas denominadas Caspases, va-
rias das quais tém a funcao de iniciar o processo (Caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9,
10), ativando enzimas desse ciclo. Outras Caspases (3, 6, 7) tém funcao
efetora no processo, degradando estruturas celulares. O citocromo ¢ estimu-
la a formagcdo da APAF-1 (apoptosis-activating factor-1) que, em conjunto
com a protoCaspase 9, ativa a Caspase 9 que, por sua vez, interfere na cli-
vagem de efetores como as Caspases 3, 6 e 7. Esse € um ponto sem retor-
no no processo de apoptose®>#7°.
Ha descricbes de vias de apoptose que independem das Caspases e

que sdo reguladas pelas proteinas da familia Bcl®'

, que consiste em um
grupo grande de proteinas que atuam na mitocéndria, algumas com funcao
pré-apoptotica, e outras com agédo anti-apoptética. As proteinas Bax (locali-
zada no citoplasma) e Bak (localizada na membrana mitocondrial) tém fun-
cao pro-apoptética, observando-se em sua delecao uma resisténcia celular
a um largo espectro de estimulos apoptéticos. Ja a proteina Bcl-2 e outras,
como a Bcl-xL, tém funcéo anti-apoptética, bloqueando a liberacdo do cito-
cromo ¢ da mitocondria® 33870,

J& esta bem estabelecido que falhas no processo de apoptose pode ter
grande impacto no desenvolvimento de tumores malignos, que resulta do
desequilibrio entre proliferacdo e perda celular®®. Ha um grande néimero de

publicacbes que enfatiza fatores envolvidos nesse impacto tanto sobre o

desenvolvimento de diferentes neoplasias, incluindo o melanoma cutaneo,
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quanto sobre diferentes fases da evolugdo tumoral®.

3.3 Melanoma e apoptose

Uma série de estudos sobre a expressdo das proteinas da apoptose
vem sendo desenvolvida nos ultimos anos para a identificacao tanto de
marcadores prognésticos quanto de terapias voltadas para o controle de
melanoma em estagio avangado??2>26:33:37.47.57.66.70.79

A forte resisténcia dos melanomas aos regimes quimioterapicos con-
vencionais impulsionou a realizacdo de estudos que a associaram com dife-
rentes falhas nas cascatas que levam a apoptose®®. Posteriormente, ficou
demonstrado que alavancar a expressao de proteinas pré-apoptoticas resul-
tou em menor resisténcia de células de melanomas & apoptose®®?>3"°7,

Pelo mesmo motivo (resisténcia aos agentes quimioterapicos), os me-
lanomas foram incluidos em estudo que visou investigar se APAF-1 seria um
supressor tumoral. Foi de fato observada baixa expressao e inativagdo de
APAF-1 em melanomas primarios e metastaticos, respectivamente, sugerin-
do-se que a perda de APAF-1 constituiria evento relativamente comum em
melanomas e poderia ser indicador prognéstico da doenca®”.

.° indicaram a

Resultados de estudo conduzido por Niedojadio et a
possibilidade de a expressao de Apaf-1 poder vir a constituir um marcador
prognostico para melanoma cutdneo humano, ao mesmo tempo em que a

auséncia de expressao dessa proteina seria importante fator predisponente

dessa doenga. Esse estudo veio ratificar os achados de Dai et al.", que ob-
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servaram expressao de Apaf-1 significativamente reduzida em melanomas
primarios.

Baldi et al.°, por sua vez, demonstraram expressao imuno-histoquimica
significativamente diferente em nevos e melanomas, além de terem relatado
correlacdo negativa significativa nos niveis de expressao de Apaf-1 tanto na
comparacao entre diferentes espessuras da lesdo, quanto na comparacao
de lesbes primdrias e metastaticas. Esses achados levaram os autores a
concluir que a perda na expressao de Apaf-1 pode ser preditiva de transfor-
magao maligna nos casos de melanoma cutaneo.

Melanomas com evolucdo desfavoravel também ja foram consistente-
mente associados com inativagdo de Bax e Bak®, levando alguns estudio-
sos a entender que tanto os melanomas quanto o seu progndstico poderao
ser mais bem definidos com base no seu perfil de inativacédo de diferentes
vias de apoptose, e que esses padrdes moleculares poderao refletir perfis
oncogénicos igualmente diferentes®.

Expressédo de Fas e FasL foi observada em células de melanomas e
em linfécitos intratumorais, mas néo foi evidenciada em melandcitos nem
em células de nevos em tecido de pele sadia. Também foi demonstrado que
a apoptose induzida por Fas em células de melanomas pode influenciar o
progndstico da doencga, possivelmente pelo maior acumulo de células an6-
malas que adquirem atividade metastatica®. Por outro lado, Redondo et al.®°
sugeriram que a auséncia de Fas em amostras de melanomas in situ € em
melanomas espessos que nao disseminaram pode constituir fato de bom

prognéstico, enquanto o aumento da expressao de FasL observado em me-
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lanomas metastaticos estaria associado com mau prognaostico.

Expressao alterada das proteinas Bcl-xL e Bcl-2 parece também estar
envolvida tanto na génese quanto na progressao do melanoma, pois ha rela-
tos de que a expressao aumentada dos genes Bcl-xL e Bcl-2 levam a poten-
cial aumentado de malignidade e maior possibilidade de metastatizacdo do
melanoma10,44,63,70,71.

A expressao dessas proteinas foi investigada em amostras de tecido
tumoral de melanomas primarios e metastaticos dos mesmos pacientes.
Pares de amostras também foram expostas a UVB e depois avaliadas. Hou-
ve aumento da expressao de Bcl-xL e Bcl-2 nas amostras dos tumores me-
tastaticos em relagdo aos tumores primarios. Apoptose induzida por UVB foi
associada apenas com reducdo na expressdo de Bcl-xL’®. Ressalte-se que
a apoptose induzida por UVB independe de fototipo e da espessura do tu-
mor, sugerindo-se que seja utilizada como teste laboratorial para o estudo
de interagdes genético-ambientais envolvidas no melanoma®.

Fayolle et al.?* demonstraram que a inibicio de superexpressdo de
Gadd45a induzida por UVB, por interferéncia de RNA, resultou em aumento
draméatico de morte celular, com ativacdo de Caspase3 e expressao reduzi-
da de Bcl-xL.

Ha pesquisas imuno-histoquimicas que evidenciaram decréscimo na
expressdao de Bcl-2 em melanomas cutaneos, sugerindo que essa sub-
expressao estaria relacionada ao crescimento autbnomo caracteristico do

74
l.

melanoma maligno”. Utikal et al.”* demonstraram que a expressdo conco-

mitante de Bcl2 e cMyc parece estar associada com melanomas metastati-
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cos, mas ndo com melanomas primarios. Schon et al.®®

relataram expressao
aumentada de Bcl2 em células de melanomas metastaticos compradas a
melandcitos de pele sadia. Recentemente, Espindola e Corleta® n&o encon-

traram qualquer correlagdo entre expressdo imuno-histoquimica de Bcl2 e

progressdao do melanoma cutadneo metastatico.
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4. Métodos

A realizacado deste estudo retrospectivo foi devidamente aprovada pe-
los Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universida-
de de Sao Paulo, do Hospital A. C. Camargo, e do Hospital Brigadeiro (Ane-

xo 1).

4.1 Casuistica

Estudaram-se 69 casos de melanoma cutaneo primario, submetidos a
tratamento cirurgico entre 1990 e 2007 tanto em clinica privada (40 casos)
quanto em unidade do Sistema Unico de Salde (Hospital Brigadeiro) (29
casos).

Foram adotados os seguintes critérios para inclusao dos pacientes no
estudo:

(1) presenca de apenas um melanoma primario;

(2) auséncia de patologia prévia predisponente como, por exemplo, xe-
roderma pigmentoso;

(3) material suficiente e adequado nos blocos de parafina ou apés a

realizacdo do estudo imuno-histoquimico.
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4.2 Métodos

Os dados clinicos e epidemiologicos (Anexo 2), histoldgicos (Anexo 3)
e os relativos a evolucao da doenca (Anexo 4) foram extraidos dos prontua-
rios dos pacientes incluidos no estudo.

A revisdo dos dados anatomo-patologicos foi obtida das laminas arma-
zenadas em diversos laboratorios, e, quando necessério, novas laminas fo-
ram obtidas dos blocos de parafina e coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE), sendo elaborado novo laudo de acordo com o protocolo estabelecido

pelo Grupo Brasileiro de Melanoma® (Figuras 2 e 3).

. Imagem de amostra de
melanoma in situ corada
com Hematoxilina e Eosi-
na. Caso 32. (Aumento de
40x).

Figura 3. Imagem de amostra de melanoma com espessura de 2,4 mm corada da
com Hematoxilina e Eosina Caso 54. (Aumento 40x, a esquerda, e 400x,
a direita).
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O estudo imuno-histoquimico foi realizado em cortes convencionais pa-
ra melanomas menores que 1 mm de espessura, enquanto melanomas i-
guais ou maiores que 1 mm foram estudados em cortes histol6gicos obtidos
por técnica de Tissue Microarray (TMA) a partir dos blocos de parafina do
tumor primario.

Essa técnica permite a avaliacdo de dezenas de amostras teciduais fi-
xadas em formalina em bloco de parafina, em uma uUnica lamina. Grande
namero de amostras pode ser estudado, mesmo se coletadas ha varios a-
nos, o que permite relacionar a analise dos dados com a evolugéo clinica
dos pacientes. O cilindro de tecido retirado do bloco doador é transferido
para o bloco receptor por aparelho chamado tissue microarrayer (Beecher

Instruments, Silver Spring, MD, USA) (Figura 4).

Figura 4. Imagem fotografica do Tissue Microarrayer, aparelho utilizado
para transferéncia do tecido do bloco doador para o bloco
receptor.
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A partir do corte original corado em HE, as areas de tumor sdo marca-
das com caneta, servindo de guia para identificacdo da area equivalente a
ser puncionada no bloco de origem. De forma sucinta, consiste na obtencao
por puncdo de areas de interesse dos blocos de parafina, as quais sao

transferidas para um bloco receptor (Figura 5).

Figura 5. Retirada de material do bloco doador (a esquerda) e montagem do bloco receptor (a direita).
(Técnica de Tissue Microarray, TMA).

O bloco de TMA é confeccionado com cilindros de 1 mm de diametro
de cada uma das amostras dos melanomas. Também sao incluidas amos-
tras de nevos melanociticos compostos, que servem de controle das rea-
cbes. A partir dos blocos de TMA sao preparados cortes histolégicos seria-
dos em laminas de vidro, utilizadas para reagdo imuno-histoquimica das pro-
teinas do ciclo da apoptose celular.

Para o estudo imuno-histoquimico, de acordo com o protocolo de rea-
cbes a seguir descrito, foram utilizados os seguintes anticorpos para protei-

nas do ciclo da apoptose celular:
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- Monoclonal mouse anti-human Bcl-2 (Dako), para identificacdo da ex-
presséo de Bcl-2, com diluicdo 1/200.

- Anticorpo policlonal (Dako), para identificacdo da expressao de Bax,
com diluicdo 1/200, e de Bak, com diluigdo 1/150.

- Anticorpo policlonal de coelho (Novocastra), para identificacdo da ex-
pressao de Apoptosis Protease Activating Factor-1 (Apaf-1), com diluicdo
1/50.

- Anticorpo policlonal (Cell Signaling), para identificacao da expressao
de Caspase-3 clivada, com diluicdo 1/100.

- Anticorpo monoclonal (Santa Cruz), para identificacdo da expressao
de Caspase-9, com diluicao 1/500.

- Anticorpo monoclonal (Novocastra), para identificacdo da expressao
de Caspase-8, com diluicao 1/100.

- Anticorpo monoclonal (Novocastra), para identificacdo da expressao
de FasL, com diluicdo 1/50.

- Anticorpo monoclonal (Dako) para identificacao da expresséo de Fas,
com diluicao 1/1500.

Os cortes dos tecidos foram deixados em estufa a 60° overnight. Em
seguida, foram submetidos a desparafinizagcdo em xilol, com trés banhos de
cinco minutos cada, a temperatura ambiente, e passagens sucessivas em
etanol por 30 segundos (100%, 95% e 70%) e lavagem em agua corrente
por cinco minutos.

As laminas foram submetidas a recuperacao antigénica pelo calor, uti-

lizado em panela de pressado controlada por microprocessador (Pascal) em
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solucéo citrato 10 mM e pH 6,0, ap6s despressurizacao e resfriamento com
lavagem em agua corrente por cinco minutos, exceto pelas laminas para
reacdo com Caspase 3 clivada, que foram recuperadas por calor € banho-
maria a 96° por 40 minutos, e solugdo de EDTA/TRIS, pH 9.

No passo seguinte, realizou-se bloqueio da peroxidase endégena com
solucao de peroéxido de hidrogénio a 3% (dgua oxigenada 10 vol.), com qua-
tro trocas em intervalos de cinco minutos, seguidas de lavagens com solu-
cao salina tamponada com fosfatos (PBS - Phosphate Buffered Saline, 10
mM e pH 7,2) por cinco minutos.

Procedeu-se, entdo, a incubagéo das laminas com o anticorpo primario
diluido em titulo pré-estabelecido, em diluente de anticorpo (DAKO) por du-
as horas, em temperatura ambiente. Apés a incubacao, as laminas foram
lavadas em tampao PBS com trés trocas em intervalos de cinco minutos.

As reagdes foram amplificadas pelo sistema Envision G2 AP, exceto
para expressdao de Fas. Por ndo ser possivel a sua reacdo com fosfatos,
para o Fas foi utilizado o substrato cromégeno DAB (diamino bendizina), e a
amplificacéo foi realizada com o Sistema de Deteccao Advance HRP (Dako).

Para a amplificacdo das reagdes (exceto para Fas), as laminas foram
incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente para cada reagente
[Rabbit/Mouse (Link) e AP Enzyme (enhancer)], seguida de lavagens em
PBS com trés trocas de cinco minutos cada. As laminas foram, entao, incu-
badas com Permanent Red/Levamisole por 15 minutos em temperatura am-
biente, lavadas em PBS por dois minutos, seguida de trés trocas de agua

destilada, contra-coradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos, e
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finalizadas com lavagens em agua corrente por trés minutos, secas ao ar e
montadas em meio permanente.

As laminas com anticorpo para Fas foram amplificadas com incuba-
cbes de 15 minutos para cada um de seus reagentes, seguidas de lavagem
em PBS com trés trocas de cinco minutos cada. A seguir, foram incubadas
com substrato cromégeno liquido DAB por cinco minutos em temperatura
ambiente, e lavadas em agua corrente por cinco minutos, contra-coradas
com Hematoxilina de Harris (Merk) por dois minutos, e novamente lavadas
com &gua corrente por cinco minutos. Na sequéncia, foram desidratadas em
etanol (79%, 80%, 95% e 100%), passadas em trés banhos de xilol e mon-
tadas para leitura.

As reacbes foram acompanhadas de controle positivo (Figura 6), em
tecido sabidamente positivo para o anticorpo testado, e de controle negativo,

realizado pela omissdo do anticorpo primario.

Figura 6. Lamina de controle positivo para Apaf-1. (Aumento
de 400x).
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O mesmo procedimento foi realizado com dez nevos-controle, proveni-
entes de pacientes de clinica privada e do Hospital Brigadeiro atendidos no

periodo de 2006 a 2007.

4.2.1 Leitura da expressao protéica

A analise da expressao imuno-histoquimica das proteinas foi realizada
quantitativamente através da leitura automatizada por equipamento especi-
fico ACIS Ill (DAKO ACIS Ill versao 1.01.405, System Dynamics, Inc., CA,
EUA) do laboratério do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital
A. C. Camargo. Este equipamento acopla um sistema de digitalizacdo de
imagens através de uma unidade de aumento com cinco lentes, e funcio-
namento eletronicamente programado, a um computador com programa es-

pecifico para esta funcao (Figuras 7 e 8).

21008/2008

Figura 7. Imagem fotografica do equipamento ACIS il acoplado a compu-
tador.
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Figura 8. Imagem fotografica do monitor de video mostrando janela pro-
duzida pelo programa especifico para o equipamento ACIS IIl.

Para a analise da expressao protéica foi utilizado o programa compu-
tacional cytoplasma_ histo, residente no sistema, que mede a intensidade de
reacado no citoplasma. Para a analise da expressao de Fas e FasL, foi tam-
bém utilizado o programa computacional membrane_histo, igualmente resi-
dente no sistema e que faz a andlise da densidade éptica do componente
de membrana.

A imagem das laminas foi capturada digitalmente e armazenada na u-
nidade de disco rigido do computador, em diretérios previamente designa-
dos para cada uma das proteinas em estudo. Para cada proteina, criou-se
um treshold padrdao de distribuicdo dos tecidos corados pelo reagente em
vermelho (Fas em marrom) e dos tecidos ndo corados que se apresentam
em cor azul, nas préprias laminas em estudo (Ver imagens em Resultados).

Estas laminas foram analisadas por meio de imagem magnificada
campo por campo, que permite discriminacao do detalhe histolégico, mar-

cando-se os pontos com presenca de células tumorais para uma leitura au-
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tomatizada da expressao protéica. Nesta amostragem foram marcados cin-
co locais em cada amostra tecidual, obtendo-se assim sua expressdo em
relacdo ao padrao previamente determinado.

Para cada ponto assinalado, o programa especifico desse sistema for-
nece um numero que expressa o tecido com marcador presente, outro que
expressa o tecido sem marcador, o calculo da porcentagem do tecido mar-
cado em relagdo ao tecido total, e a intensidade luminosa refletida pelo teci-
do examinado. Todos estes dados referentes as laminas de um arquivo e,
portanto, de uma das proteinas em estudo, foram levantados e armazena-
dos para posterior leitura.

Para cada amostra tecidual em corte convencional foi calculada a mé-
dia dos valores obtidos nos cinco pontos marcados. No caso das amostras
do TMA, feito em duplicata com duas amostras do bloco original, foram ana-
lisadas duas laminas para cada proteina, e obtida a média dos dados vali-
dos (no minimo cinco leituras, podendo chegar a um maximo de vinte).

Os detalhes da técnica de escaneamento e da quantificagdo da inten-
sidade podem ser conhecidos no site do fabricante, a saber:
http://www.chromavision.com. As reacdes sao expressas por densidade 6p-

tica em escala de 0 a 255.

4.2.2 Método estatistico

Os dados epidemiol6gicos foram descritos em freqiiéncias ou em mé-

dias e desvios-padrao, e comparados, respectivamente, com a aplicacao da
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Prova do Qui-quadrado (ou com o Teste Exato de Fisher, conforme o nume-
ro total dos grupos de comparacédo) ou com o Teste t de Student. Correla-
cbes foram realizadas com a aplicacdo do Coeficiente de Pearson para a-
mostras pareadas.

O estudo do tempo livre da doenca e do tempo de sobrevida foi reali-
zado por Anadlise Actuarial, confirmada pelo Produto de Kaplan-Meier16.
Nessa analise foram incluidos apenas os melanomas > 1Tmm.

Para o estudo das porcentagens de expressdo de cada proteina da
apoptose estudada, os valores fornecidos pelo sistema incluiram a area co-
rada pelo reagente, a area nao corada pelo reagente, a intensidade da area
corada e a porcentagem da area corada (em relagdo a area total examina-
da), conforme apresentados nos Anexos 4 a 15.

Para o célculo dos escores compostos (EC), que compuseram os da-
dos para a analise estatistica, multiplicou-se o valor médio relativo a intensi-
dade da area corada pelo valor médio da porcentagem de area corada®'.

Os EC de expressao das proteinas da apoptose de cada caso foram
transformados em médias e desvios-padrdo para cada grupo de estudo, a
saber: nevos-controle, grupo geral de melanomas, grupo de melanomas < 1
mm e grupo de melanomas > 1 mm de espessura, e grupos de evolugao
(melanomas disseminados ou nao disseminados). As médias foram compa-
radas com a aplicacdo do estudo da variancia das amostras e posterior apli-
cagao da férmula correspondente ao nivel de variancia (F) do Teste t de
Student.

Por fim, tendo em vista a grande diferenca nas variancias dos valores,
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adotou-se o valor mediano dos EC obtidos do grupo de nevos-controle como
valor de corte para determinagcédo do padrao da expressao de cada proteina
estudada em tecido ndo neoplésico; criaram-se freqiéncias maiores e me-
nores do que esse valor mediano para os grupos de melanomas <1 mm e >
1 mm de espessura e para os grupos de evolugao (melanomas dissemina-
dos ou nao disseminados), freqliéncias essas que foram comparadas com
prova do Qui-quadrado com corre¢ado de continuidade (ou com o Teste Exa-
to de Fisher, conforme a distribuicao final de cada grupo de estudo).

Para a andlise dos resultados, adotou-se probabilidade para rejeicao

da hipétese de 95% (p < 0,05).
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5.1 Resultados epidemioldgicos

Os achados epidemioldgicos que resultaram do levantamento realizado

a partir dos dados de prontuarios de 69 pacientes tratados cirurgicamente

por melanoma cutaneo primario estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Achados clinicos e epidemioldgicos em um grupo de 69 pacientes com melanoma cutaneo

primario.
Idades (médias e desvios-padrao)
Variaveis Homens Mulheres Grupo geral
40,6% 59,4%

Idade (média + desvio padrao)

Décadas de vida
- até a 32
- 42
- 5§
- 62
- 7§
- 82
- gé

Local da leséo
- Cabeca e pescogo
- Membros inferiores
- Membros superiores
- Tronco

indices de Breslow
- in situ
-<1mm
-Tmma2mm
-2mma4mm
->4 mm

Niveis de Clark
-1
-l
-1
-1V
-V

58,4+16,1 anos

7,1%
7,1%
10,8%
21,4%
35,7%
10,8%
7,1%

28,6%
14,4%
14,3%
42,8%

7,1%
35,7%
14,4%
35,7%

7,1%

7,1%
17,9%
53,6%
21,4%

0

57,8+17,7 anos

7,3%
14,6%
19,6%
7,3%
21,9%
19,6%
9,7%

19,5%
38,6%
26,8%
17,1%

9,8%
48,8%
21,9%

4,9%
14,6%

9,7%
17,1%
48,8%
12,2%
12,2%

58,0+17,0 anos

7,2%
11,6%
15,9%
13,1%
27,6%
15,9%

8,7%

23,2%
27,6%
21,8%
27,4%

8,7%
43,5%
18,8%
17,4%
11,6%

8,7%
17,5%
50,7%
15,9%

7,2%
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Nao houve diferenca na freqiiéncia dessa neoplasia quando compara-
dos homens (40,6%) e mulheres (59,4%), apesar de ter sido evidenciada
tendéncia de as mulheres terem sido mais afetadas (p = 0,085).

A média de idade deste grupo de pacientes foi de 58,0+17,0 anos, com
variacao de 20 a 91 anos. A média de idade dos homens (58,4+16,1) nao foi
diferente (p = 0,893) da das mulheres (57,8+17,7). Tampouco foi evidencia-
da diferenca (p = 0,433) entre os géneros, quando os pacientes foram distri-
buidos de acordo com a década de vida em que se encontravam, ainda que
a manifestagdo da doenca nas 62 e 72 décadas de vida tenha sido conside-
ravelmente mais freqliente entre os homens (57,1%) do que entre as mulhe-
res (29,3%).

Houve diferenca significativa (p = 0,015) na comparagao das frequién-
cias relativas a localizacao da lesdo neoplasica distribuidas em relacao ao
género dos pacientes, indicando que lesées em tronco sdo especialmente
mais freqlentes em homens (42,8%), enquanto lesées em membros inferio-
res agridem mais freqiientemente as mulheres (38,6%). Lesbes de cabeca e
pescoco e lesdes de membros superiores agridem homens e mulheres em
frequéncias relativamente semelhantes.

A distribuicdo dos pacientes em relacdo aos indices de Breslow foi
homogénea no grupo geral, ainda que tenha havido maior freqiéncia de
tumores com espessura menor do que 1 mm (52,2%), e, de modo geral, nao
evidenciou diferencas estatisticamente importantes na comparacao entre os
géneros dos pacientes, a excecao das lesbes com 2 mm-4 mm, que foram

significativamente mais freqiientes no grupo masculino (p = 0,049).
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A distribuicdo das frequiéncias relativas a classificacao de Clark nao e-
videnciou diferencas significativas (p = 0,461) na comparacao entre os géne-
ros dos pacientes. Embora as maiores frequéncias tenham se relacionado
com o nivel lll de Clark no grupo geral, ndo foram evidenciadas diferencas
entre as frequiéncias relativas aos niveis de Clark.

Nao foram evidenciadas diferencas entre os géneros quando foram
avaliadas as médias de idade e desvios-padrao em relacdo a localizagao
das lesdes (Tabela 2). Por outro lado, essas médias foram diferentes em
cada grupo (masculino, feminino e total), conforme a localizagdo da leséo

(Figura 9).

Tabela 2. Médias e desvios-padrao relativos a idade dos pacientes distribuidos de acordo com o sexo em
relacédo a localizacao das lesoes.

Localizacao Idades (médias e desvios-padrao) Valores de "p"
das les6es Homens Mulheres Grupo geral
Cabega e pescoco 73,4+8,6 72,6+10,9 73,049,5 0,880
Membros inferiores 40,5+11,8 51,9+17,3 49,5+16,7 0,235
Membros superiores 67,7+2,5 62,4+17,9 63,8+15,4 0,352
Tronco 51,2+13,6 46,4+12,3 49,5+13,0 0,451
80
2 75 1 ~
K] 70 1
T 65
8 60 -
8 551
8 50 -
= 454
40 T T T
Cabega e Pescogo Membros Inferiores ~ Membros Superiores Tronco
Localizagao das lesdes
e Homens ®===\luheres Grupo Geral

Figura 9. Curvas representativas das médias de idade em relacao a localizagdo do melanoma cutaneo
primario.
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Na andlise do comportamento das curvas representativas das médias
de idade em relacao as localizagdes da lesao, observou-se no grupo mascu-
lino que:

- as lesdes em cabeca e pescoco aparecem em idades significativa-
mente mais avancadas do que as lesdes de membros inferiores (p = 0,000)
e as de tronco (p = 0,000), mas em idade semelhante em relagcdo aos mem-
bros superiores (p = 0,948);

- do mesmo modo, as lesées em membros superiores afetam homens
significativamente mais idosos do que as lesbes de membros inferiores (p =
0,014) e as de tronco (p = 0,007);

- lesGes de membros inferiores e de tronco se manifestam em idades
similares (p = 0,991).

Tanto no grupo feminino quanto no grupo geral (cujas curvas mostra-
ram comportamentos muito parecidos, mas diferentes em relagédo ao grupo
masculino), evidenciou-se que as lesbes em cabeca e pesco¢co acometem
pacientes com idades significativamente mais avancadas do que as lesdes
de membros inferiores (p = 0,020 e p = 0,000, respectivamente) e as de
tronco (p = 0,004 e p = 0,000, respectivamente), mas em idades similares
em relacédo as lesées de membros superiores (p = 0,242 e p = 0,206, res-
pectivamente). Nas demais localizagbes ndo foram evidenciadas diferencas
significativas.

Nao foram evidenciadas diferencas entre os indices de Breslow tam-
bém no que se refere a média de idade (e desvios-padréo), ressaltando-se,

contudo, a grande variancia de idades nesses grupos (Tabela 3). De fato,
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nao houve correlacao entre as espessuras dos tumores e as idades dos pa-
cientes (r = 0,11). Nao foi observada diferenca significativa quando analisa-

dos os niveis de Clark em relagdo as idades dos pacientes (Tabela 3).

Tabela 3. Médias e desvios-padrao relativos a idade dos pacientes distribuidos de
acordo com os indices de Breslow e os niveis de Clark.

indices de Idades (médias e Niveis de Clark Idades (médias e

Breslow desvios-padrao) desvios-padrao)

in situ 67,2+8,4 I 67,2+8,4
53,1+17,3 55,4+15,4

<1 mm 1]

122 mm 59,0+15,8 i 54,7+18,1

2.4 mm 60,7+16,2 v 67,3+12,9
64,1+21,0 56,4+22,3

>4 mm \

Houve ampla variagdo nas frequéncias dos indices de Breslow distribu-
idas conforme a localizacao das lesdes. Na Figura 10, observamos que:

- nas lesdes de cabeca e pescoco, houve distribuicdo homogénea dos
indices de Breslow (p = 0,713);

- nas les6es de membros inferiores, houve freqiéncia significativamen-
te maior (p = 0,023) de tumores com espessura de 1 mm a 2 mm (47,4%);

- nas lesdes de membros superiores, 60% dos casos referiam-se a tu-
mores com espessura menor que 1 mm, e essa predominéancia foi estatisti-
camente significativa (p = 0,001);

- tumores com espessura menor que 1 mm também foram significati-

vamente predominantes nas lesdes de tronco (p = 0,000);
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Figura 10. Distribuicao das freqiiéncias relativas aos indices de Breslow de acordo com a
localizacao do melanoma cutaneo primario.

A distribuicdo dos niveis de Clark de acordo com a localizagdo do tu-
mor (Figura 11) evidenciou que:

- nas lesdes localizadas em cabeca e pescoco, ndo houve diferencas
na distribuicao dessas freqiiéncias (p = 0,579);

- nas lesbes em membros inferiores, houve predominancia (63,1%)
significativa do nivel Il (p = 0,000);

- nas les6es de membros superiores, a freqténcia do nivel lll (73,3%)
foi significativamente maior (p = 0,000) do que todas as demaiso;

- nas lesdes de tronco, predominou significativamente o nivel Il (p =
0,000), e nao houve registro dos niveis | e V para essa localizacdo do mela-
noma cutaneo primario;

- por fim, no grupo geral também houve predominéncia significativa (p

= 0,000) do nivel lll em relacdo aos demais niveis de Clark.
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Figura 11. Distribuicao das freqiiéncias relativas aos niveis de Clark de acordo com a locali-
zacao do melanoma cutaneo primario.

De fato, considerando esse mesmo conjunto de variaveis analisado
sob outra perspectiva, a distribuicdo das freqiéncias apresentou diferencas
bastante significativas (p = 0,002), revelando que 66,7% dos tumores no
nivel | e 60% dos tumores no nivel V de Clark estavam localizados na regido
da cabeca e pescoco; 58,3% dos tumores no nivel Il, em tronco; e apenas
5,7% dos tumores no nivel lll, na regido da cabega e pescogo.

A distribuicdo dos pacientes em relacdo aos indices de Breslow e aos

niveis da Clark esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Distribuigao percentual dos pacientes de acordo com os indices de Breslow
e niveis de Clark.

Niveis de indices de Breslow

Clark In situ <imm 1-2mm 2-4mm >4mm

I 100% 0 0 0 0

I 0 40,0% 0 0 0

I 0 60,0% 69,2% 58,3% 12,5%

v 0 0 30,8% 41,7% 37,5%
0 0 0 0 50,0%

\Y
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Os achados histologicos desta série de pacientes estdo descritos na

Tabela 5 apenas a titulo de informacédo epidemioldégica complementar, ja

gue nao constituiram escopo da pesquisa.

Tabela 5. Dados descritivos relativos aos achados histologicos em 69 pacientes com

melanoma cutaneo.

Achados histoldgicos N (%)
Tipo histolégico*
Extensivo superficial 49 76,6%
Nodular 8 12,5%
Lentigo maligno 4 6,2%
Acral lentiginoso 3 4,7%
Crescimento™*
Vertical 55 90,2%
Radial 6 9,8%
Ulceracao
Ausente 53 76,8%
Presente 16 23,2%
Mitose™*
0 23 36,5%
1-2 17 26,9%
3-4 11 17,5%
5-6 1 1,6%
7-8 2 3,2%
9-10 3 4,8%
>10 6 9,5%

(*) Cinco casos sem registro do dado. (**) Seis casos sem registro do caso.

Para o estudo da evolugao dos pacientes, foram inicialmente excluidos

da analise (1) seis pacientes com melanoma cutaneo in situ e (2) nove paci-

entes cujo melanoma foi diagnosticado e tratado a partir de outubro de

2006, de modo a assegurar seguimento minimo de 24 meses para todos 0s

casos. Assim, dos 54 pacientes considerados, disseminacao da doenca foi

observada em 12 pacientes (22,2%), dos quais nove (16,6%) evoluiram com

Obito e os demais trés (5,6%) permaneciam vivos até a ultima consulta.

N&o foi observada disseminag¢do da doenga em nenhum dos pacientes

com melanomas < 1 mm, razdo pela qual esses pacientes também foram

excluidos da analise da evolugao da doencga, restando, para tanto, 27 paci-
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entes com melanomas > 1 mm, nos quais a taxa de disseminagéao da doen-
ca foi de 44,4%.

Nas Figuras 12 a 14 estdo ilustrados casos de melanomas cutédneos
primarios de diferentes espessuras e em diferentes localizagbes que evolui-

ram com disseminacao.

Figura 12. Imagem fotografica dos aspectos pré (a esquerda) e pos-operatorio (a direita) de me-
lanoma primario cutaneo em regiao de cabeca e pescoco, com espessura de 4,2 mm.
Caso 12. Disseminacao da doenca 125 meses apos tratamento.

Figura 13. Imagem fotografica dos aspectos pré (a esquerda) e pés-operatorio (a direita) de me-
lanoma primario cutaneo em membro superior, com espessura de 7,0 mm. Caso 43.
Disseminacao da doenca diagnosticada 43 meses apos tratamento, seguida de obi-
to.
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Figura 14. Imagem fotografica do aspecto pds-operatorio de melanoma primario cutaneo com espes-
sura de 5,0 mm em regido de cabecga e pescogo (acima a esquerda). Caso 44. Dissemina-
c¢do da doenca em regido cervical (acima a direita), em méao (abaixo a esquerda) e em
membro (abaixo a direita) seis meses apos tratamento, seguida de o6bito.

Nao houve diferencga entre os géneros quando analisadas as freqiiéncias de
disseminacdo da doenga (p = 0,577), observada em 50% das mulheres e em
58,3% dos homens. A média de idade dos pacientes com doenga disseminada
(60,7+21,1) nao foi diferente (p = 0,850) da dos pacientes sem recorréncia
(59,3+15,2). Tampouco houve diferenga na distribuicao das freqiiéncias relativas

ao local do melanoma (p = 0,950).
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As diferencas encontradas na analise da evolucao dos pacientes em
relacdo aos indices de Breslow (Tabela 6) se mostraram estatisticamente
significativas (p = 0,042), revelando que 50% dos pacientes com doenca
disseminada apresentavam melanomas com espessura > 4 mm, contra a-
penas 13,3% dos pacientes sem disseminacado da doenca. Essa diferenca
foi igualmente significativa (p = 0,043) quando comparadas as médias dos
indices de Breslow entre melanomas disseminados (4,6+2,8 mm) e n&o dis-
seminados (2,6+2,3 mm).

A frequéncia de pacientes com disseminacao da doenca categorizados
nos niveis IV e V de Clark (58,3% e 16,7%, respectivamente) foi maior do
que a de pacientes sem disseminacao (20,0% e 13,3%, respectivamente),
assim como a grande maioria dos pacientes em nivel Ill (66,76%) apresen-
tou boa evolucéo (Tabela 7). Contudo, essa diferenca ndo se mostrou esta-

tisticamente significativa (p = 0,078).

Tabela 6. Distribuicao percentual das freqiliéncias relativas a evolucédo dos pacientes
distribuidos de acordo com os indices de Breslow.

indices de Breslow Disseminacao da doenca Valor de "p"
Ausente Presente

1-2mm 60,0% 16,7%

2-4 mm 26,7% 33,3%

>4 mm 13,3% 50,0% 0,042

Tabela 7. Distribuicao percentual das freqliéncias relativas a evolucao dos pacientes
distribuidos de acordo com os niveis de Clark.

Niveis de Clark Disseminacao da doenga Valor de "p"
Ausente Presente

1l 66,7% 25,0%

v 20,0% 58,3%

\'% 13,3% 16,7% 0,078
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O tempo médio decorrido entre a cirurgia e o diagnéstico da dissemi-
nacao do melanoma foi de 26,7+35,5 meses (oscilando de quatro a 125 me-
ses). Analise actuarial confirmada pelo produto de Kaplan-Meier revelaram
taxa de tempo livre da doencga de 81% para um ano; 71% para dois anos; e
de 63% para cinco anos (Tabela 8; Figura 15).

O tempo médio decorrido entre o diagnéstico e o 6bito dos pacientes
foi de 24,5+20,7 meses (oscilando de cinco a 67 meses). Os indices de so-
brevida calculados por Analise actuarial e pelo produto de Kaplan-Meier re-
velaram taxa de sobrevida de 85% para um ano; 82% para dois anos; e de

70% para cinco anos (Tabela 9; Figura 15).

Tabela 8. indices de tempo livre da doenca calculados por Analise Actuarial e pelo
Produto de Kaplan-Meier.

Andlise actuarial Produto de Kaplan-Meier
Tempo livre da indice Tempo livre da indice
doenca cumulativo doenca cumulativo
(meses) (meses)
0-6 0,85 4 0,93
5 0,85
7-12 0,81 9 0,81
13-24 0,70 13 0,78
14 0,74
18 0,71
25-36 0,63 25 0,67
34 0,63
37-48 0,63
49 - 60 0,63
61-72 0,60 65 0,59
73 - 84 0,60
>85 0,58

125 0,56
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Tabela 9. indices de sobrevida calculados por Analise Actuarial e pelo Produto de

Kaelan-Meier.

0-6 0,97 5 0,97

6 0,93

7-12 0,85 10 0,89

12 0,85

13-24 0,82 15 0,82

25 - 36 0,74 28 0,78

35 0,74

37 -48 0,70 43 0,70
49 - 60 0,70

61-72 0,66 67 0,66

6 meses 12meses 24 meses 36 meses 48 meses 60 meses 72 meses

Figura 15. Curva actuarial do tempo livre da doenca (linha cinza) e do tempo de sobrevida (linha
preta) apos tratamento de melanomas > 1 mm.
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5.2 Expressao protéica nos melanomas cutaneos primarios

Os valores médios relativos a porcentagem e a intensidade de expres-

sdo de cada proteina da apoptose nos diferentes grupos de estudo se en-

contram no Anexo 16.

5.2.1 Bcl-2

A Figura 16 ilustra laminas de TMA para estudo da expressao de Bcl2

em nevo-controle e em melanoma.

Figura 16. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressédo de Bcl2 em nevo-controle
(a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Aumento de
400x).

O estudo dos EC médios relativos a Bcl2 (Tabela 10) nao evidenciou
diferengas entre os nevos-controle e os demais grupos de estudo, mas reve-
lou que a expressao dessa proteina foi significativamente menor nos mela-

nomas > 1 mm (1,6%) em relagdo aos < 1 mm (8,8%).
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Esse achado foi ratificado quando comparadas as freqiéncias relativas
ao valor mediano observado nos nevos-controle, indicando freqiiéncia signi-
ficativamente maior de amostras de melanomas < 1mm com valores maio-
res que o padrao nao neoplasico para Bcl2 (78,3%) do que de amostras de

melanomas > 1 mm (36,4%), conforme representacao na Figura 17.

Tabela 10. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da Bcl2 nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 0,1 0,1 0,1 0,0
Maior valor 12,1 62,2 62,2 12,1
Média 3,8 52 8,8 1,6
Desvio-padrao 4,0 10,6 13,8 2,9
Mediana 2,2 0,7 4.5 0,4
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,003 0,431

Melanomas <1 mm 0,000 0,069

Melanomas > 1 mm 0,153 0,058

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,000 0,005

(*) Comparagéo das variancias; (**) Comparagao das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 17. Representacao grafica da distribuicdo das freqliéncias relativas ao valor mediano do padrao néao
neoplasico da Bcl2 de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > 1mm). x? = 17,88; 1 grau de
liberdade; p = 0,000.
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5.2.2 BAX

A Figura 18 ilustra laminas de TMA para estudo da expressdo de BAX

em nevo-controle e em melanoma.

Figura 18. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de BAX em nevo-controle
(a esquerda) e em melanoma com espessura de 4,2 mm (a direita). Caso 12. (Aumento de
400x).

O estudo dos EC médios relativos a BAX (Tabela 12) evidenciou que a
expressao dessa proteina foi significativamente maior nos melanomas > 1
mm (45,2%) em relagdo aos nevos-controle (24,3%), mas sem diferencas
entre os demais grupos de estudo.

Todavia, observou-se forte tendéncia (p = 0,057) de a porcentagem
média de expressdo de BAX ser maior nos melanomas > 1 mm em relagéo
aos < 1mm (Tabela 11).

De fato, a freqUéncia de valores maiores do que o valor mediano do
padrao nao neoplasico BAX foi significativamente maior (p = 0,009) nos me-
lanomas > 1mm (57,5%) do que nos melanomas < 1 mm (27,3%), conforme

representacado na Figura 19.
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Tabela 11. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da BAX nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 2,7 0 0 0
Maior valor 52,2 101,8 76,9 101,8
Média 24,3 39,0 33,3 45,2
Desvio-padrao 18,1 26,2 25,7 25,6
Mediana 26,4 42,0 38,0 43,3
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,213 0,090

Melanomas <1 mm 0,264 0,306

Melanomas > 1 mm 0,275 0,020

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,972 0,057

(*) Comparagéo das variancias; (**) Comparagao das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 19. Representagao grafica da distribuicao das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nao
neoplasico da BAX de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > Tmm). X2 =6,74; 1 grau
de liberdade; p = 0,009.

5.2.3 BAK

A Figura 20 ilustra laminas de TMA para estudo da expressao de BAK
em nevo-controle e em melanoma.

O estudo dos EC médios relativos a BAK (Tabela 12) evidenciou que a
expressao dessa proteina foi significativamente menor nos nevos-controle
em comparacao a todos os demais grupos de estudo. Nao houve diferenca
entre os melanomas > 1 mm e < Tmm quando comparadas tanto as porcen-

tagens médias (Tabela 12) quanto as freqiéncias relativas ao valor mediano



do padrdo nao neoplasico dessa proteina (Figura 21).
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Figura 20. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de BAK em nevo-controle

(a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Aumento de
400x).

Tabela 12. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao
da BAK nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 14,2 0,0 0,0 13,1
Maior valor 49,4 96,4 79,9 96,9
Média 23,5 48,7 47,8 49,6
Desvio-padrao 13,7 19,1 18,3 20,2
Mediana 23,1 50,7 49,8 51,5
Estatistica:
F* * %
Controles Melanomas 0,275 0,000
Melanomas < 1 mm 0,397 0,000
Melanomas > 1 mm 0,193 0,000
Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,410 0,676
(*) Comparagéo das variancias; (**) Comparagao das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 21. Representacao grafica da distribuicdo das freqliéncias relativas ao valor mediano do padrao nao neo-
plasico da BAK de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > Tmm). x? = 0,014; 1 grau de liber-

dade; p = 0,905.
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5.2.4 Apaf-1

A Figura 22 ilustra laminas de TMA para estudo da expressdo de BAK

em nevo-controle e em melanoma.

L

e

Figura 22. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de Apaf-1 em nevo-
controle (a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Au-
mento de 400x).

O estudo dos EC médios relativos a Apaf-1 (Tabela 13) evidenciou que
a expressao dessa proteina foi significativamente menor nos nevos-controle
em comparacao a todos os demais grupos de estudo. Por outro lado, a por-
centagem média de expressao dessa proteina foi significativamente menor
nos melanomas > 1 mm, em relacdo aos melanomas < 1 mm.

No entanto, a distribuicdo das freqiiéncias relativas ao valor mediano
do padrao nao neoplasico de Apaf-1 ndo evidenciou diferencgas significativas
quando comparados os grupos de melanomas pela espessura da lesdo, nos
quais foram similares os valores maiores e menores ao do padrdo nao neo-

plasico (Figura 23).
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Tabela 13. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da AEaf-1 nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 0,8 0,9 0,0 0,9
Maior valor 81,0 60,2 60,2 41,6
Média 3,5 26,3 35,1 16,8
Desvio-padrao 2,5 16,8 16,2 11,6
Mediana 2,8 27,6 39,2 16,4
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,000 0,000

Melanomas <1 mm 0,000 0,000

Melanomas > 1 mm 0,000 0,000

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,059 0,000

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 23. Representagao grafica da distribuicao das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nao
neoplasico da Apaf-1 de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > 1mm). x2=0,019; 1 grau de

liberdade; p = 0,890.

5.2.5 Caspase3 (citoplasma)

A Figura 24 ilustra laminas de TMA para estudo da expresséao de Cas-

pase3 em nevo-controle e em melanoma.

O estudo dos EC médios relativos a Caspase3 (citoplasma) evidenciou

que a expressao dessa proteina foi significativamente menor nos nevos-
controle em comparagdo aos demais grupos (Tabela 14). Nao houve dife-
renca nas porcentagens médias de expressao dessa proteina quando com-

parados os grupos de melanomas > 1 mm e < 1 mm, mas ficou evidente que

100
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a freqiiéncia de valores maiores do que o valor do padrdao nao neoplasico foi

significativamente maior (p = 0,000) nos melanomas > 1 mm (Figura 25).

Figura 24. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressdo de Caspase3 em nevo-
controle (a esquerda) e em melanoma com espessura de 4,2 mm (a direita). Caso 12. (Au-
mento de 400x).

Tabela 14. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da Casiases (citoilasma) nos diferentes iruios de estudo.

Menor valor 0 0

Maior valor 5,7 54,8 54,8 434
Média 2,4 14,6 11,2 18,2
Desvio-padréo 1,7 16,7 19,5 12,1
Mediana 1,6 7,1 0 17,1
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,000 0,000

Melanomas <1 mm 0,000 0,010

Melanomas > 1 mm 0,000 0,000

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,007 0,078

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 25. Representacao grafica da distribuicdo das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nédo
neoplasico da Caspase3 (citoplasma) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou >
1mm). x® = 28,57; 1 grau de liberdade; p = 0,000.
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5.2.6 Caspase9 (citoplasma)

A Figura 26 ilustra laminas de TMA para estudo da expressédo de Cas-

pase9 em nevo-controle e em melanoma.

Figura 26. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de Caspase9 em nevo-
controle (a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Au-
mento de 400x).

O estudo dos EC médios relativos a Caspase9 (citoplasma) evidenciou
que a expressao dessa proteina foi significativamente menor nos nevos-
controle em comparacgao a todos os demais grupos de estudo (Tabela 15).
Por outro lado, a porcentagem média de expressado dessa proteina foi signi-
ficativamente menor nos melanomas > 1 mm em relacdo aos melanomas <
1 mm.

No entanto, a distribuicdo das frequiéncias relativas ao valor mediano
do padrdo néo neoplasico de Caspase9 (citoplasma) ndo evidenciou dife-
rencas significativas quando comparados os grupos de melanomas pela es-
pessura da lesdo, nos quais foram similares os valores maiores e menores

ao valor do padrao ndo neoplasico (Figura 27).
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Tabela 15. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da Casgase9 (citoelasma) nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 0,4 4.4 0 4.4
Maior valor 18,8 49,4 49,4 39,6
Média 7.9 23,6 28,7 18,0
Desvio-padrao 6,1 13,2 13,8 10,1
Mediana 6,3 22,1 28,9 17,2
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,017 0,000

Melanomas < 1 mm 0,013 0,010

Melanomas > 1 mm 0,119 0,004

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,071 0,000

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 27. Representagao grafica da distribuicao das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nao
neoplasico da Caspase9 (citoplasma) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > 1mm). X

= 0,01; 1 grau de liberdade; p = 0,950.

5.2.7 Caspase8 (citoplasma)

A Figura 28 ilustra laminas de TMA para estudo da expressao de Cas-

pase8 em nevo-controle e em melanoma.

O estudo dos EC médios relativos a Caspase8 (citoplasma) evidenciou

gue a expressao dessa proteina foi significativamente menor nos nevos-controle

em comparacao a todos os demais grupos de estudo (Tabela 16). Nao houve

diferenca entre os melanomas > 1 mm e < 1mm (Tabela 16; Figura 29).
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Figura 28. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de Caspase8 em nevo-
controle (a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Au-
mento de 400x).

Tabela 16. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao
da Caspase8 (citoplasma) nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 10,4 4,2 0,0 4,2
Maior valor 54,2 116,8 104,4 116,8
Média 24,6 52,4 56,3 48,1
Desvio-padrao 13,0 28,4 29,6 26,9
Mediana 24,0 57,9 62,8 48,5
Estatistica:
F* p**
Controles Melanomas 0,015 0,000
Melanomas <1 mm 0,013 0,000
Melanomas > 1 mm 0,026 0,000
Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,585 0,234
(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 29. Representacao grafica da distribuicdo das freqliéncias relativas ao valor mediano do padrao néao
neoplasico da Caspase8 (citoplasma) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > Tmm). x2
=0,23; 1 grau de liberdade; p = 0,631.
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5.2.8 FasL (membrana)

O estudo dos EC médios relativos a FasL (membrana) evidenciou que
a expressao dessa proteina foi significativamente menor nos nevos-controle
em comparac¢ao a todos os demais grupos de estudo. Por outro lado, a por-
centagem média de expressdo dessa proteina foi significativamente menor

nos melanomas > 1 mm em relagdo aos melanomas < 1 mm (Tabela 17).

Tabela 17. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da FasL (membrana) nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 13,5 13,5 0,8
Maior valor 8,1 68,1 68,1 67,4
Média 2,7 37,5 48,2 27,8
Desvio-padrao 2,2 18,6 14,3 16,7
Mediana 2,3 40,3 50,1 23,2
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,000 0,000

Melanomas <1 mm 0,000 0,000

Melanomas > 1 mm 0,000 0,000

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,409 0,000

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent

No entanto, a distribuicdo das freqiiéncias relativas ao valor mediano
do padrao nao neoplasico de FasL (membrana) ndo evidenciou diferencas
significativas quando comparados os grupos de melanomas pela espessura

da lesdo, nos quais essas freqiéncias foram similares (Figura 30).
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Figura 30. Representacao grafica da distribuicdo das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nédo
neoplasico da FasL (membrana) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > 1mm). x° =
0,42; 1 grau de liberdade; p = 0,516.

5.2.9 FasL (citoplasma)

A Figura 31 ilustra laminas de TMA para estudo da expressao de FasL

em nevo-controle e em melanoma.
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Figura 31. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de FasL em nevo-
controle (a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Au-
mento de 400x).

O estudo dos EC médios relativos a FasL (citoplasma) evidenciou exa-

tamente os mesmos achados que o estudo dessa proteina na membrana.



Ou seja, a expressao dessa proteina (citoplasma) foi significativamente me-
nor nos nevos-controle em comparagao a todos os demais grupos de estu-
do. Por outro lado, a porcentagem média de expressao dessa proteina foi

significativamente menor nos melanomas > 1 mm em relagdo aos melano-

mas < 1 mm (Tabela 18).

Novamente, distribuicdo das freqliéncias relativas ao valor mediano do
padrdao ndo neoplasico de FasL (citoplasma) ndo evidenciou diferencas sig-

nificativas quando comparados os grupos de melanomas pela espessura da

lesédo (Figura 32).

Tabela 18. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da FasL (ciloglasma) nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 55 20,9 20,9 52
Maior valor 43,6 59,2 59,2 56,0
Média 13,5 37,6 45,4 291
Desvio-padrao 11,0 13,6 9,7 12,2
Mediana 10,6 39,9 48,0 28,9
Estatistica:
F* * %

Controles Melanomas 0,503 0,000

Melanomas < 1 mm 0,554 0,000

Melanomas > 1 mm 0,795 0,000

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,192 0,000

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent

40 ndo

Menores

neoplasico

Maiores

54,5

Relagao com o valor
mediano do padr

Figura 32. Representagao grafica da distribuicao das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nao
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neoplasico da FasL (citoplasma) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > Tmm). )(2 =1,58;

1 grau de liberdade; p = 0,208.
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5.2.10 Fas (membrana)

A Figura 33 ilustra laminas de TMA para estudo da expressado de Fas

em nevo-controle e em melanoma.

J.’\M

Figura 33. Imagem fotografica das laminas de TMA para estudo da expressao de Fas em nevo-controle
(a esquerda) e em melanoma com espessura de 2,8 mm (a direita). Caso 68. (Aumento de
400x).

O estudo dos EC médios relativos a Fas (membrana) evidenciou ex-
pressdo dessa proteina significativamente menor nos nevos-controle em
comparacado ao grupo geral de melanomas e ao grupo de melanomas >
1mm, mas foi similar a dos melanomas < 1Tmm.

A expressado de Fas (membrana) foi significativamente maior nos > 1
mm em relagdo aos melanomas < 1 mm (Tabela 19), diferencga ratificada
pela distribuicdo das freqiéncias relativas ao valor mediano do padrdo néao

neoplasico de Fas (Figura 34).
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Tabela 19. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao dos escores compostos de expressao

da Fas (membrana) nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 2,9 0,0 0,1 0,0
Maior valor 14,5 35,2 32,1 35,2
Média 7,5 11,4 8,5 14,6
Desvio-padrao 3,7 8,2 6,7 8,7
Mediana 7,6 9,4 7,6 14,6
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,012 0,014

Melanomas <1 mm 0,060 0,629

Melanomas > 1 mm 0,009 0,000

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,128 0,001

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 34. Representacgao grafica da distribuicao das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nao
neoplasico da Fas (membrana) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > Tmm). )(2 =3,64; 1
grau de liberdade; p = 0,050.

5.2.11 Fas (citoplasma)

Tanto o estudo dos EC médios quanto a distribuicdo de freqiiéncias
dos valores relativos ao padrdao nao neoplasico de Fas (citoplasma) nao re-
velaram quaisquer diferengas estatisticas entre os grupos de estudo (Tabela

20; Figura 35).
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Tabela 20. Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrdao dos escores compostos de expressao

da Fas (citoelasma) nos diferentes grupos de estudo.

Menor valor 49,2 3,8 0,2
Maior valor 149,8 140,5 132,0 140,5
Média 85,7 74,2 66,8 82,3
Desvio-padrao 33,6 35,7 31,7 38,5
Mediana 80,1 71,4 70,2 94,7
Estatistica:
F* p**

Controles Melanomas 0,912 0,342

Melanomas <1 mm 0,746 0,107

Melanomas > 1 mm 0,695 0,803

Melanomas <1 mm  Melanomas > 1 mm 0,261 0,071

(*) Comparagao das variancias; (**) Comparacéo das médias e desvios-padrdo: Teste t de Sudent
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Figura 35. Representacao grafica da distribuicdo das freqliéncias relativas ao valor mediano do padrao néao
neoplasico da Fas (membrana) de acordo com a espessura dos melanomas (< ou > 1mm). x° = 2,34; 1

grau de liberdade; p = 0,126.

Na Tabela 21 se encontra simbolizada a sintese dos resultados encon-

trados nos grupos de melanomas em relacao aos nevos-controle. Assim, o

simbolo (=) indica que os valores médios foram semelhantes aos dos nevos-

controle, e o simbolo (T) indica valores médios significativamente maiores

do que os dos nevos-controle.
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Tabela 21. Sintese dos resultados estatisticos relativos aos escores com-
postos médios da expressao das proteinas da apoptose dos me-
lanomas em relacao aos nevos-controle.

Preteinas da apoptose Melanomas

Geral <1mm >1mm

Bcl2 (citoplasma)

e e e e e e e ||
N = === === 01l
e e e e e e R e N |

Bax (citoplasma)

Bak (citoplasma)

Apaf 1 (citoplasma)
Caspase3 (citoplasma)
Caspase9 (citoplasma)
Caspase8 (citoplasma)
FasL (membrana)
FasL (citoplasma)

Fas (membrana)

Fas (citoplasma)

5.3 Expressao protéica e evolucao dos melanomas cutaneos primarios

O estudo da evolugao dos melanomas > 1 mm nao revelou qualquer di-
ferenca nos EC médios de todas as proteinas estudadas quando compara-
dos melanomas néo disseminados com os disseminados (Tabela 22).

Do mesmo modo, as freqiiéncias relativas ao padrdao nao neoplasico
foram estatisticamente similares entre melanomas disseminados e nao dis-

seminados (Tabela 23).



Tabela 22. Comparagao das médias+desvios-padrao dos escores compostos relativos a expressao

das Eroteinas da anetose conforme a evolugﬁo dos melanomas > 1 mm.

Bcl2 (citoplasma) 1,9+3,3 1,1+2,0 0,004 0,092
Bax (citoplasma) 43,8+20,8 47,4+33,2 0,065 0,688
Bak (citoplasma) 49,5+16,6 50,1+27,0 0,061 0,937
Apaf 1 (citoplasma) 15,8+10,5 18,4+13,7 0,285 0,556
Caspase3 (citoplasma) 17,8+11,5 18,9+13,7 0,469 0,814
Caspase9 (citoplasma) 18,3+10,5 17,4+9,7 0,825 0,802
Caspase8 (citoplasma) 49,1+24,0 46,4+32,4 0,236 0,789
FasL (membrana) 28,8+18,1 25,9+14,5 0,458 0,619
FasL (citoplasma) 29,6+12,9 28,2+11,1 0,615 0,751
Fas (membrana) 15,8+9,2 12,6+7,7 0,559 0,313
Fas (citoplasma) 82,3+41,0 78,8+35,1 0,611 0,703

Tabela 23. Distribuicao das freqiiéncias relativas ao valor mediano do padrao nao neoplasico das pro-
teinas da apoptose conforme a evolucdo dos melanomas > 1 mm.

Bcl2 Menores 18 85,7 10 83,3
3 2

(citoplasma) Maiores 14,3 16,7 p = 0,369
Bax Menores 3 14,3 3 25,0

(citoplasma) Maiores 18 85,7 9 75,0 p = 0,264
Bak Menores 1 4.8 3 25,0

(citoplasma) Maiores 20 95,2 9 75,0 p=0,112
Apaf 1 Menores 3 14,3 2 16,7

(citoplasma) Maiores 18 85,7 10 83,3 p = 0,369
Caspase3 Menores 2 9,5 0 0

(citoplasma) Maiores 19 90,5 12 100,0 p =0,397
Caspase9 Menores 3 14,3 1 8,3 p =0,390
(citoplasma) Maiores 18 85,7 11 91,7

Caspase8 Menores 3 14,3 5 417 p =0,075
(citoplasma) Maiores 18 85,7 7 58,3

FasL Menores 2 9,5 0 0

(membrana) Maiores 19 90,5 12 100,0 p =397

FasL Menores 2 9,5 1 8,3

(citoplasma) Maiores 19 90,5 11 91,7 p = 0,461
Fas Menores 6 28,6 4 33,3

(membrana) Maiores 15 61,4 8 66,7 p= 0,290
Fas Menores 9 429 7 58,3

(citoplasma) Maiores 12 57,1 5 41,7 p=0,199
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6. Discussao

O melanoma cutadneo maligno ainda constitui desafio clinico importan-
te, especialmente se considerarmos o aumento da incidéncia de lesdes me-
nores que vem sendo registrado nas ultimas décadas em paises desenvol-
vidos e, mais notadamente, em suas populagées brancas®®"?”’. Ainda é a
principal causa de morte por cancer de pele’.

Os métodos diagnosticos disponiveis para detecgao precoce da doen-
¢a, que se baseiam em achados microscopicos da morfologia tecidual, ainda
carecem de acuracia®. Do mesmo modo, as variaveis clinicas e histologicas
para determinacgéo do prognéstico da doenca incluem o indice de Breslow, o
tamanho do tumor, a presenca de ulceracao e o nivel de invasado vascular,
mas deixam lacunas na definicdo de grupos de risco, ja que se trata de neo-
plasia cuja manifestacao clinica é bastante variavel de caso para caso'.

O entendimento de alterac6es moleculares mais recentemente associ-
adas com o melanoma cutaneo podera esclarecer melhor a génese de sua
malignidade, o diagndéstico e o prognédstico da doenca, bem como o seu tra-
tamento®,

No sentido de colaborar com os avancos nesse entendimento € que
desenhamos e concluimos este estudo, o qual enfatizou tanto os aspectos
clinicos epidemiol6gicos do melanoma cutdneo primario, quanto a analise
da expressao de proteinas apoptéticas em amostras de tecido desse tipo de

melanoma em 69 pacientes tratados pela doenga entre 1990 e 2007.
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Do ponto de vista epidemiol6gico, observamos que essa patologia afe-
tou homens e mulheres em igual freqiéncia, e em idades médias semelhan-
tes, corroborando dados da literatura internacional e nacional®'*%®. Relatos
de diferencas entre géneros na incidéncia do melanoma cutaneo parecem
estar relacionados a cultura de cada pais no que se refere a quem expoée
qual parte do corpo ao sol com maior fregiiéncia®®.

Neste estudo, as lesées em tronco foram mais freqlientes em homens
(42,8%), enquanto lesbes em membros inferiores comprometeram mais fre-
guentemente as mulheres (36,6%), confirmando a relacdo do melanoma
cutdneo com radiacdo solar, ja que sua maior incidéncia em areas mais ex-
postas ao sol determinou incidéncia da doenca em localizagdes diferentes
em homens e mulheres. Esses achados estdo absolutamente de acordo
com relatos da literatura'"'**”. Em nosso meio, Criado et al.'* ja haviam ob-
servado, inclusive, probabilidade 2,26 vezes maior de homens desenvolve-
rem melanoma cutdneo em regiao posterior do tronco, enquanto a probabili-
dade de ocorrer a doengca em membros inferiores é 2,4 vezes maior nas mu-
lheres.

Nao foram evidenciadas diferencas entre os géneros quando foram
avaliadas as médias de idade, os niveis de Clark, e os indices de Breslow,
excecao feita as lesdes com espessura de 2 mm a 4 mm, significativamente
mais freqUentes no grupo masculino (p = 0,049).

O aumento que vem sendo relatado na ocorréncia dessa neoplasia re-
fere-se geralmente a lesdes de menor espessura ou in situ*®°', e 52,5% dos

Nnossos casos se referiam a lesées < 1 mm. Também ja foi demonstrado, por
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outro lado, aumento no numero de pacientes do sexo masculino com lesdes
mais espessas’**.

Observamos taxa de disseminacao da doenca seguida de ébito de
11,6%, € taxa de disseminacdo da doenca sem ébito de 5,8%. Isso significa
que 17,4% dos pacientes apresentaram disseminagédo da doenca, sem dife-
rencas entre homens e mulheres, e sem influéncia da idade dos pacientes
ou da localizacao da lesao.

Os indices de Breslow constituiram variavel preditiva da evolu¢ao da
doenca, ja que nenhum paciente com tumores in situ ou com espessura <
1mm evoluiu com disseminacdo da doenca, enquanto pacientes com tumo-
res com espessura > 1mm apresentaram disseminagéo, especialmente a-
queles com tumores com espessuras > 4 mm.

Disseminacao da doenca foi observada, em média, 26,7 meses apds o
diagnéstico da leséo; os dbitos ocorreram, em meédia, 24,5 meses apos o
diagnéstico inicial. Nao encontramos correlacédo entre esses tempos médios
e as espessuras das lesdes, 0 que sugere o risco de disseminagdo com ou
sem &bito de lesbes com espessura > 1 mm associadas a outras caracteris-
ticas, especialmente com a presenca de ulceracao, ja que dos casos de me-
lanomas > 1Tmm utilizados para analise de tempo livre da doenga e sobrevi-
da, 12 apresentavam ulceracao da lesdo, dos quais nove (75%) apresenta-
ram disseminagédo da doenca.

Da mesma forma, o numero de mitoses detectado no tumor primario
pode acompanhar a progressdao da doenca (r = 0,43), podendo constituir,

junto com ulceracéao e nivel de Clark, o grupo de fatores associados ao indi-
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ce de Breslow que melhor podem predizer a evolugao do paciente.

Por fim, nossos dados revelaram taxa de tempo livre da doenca de
63% e taxa de sobrevida de 70% em cinco anos. Em nosso meio, Criado et
al." relataram taxa de sobrevida em cinco anos de 67,4%, valor bastante
proximo do encontrado na Gra-Bretanha por Carmichael et al.™.

Deste modo, nossas observacdes clinicas e epidemiolégicas foram
bastante compativeis com relatos da literatura sobre melanoma cutaneo
primario, assegurando, assim, a fidedignidade de nossos achados relativos
a expressao das proteinas da apoptose no grupo estudado.

Para a quantificacdo da expressédo das proteinas da apoptose em me-
lanoma primario, utilizamos a técnica de TMA nos pacientes com melanoma
> 1mm. Essa técnica, segundo revisio realizada por Alonso et al.", constitui
técnica ideal para o estudo da progressdao de melanomas malignos que, a-
lém de contribuir para a identificacdo de eventos moleculares-chave, tam-
bém facilita 0 desenvolvimento de modelos preditores acurados.

No entanto, a comparacdo de dados entre os estudos publicados é
quase impossivel, considerando-se a forma de observacao da variabilidade
de expressao de proteinas relacionadas a apoptose. Em sua maioria, os
estudos sdo semiquantitativos e nao puramente quantitativos.

Dai et al.”

construiram TMA para estudo da expressdo de Apaf-1 em
melanomas, e as laminas marcadas foram lidas por trés observadores inde-
pendentes para determinacdo de escores consensuais, a partir dos quais a
intensidade da coloracao foi classificada em sistema de cruzes, a saber:

negativa (0); fraca (+), moderada (++) e forte (+++). No trabalho de Espindo-
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la e Corleta® que estudaram a expressado de Bcl-2 em melanomas metasta-
ticos, dois patologistas avaliaram as Iaminas e as classificaram de acordo
com a intensidade de coloracdo em: negativa (menos de 5% de células
marcadas); positividade fraca (5% a 50%); positividade forte (mais que 50%
de células marcadas).

Alonso et al.' estudaram a expressado de diferentes proteinas em me-
lanomas com crescimento radial, vertical e nos metastaticos. A intensidade
de coloragédo das laminas foi também avaliada por dois patologistas que a-
tribuiram escores a expressao dessas proteinas de acordo com critério de
corte uniforme e claro (mas que néo é especificado na respectiva publica-
¢ao), do qual resultou fenétipo positivo para cada proteina estudada.

1.*° e Kanehira et al.*' utilizaram equipamento ACIS compativel

Hes et a
ao que usamos neste estudo para a leitura da expressao das proteinas. Hes
et al. basearam seus achados nos valores de intensidade média fornecidos
pelo programa especifico do aparelho. Kanehira et al. propuseram o uso de
escores compostos, calculados pelo valor de intensidade multiplicado pelo
valor de porcentagem de tecido marcado dividido por cem, e determinaram
a positividade da amostra pela seguinte formula: Escore composto = 25% da
intensidade maxima x 15% (area marcada) = 10.

Ressalte-se, porém, que nenhum desses estudos avaliaram amostras
de pele sadia ou de nevos pigmentados como controles.

Deste modo, adotamos a proposta de Kanehira et al.*’

para determina-
cao dos valores de expressao. Para a determinacao de um valor de corte

para as comparacdes entre os subgrupos de estudo que nos interessaram
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(nevos-controle, grupo geral de melanomas, melanomas < ou > 1mm e me-
lanomas disseminados ou ndo disseminados), adotamos o valor mediano de
expressdo de cada proteina no grupo de nevos-controle, considerando-o
valor normal de expressao das proteinas apoptéticas em células nao neo-
plasicas.

O estudo evidenciou, assim, que a expressao das proteinas de carac-
teristica pré-apoptotica foi, no geral, significativamente menor nos nevos-
controle em comparagdo aos melanomas menores e maiores que 1 mm,
exceto pela expressdo de BAX, cuja expresséao foi significativamente maior
em melanomas > 1 mm que em nevos-controle.

Na maioria das proteinas estudadas (BAK, Apaf1, Caspase 9, caspase
3, Caspase 8 e Fasl) a distribuicao das frequiéncias relativas ao valor medi-
ano do padrao nao neoplasico da expressao protéica ndao evidenciou dife-
rencas significativas quando comparados os grupos de melanoma pela es-
pessura da lesdo. No estudo de BAX houve diferenca significativa somente
para o grupo relativo a melanomas > 1 mm, cuja expressao dessa proteina
foi maior também que a do grupo de melanomas < Tmm.

Nao observamos qualquer diferenca na expressdo das proteinas da
apoptose na comparacao entre melanomas > 1mm que disseminaram e 0s
gue nao disseminaram.

Os resultados de diferentes estudos em relagdo ao papel da Bcl-2 em
melanomas cutaneos tém sido bastante controversos, ja que alguns autores

descrevem aumento de bcl-2 na progressao de melandcitos normais em

0 44,53

melanomas®’?, enquanto outros observaram justamente o contrario
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Neste estudo, a expressao de Bcl-2 foi semelhante nos nevos-controle e nos
melanomas mais finos, mas foi significativamente mais fraca nos melano-
mas primarios > 1 mm, ou seja, nossos achados ratificam os resultados de
estudos que observaram decréscimo da expressao de Bcl2 na progressao
dos melanomas. Jé& foi sugerido que sub-expressado de Bcl-2 estaria relacio-
nada com o crescimento autbnomo que é caracteristico do melanoma ma-
ligno”®.

Recentemente, Espindola e Corleta® relataram que a expressdo imu-
no-histoquimica de Bcl-2, considerada isoladamente, n&o constitui marcador
progndstico para melanomas cutaneos.

A resposta encontrada na maioria das proteinas estudadas foi de maior
expressao da apoptose nas amostras de melanoma. O mesmo se aplica a bai-
xa expressao de Bcl2, proteina de atividade anti-apoptética. Supondo-se
que os mecanismos de controle das células estejam funcionantes, € licito
propor que células com alto indice de mutagcbes acionem a maquinaria de
apoptose. Por outro lado, células com alto indice proliferativo poderiam a-
cionar mais freqientemente a morte celular programada. Ainda, consideran-
do que nossos dados possam ser reproduzidos por outros experimentos, €
possivel que, para continuar sua expansao e disseminacao, os melanomas
devam langcar mao de outros mecanismos que se sobreponham a morte ce-
lular, como a proliferacao, digestdao da matriz extracelular, motilidade e ou-
tros.

A Unica resposta que poderia sugerir interferéncia da apoptose no

crescimento tumoral seria de Fas, com expressdo menor em melanomas < 1
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mm na membrana celular, mas sem diferencas estatisticas entre os grupos
de estudo quanto a distribuicdo de freqiéncias de reatividade no citoplasma.

Portanto, ndo encontramos alteracdes na expressao das proteinas da
apoptose estudadas que pudessem sugerir 0 seu envolvimento tanto na gé-
nese quanto na progressdao de melanoma primario neste grupo de pacien-
tes.

A utilizacdo de método quantitativo claramente delineado abre a possi-
bilidade de comparacao mais fidedigna entre dados experimentais, sobretu-
do quando se considera que a andlise semiquantitativa esta sujeita a varia-
cbes de interpretagdo intra e inter-observador. Além disto, deve-se levar em
conta que investigagcdes que nado utilizam técnicas de alto rendimento, como
o TMA, também exibem alta variabilidade na padronizacdo dos métodos de
coloragao, pois sao feitos um a um, ao contrario da primeira, em que uma
unica reagao permite uniformizar a reacao entre amostras.

Desta forma, apo6s todas estas consideracdes, apresentamos a seguir

as conclusdes do presente estudo.
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7. Conclusoes

+ Nosso estudo mostrou maior incidéncia de melanoma em éareas ex-
postas ao sol, sendo mais freqlientes as lesées de tronco em homens, en-

quanto lesées em membros inferiores predominaram em mulheres.

e A evolugédo dos pacientes foi mais desfavoravel quanto maior a es-

pessura do tumor, correlacionada assim ao indice de Breslow.

e (Os melanomas sugeriram ter perfil pr6-apoptoético, o que pode signifi-
car que tanto fatores indutores da proliferacdo celular quanto de invaséo

tiveram preponderancia sobre apoptose.

e N&o se evidenciou alteracdo da expressao das proteinas anti-

apoptoéticas na analise comparativa dos melanomas com o grupo-controle.

e O perfil imuno-histoquimico das proteinas de apoptose nao teve signi-
ficado prognéstico, uma vez que nao houve diferencas de expressao entre

pacientes com e sem doenca disseminada.

e Na&o encontramos alteracdo da expressao das proteinas da apoptose
estudadas, sugestiva do seu envolvimento tanto na génese quanto na pro-

gresséo da doenca, no melanoma primario neste grupo de pacientes.
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Anexo 1
Aprovacio dos Comités de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,

Hospital A. C. Camargo e Hospital Brigadeiro

7




APROVACACO

A Comissiio de Etica para Andlise de Projetos de

Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Facuidade de Medicina da Universidade de S5do Paulo, em sessdo de

16.02.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1002/04, intituiado:

"Marcadores Moleculares em Melanoma Maligno:  Avaliagde de

Prognéstico” apresentado pelo Departamento de CIRURGIA.

Cabe ao pesquisader elaborar e apresentar a
CAPPesqg, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do

Conselho Nacional de Sadde n® 196, de 10.10.1596, inciso IX.2, letra “c*).

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Henri Friedhofer
Pesquisador(a) Executante: Dr. Moris Anger

CAPPesq, 16 de Fevereiro de 2005.

\ PA
C'v\ U\/\ NN %i‘&o
PROF. DR. EUCLIDES AYRE’S DE CASTILHO
\ Presidente da Comissdic de Etica para Andlise
!{C%JS CASTR! FERREI de Projetos de Pesquisa

PRQK a“é‘%“( hAI0 e

e Cirurni? syuries - £

Comissdo de Ftica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP 2 da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas de Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paule
Rua Ovidlio Pires de Campos, 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Peulo - 5P
Fone: C11 - 30695442 fax: 011 - 3069 6492 - 2-mail : coppese@hcnet.usp.br / secretariacappesa@hcnet.usp.br
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Doutorando : Moris Anger

Alteracdo do titulo da tese para : Expressao de Proteinas da Apoptose

em Melanoma Cutaneo

Anexos:
< Justificativa desta alteragao
< Projeto com a nova metodologia de pesquisa

% Folha de rosto para pesquisa apresentada para realizacéo da pesquisa no
laboratério do Hospital A C Camargo ( Instituicdo vinculada : Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da USP)
< Aprovacao do projeto pelo CEP do Hospital A C Camargo

< Aprovacao do projeto para financiamento pela Fapesp
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Hospital e
Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Sdo Paulo, 15 de Outubro de 2007.

Ao
Dr. Gilles Landman

Ref.: Projeto de Pesquisa n° 972/07
“Expressiio de proteinas da apoptose em melanoma cutineo”

Prezado Doutor:

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo Antonio Prudente -
Hospital A.C. Camargo, em sua ultima reunifo de 11/09/2007, aprovaram a realizagdo do
estudo em referéncia e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

Folha de Rosto para Pesquisa envolvendo Seres Humanos;

Termo de dispensa do consentimento livre e esclarecido;

Termo de compromisso do pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
Saude;

Orgamento Financeiro detalhado;

Declaragio de ciéncia e comprometimento do Departamento de Anatomia Patologica;
Declaragfo de Ciéncia do Departamento de Oncologia Cutanea;

Carta de aprovagdo do projeto na CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina de So Paulo; '
Carta de aprovaggo do projeto no CEP do Hospital Brigadeiro.

YV VYVVVV VYVYYVY

Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

/A/\\\
Prof/Dr. Luiz Paulo Kowalski
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Rua Prof. Antonio Prudente, 211 — Liberdade — Sdo Paulo — SP CEP 01509-900 - CNPJ 60.961.968/0001-06
Tel/Fax (0XX11)2189.5020 — cep_hcancer@hcancer.org.br
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE SERVICO DE SAUDE
UGA -V - HOSPITAL BRIGADEIRO

Sdo Paulo, 05 de setembro de 2007.

Carta de Aprovacio

Registro CEP-HB: 015/07-P

Titulo do Protocolo: “Marcadores Moleculares em Melanoma Maligno: Avaliagdo de
Prognostico”.

Prezado Dr. Moris Anger

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Brigadeiro, de acordo com
as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, em 05 de setembro de 2007, sob o
ponto de vista ético aprovou o Protocolo acima proposto.

Confirmamos que a aprovagdo ocorreu por unanimidade e que nenhum dos
pesquisadores envolvidos no estudo participou da votagio.

Queremos recorda-lhe do compromisso de nos enviar relatérios semestrais da evolugdo
do estudo, conforme determinagdo da CONEP.

Anexo:

Protocolo de Pesquisa Clinica;
Folha de Rosto;

Parecer Consubstanciado.

Jode bty

Dra. Leila de Lourdes Martins Perobelli
Coordenadora do CEP-HB

Av. Brigadeiro Luiz Anténio, 2621 Tel.3253-9704 / 3284-9111 r. 2186 / FAX 3289-2421
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Caso Iniciais Sexo Idade  Localizacao Data da indices de Niveis de
do nome da leséo cirurgia Breslow Clark

1 ARA M 25 Membro inferior 24/04/90 3,0 1
2 WGJB M 48 Tronco 06/05/93 0,5 1]
3 DRR F 63 Membro inferior 01/02/94 1,1 ]
4 VVP F 37 Membro inferior 27/10/94 0,5 ]
5 MCMPA F 39 Tronco 13/12/94 0,7 ]
6 AS M 70 Cabeca e Pescogo 25/04/95 in situ |
7 PSSJ M 20 Tronco 18/08/95 0,8 ]
8 MFL F 80 Membro superior 31/08/95 0,9 ]
9 RAZ M 44 Tronco 12/12/95 1,1 ]
10 SC F 21 Membro inferior 02/04/96 9,0 v
11 EHF M 52 Tronco 17/05/96 0,3 ]
12 AG M 72 Cabeca e Pescoco 04/07/96 4,2 v
13 ACM F 23 Membro inferior 18/07/96 1,3 ]
14 CSVP F 74 Cabeca e Pescogo 17/06/97 in situ |
15 AG M 67 Cabeca e Pescogo 17/04/98 2,1 ]
16 GZ M 67 Tronco 08/04/98 0,8 ]
17 VRA M 65 Tronco 04/08/98 7,0 v
18 JSJ F 64 Membro inferior 06/11/98 1,3 v
19 SMC F 49 Tronco 27/04/99 0,2 1]
20 SAG F 37 Tronco 08/06/99 0,4 1]
21 ZGA F 65 Membro inferior 22/06/99 1,6 [\
22 SGD F 49 Membro superior 09/11/99 0,5 ]
23 MCWM F 49 Tronco 07/12/99 0,6 ]
24 MDH F 73 Cabeca e Pescogo 27/01/00 in situ |
25 SA F 38 Tronco 16/02/00 0,7 ]
26 IRC F 48 Cabeca e Pescogo 11/07/00 9,0 \"
27 SC M 45 Membro inferior 19/09/00 1,8 ]
28 RC F 84 Cabeca e Pescogo 20/03/01 1,7 [\
29 NLM F 81 Membro superior 16/04/01 0,4 ]
30 TC M 69 Tronco 27/07/01 0,3 1]
31 SRF F 41 Tronco 13/08/01 0,3 1]
32 EL F 61 Membro superior 21/01/02 in situ |
33 RDN M 57 Tronco 31/01/02 1,1 ]
34 RAK F 49 Membro inferior 13/05/02 0,3 ]
35 MS M 53 Membro inferior 17/08/02 2,7 ]
36 ASH M 52 Tronco 20/09/02 0,3 1]
37 JMLS F 72 Membro inferior 01/11/02 1,1 ]l
38 EB M 85 Cabeca e Pescogo 01/04/03 0,6 1]
39 MFPS F 29 Membro inferior 10/04/03 0,35 ]
40 HPF F 67 Membro superior 03/10/03 0,5 ]
41 AKJ M 37 Tronco 14/10/03 0,5 ]
42 TSA F 50 Membro inferior 03/05/04 0,3 1]
43 ITV F 91 Membro superior 24/06/04 7,0 1
44 ISF F 74 Cabeca e Pescoco 17/05/04 5,0 \'
45 VSA M 72 Cabeca e Pescogo 02/07/04 in situ |
46 NBG F 58 Membro inferior 23/08/04 1,5 [\
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Caso Iniciais Sexo Idade  Localizacao Data da indices de Niveis de
do nome da leséo cirurgia Breslow Clark

47 LBA F 77 Cabeca e Pescogo 02/12/04 0,3 1]
48 RAL F 39 Membro superior 20/01/05 0,4 1]
49 MNC F 70 Cabeca e Pescogo 22/02/05 7,0 \
50 CGA M 39 Membro inferior 11/04/05 2,5 1\
51 SRPR F 47 Membro superior 14/04/05 0,7 ]
52 AS M 69 Cabeca e Pescoco 16/06/05 3,5 v
53 ESM M 71 Membro superior 30/06/05 0,7 1]
54 JB M 68 Membro superior 11/08/05 2,4 ]
55 SSS M 64 Cabeca e Pescoco 20/09/05 3,4 v
56 JVS F 72 Tronco 21/10/05 9,2 v
57 EAN M 52 Tronco 01/12/05 0,3 I
58 BWS F 78 Membro inferior 22/03/06 1,2 I}
59 oC M 67 Membro superior 25/08/06 3,4 ]
60 CS F 36 Membro superior 21/09/06 0,5 ]
61 MCBMV F 69 Membro superior 13/12/06 3,9 \
62 SF M 88 Cabeca e Pescogo 23/02/07 3,4 v
63 NAR M 52 Tronco 08/03/07 1,4 I}
64 CB F 62 Membro inferior 08/05/07 1,8 I}
65 MLD F 53 Membro inferior 25/05/07 in situ |
66 JFC M 65 Membro superior 24/05/07 2,8 ]
67 ACF F 81 Cabeca e Pescogo 28/05/07 0,9 ]
68 LMAF F 55 Membro inferior 18/10/07 2,8 I}
69 CMZ F 66 Membro superior 24/10/07 0,1 Il
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Dados histoldgicos
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Casos _ Tipo histolégico Crescimento Ulceracao Mitose
1 Extensivo superficial Vertical - 9
2 Extensivo superficial Vertical 0
3 Extensivo superficial Vertical 0
4 Extensivo superficial Vertical 1
5 Extensivo superficial Vertical zero
6 NC NC NC NC
7 Extensivo superficial Vertical 1
8 Extensivo superficial Vertical 2
9 Extensivo superficial Vertical 8
10 Nodular Vertical + 18
11 Extensivo superficial Vertical zero
12 Extensivo superficial Vertical + 15
13 Extensivo superficial Vertical + 2
14 NC NC NC NC
15 Nodular Vertical 7
16 Extensivo superficial Vertical 1
17 Extensivo superficial Vertical + 21
18 Extensivo superficial Vertical + 9
19 Extensivo superficial Vertical zero
20 Extensivo superficial Vertical 1
21 Extensivo superficial Vertical 4
22 Extensivo superficial Vertical zero
23 Extensivo superficial Vertical zero
24 Lentigo maligno NC NC NC
25 Extensivo superficial Vertical 1
26 Nodular NC + 3
27 Extensivo superficial Vertical 4
28 Extensivo superficial Vertical 2
29 Extensivo superficial Vertical zero
30 Extensivo superficial Radial zero
31 Extensivo superficial Vertical zero
32 NC NC NC NC
33 Extensivo superficial Vertical zero
34 Extensivo superficial Vertical zero
35 Nodular Vertical 3
36 Extensivo superficial Radial zero
37 Acral lentiginoso NC - zero
38 Extensivo superficial Vertical 2
39 Acral lentiginoso Vertical 1
40 Extensivo superficial Vertical zero
41 Extensivo superficial Vertical zero
42 Extensivo superficial Radial zero
43 Nodular Vertical + 33
44 Nodular Vertical + 3
45 NC NC NC NC
46 Extensivo superficial Vertical 3
47 Lentigo maligno Vertical zero
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Casos _ Tipo histolégico Crescimento Ulceracao Mitose
48 Extensivo superficial Radial NC zero
49 Lentigo maligno Vertical 3
50 Extensivo superficial Vertical - 3
51 Extensivo superficial Vertical 1
52 Nodular Vertical + 1
53 Extensivo superficial Vertical
54 Extensivo superficial Vertical 6
55 Extensivo superficial Vertical + 1
56 Extensivo superficial Vertical + 3
57 Extensivo superficial Radial zero
58 Extensivo superficial Vertical zero
59 Extensivo superficial Vertical + 13
60 Extensivo superficial Vertical zero
61 Extensivo superficial Vertical 3
62 Nodular Vertical + 1
63 Extensivo superficial Vertical 3
64 Extensivo superficial Vertical + 2
65 NC NC NC NC
66 Acral lentiginoso Vertical + 10
67 Lentigo maligno Vertical 1
68 Extensivo superficial Vertical + 14
69 Extensivo superficial Radial zero




Dados da evolucao da doenca

Anexo 4
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Casos Seguimento (meses) Disseminacao Obito
1 28 10/1991 08/1992
2 74 N N

3 65 N N

4 62 N N

5 60 N N

6 40 N N

7 61 N N

8 50 N N

9 155 N N
10 12 08/1996 1997
11 112 N N
12 132 12/2006 N

13 40 N N
14 13 N N
15 114 N N
16 58 N N
17 15 09/1999 11/1999
18 67 04/2004 06/2004
19 12 N N
20 11 N N

21 96 N N
22 36 N N
23 48 N N
24 85 N N
25 88 N N
26 98 N N
27 86 N N
28 87 N N
29 89 N N
30 71 N N

31 9 N N
32 48 N N
33 79 N N
34 76 N N
35 72 N N
36 72 N N
37 5 04/2003 04/2003
38 54 N N
39 63 N N
40 55 N N

41 59 N N
42 45 N N
43 43 08/2005 01/2008
44 6 10/2004 11/2004
45 48 N N
46 43 N N
47 45 N N




Casos Seguimento (meses) Disseminacao Obito
48 41 N N
49 41 N N
50 4 08/2005 N
51 38 N N
52 10 03/2006 04/2006
53 38 N N
54 37 N N
55 36 10/2007 N
56 35 08/2008 09/2008
57 33 N N
58 24 N N
59 25 N N
60 21 N N
61 19 N N
62 17 N N
63 15 N N
64 13 N N
65 15 N N
66 16 N N
67 9 N N
68 10 N N
69 9 N N




Dados da leitura da expressao de Bcl2

Anexo 5
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
1 0,5 1,2 60,2 69,6 4.878,3 0,7
2 0,4 1,7 48,4 29,2 1.516,2 0,8
3 1,4 0,2 57,7 6,3 2.886,9 0,1
4 0,4 9,5 55,0 509,0 5.411,6 52
5 0,5 0,2 57,5 18,5 7.546,0 0,1
6 0,5 0,3 58,8 18,6 5.902,2 0,2
7 0,4 8,4 56,8 337,4 3.625,8 4,8
8 0,5 1,1 59,6 42,2 3.757,0 0,7
9 0,5 0,2 60,4 7,6 4.190,6 0,1
10 0,4 0,1 52,6 6,5 5.080,3 0,1
11 0,5 19,0 60,2 805,0 3.369,2 11,4
12 0,4 8,1 56,2 464,1 4.712,1 4.6
13 0,4 0,8 56,0 28,5 3.893,9 0,4
14 0,4 0,1 54,2 3,6 3.267,0 0,1
15 0,4 0,5 53,5 26,7 4.637,5 0,3
16 0,4 8,6 50,2 311,4 3.305,4 4,3
17 0,4 0,2 55,8 10,3 5.602,2 0,1
18 0,4 0,1 54,8 4,7 5.244,9 0,1
19 0,5 16,6 60,6 426,6 2.118,8 10,1
20 0,4 15,4 57,0 493,6 2.730,6 8,8
21 0,5 0,8 59,5 39,4 4.719,9 0,5
22 0,4 12,7 49,6 114,6 808,6 6,3
23 0,4 31,6 56,4 1.523,0 3.235,0 17,8
24 0,5 2,5 58,0 125,2 4.836,6 1,5
25 0,6 8,5 61,0 403,6 4.253,6 52
26 0,5 0,3 58,8 19,3 7.074,9 0,2
27 0,5 0,2 59,2 6,0 3.226,0 0,1
28 0,5 0,4 57,5 22,3 5.838,1 0,2
29 0,5 14,6 58,8 112,8 707,0 8,6
30 0,5 0,8 59,4 49,8 6.271,2 0,5
31
32
33 0,4 1,7 55,9 63,3 3.625,1 0,9
34 0,4 0,3 53,6 8,8 3.542,0 0,1
35 0,4 3,6 54,7 175,4 4.442 1 2,0
36 1,5 79,3 78,4 2.956,6 752,6 62,2
37 0,5 10,3 57,2 385,7 3.498,6 5,9
38 0,8 12,7 66,4 976,6 6.713,2 8,4
39 1,3 38,5 76,2 575,4 898,8 29,3
40 0,5 2,5 59,2 87,2 3.479,0 1,5
41 0,5 0,7 61,8 29,4 4.180,6 0,4
42 0,5 3,3 61,4 109,2 3.488,4 2,0
43 0,4 1,1 51,3 41,7 3.693,6 0,6
44 0,5 0,4 59,2 20,9 6.434,0 0,2
45 0,9 22,3 69,8 696,6 2.406,4 15,6
46 0,4 0,9 51,5 38,4 3.890,6 0,5




Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores

marrom azul compostos (EC)
47 0,4 14,4 56,8 543,6 3.236,4 8,2
48 1,0 60,6 71,0 2.933,4 1.895,2 43,0
49 0,4 1,3 56,3 68,4 4.524.9 0,7
50 0,7 0,0 64,9 0,9 2.643,0 0,0
51 0,4 13,7 52,4 219,0 1.399,0 7,2
52 0,5 0,3 58,2 12,3 4.202,3 0,2
53 0,5 54,5 59,6 1.455,2 1.333,0 32,5
54 0,4 22,3 54,2 961,3 3.349,5 12,1
55 1,1 0,4 71,8 5,8 1.916,6 0,3
56 1,0 0,4 70,9 7,5 1.744,7 0,3
57 0,4 2,2 56,6 114,4 5.042,8 1,3
58 0,5 2,1 58,0 71,4 3.466,6 1,2
59 0,4 1,5 52,5 69,5 4.260,0 0,8
60 0,4 0,4 55,6 11,0 2.863,6 0,2
61 0,4 0,4 53,0 12,8 3.866,3 0,2
62 0,5 0,6 62,0 26,9 4.088,5 0,4
63 0,4 13,1 56,0 189,2 1.293,4 7,3
64 0,4 42 53,5 197,5 4.367,8 2,2
65 0,5 0,5 57,8 18,1 3.764,4 0,3
66 0,5 0,6 58,2 13,0 2.248,6 0,4
67 0,6 1,1 61,0 31,0 2.927,0 0,7
68 0,4 15,8 54,8 892,7 4.816,5 8,6
69 0,4 0,3 57,2 12,2 4.905,8 0,2
Nevos-controle

0,4 1,8 54,5 72,5 3.956,6 1,0

0,4 3,2 56,7 164,8 4.970,8 1,8

0,4 13,7 55,0 613,2 3.744,5 7,5

0,5 21,0 57,9 1.362,7 4.758,0 12,1

0,4 1,0 55,2 45,3 4.323,1 0,6

0,4 1,0 51,3 24,3 3.220,9 0,5

0,5 4,7 56,5 228,2 4.693,2 2,6

0,4 13,8 54,4 655,9 4.041,3 7,5

0,5 7,4 57,6 361,7 4.450,8 43

0,4 0,2 47,6 8,4 3.729,2 0,1




Dados da leitura da expressao de BAX

Anexo 6
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)

1 1,7 78,8 84,0 5.360,4 1.240,1 66,2
2 0,8 69,4 66,8 2.599,0 1.102,8 46,4
3 1,2 1,0 74,8 23,1 2.447,3 0,7
4 0,5 99,5 61,8 8.742,8 42,6 61,5
5 0,0
6 1,1 3,1 73,4 102,6 3.318,0 2,3
7 1,0 82,5 70,2 4.894,6 979,0 57,9
8 1,2 73,6 73,8 3.317,0 1.155,2 54,3
9 1,7 64,7 86,7 3.364,3 1.336,3 56,1
10 2,2 95,8 100,7 6.919,9 308,8 96,5
11 0,6 19,2 63,4 515,4 2.377,4 12,1
12 1,9 83,0 90,3 6.103,3 939,3 74,9
13 1,3 70,3 76,6 4.328,0 1.625,1 53,9
14 0,5 0,1 60,5 3,5 3.010,0 0,1
15 1,6 76,1 82,4 5.710,0 1.496,9 62,7
16 0,6 20,8 64,0 755,4 2.916,0 13,3
17 1,1 49,9 72,7 3.056,6 2.836,1 36,2
18 1,6 52,9 81,9 2.813,8 2.498,4 43,3
19 1,0 35,1 70,0 941,4 1.800,2 24,6
20 1,6 92,9 82,8 6.147,2 468,8 76,9
21 1,6 78,4 82,6 5.138,4 1.277,6 64,7
22 1,1 59,0 72,2 2.878,0 1.988,8 426
23 0,7 58,0 65,2 3.513,6 2.157,0 37,8
24 0,7 3,8 65,2 135,6 3.498,0 2,5
25 1,1 81,5 73,0 4.559,2 1.025,2 59,5
26 1,2 39,5 74,8 2.366,9 3.529,3 29,5
27 1,0 65,8 70,0 2.121,8 949,8 46,1
28 1,5 34,6 81,3 2.279,8 4.353,0 28,1
29 1,2 5,8 73,6 128,2 2.272,2 4,3
30 0,7 2,4 65,2 138,8 5.859,8 1,6
31 0,4 0,1 56,0 1,8 3.528,4 0,0
32 0,5 0,5 59,2 11,8 2.399,0 0,3
33 1,3 32,5 75,9 1.578,6 2.757,0 24,7
34 0,5 99,8 62,6 9.541,0 20,6 62,5
35 1,6 78,0 81,4 5.674,0 1.429,5 63,4
36 1,6 78,7 82,8 5.544,0 1.415,8 65,2
37 1,3 63,1 75,0 3.138,1 1.717,5 47,3
38 1,2 85,9 74,2 5.702,2 932,6 63,7
39 1,5 60,6 79,0 1.806,4 1.151,4 47,9
40 1,4 84,2 77,2 5.330,2 972,4 65,0
41 1,2 64,8 74,8 2.425,6 1.213,6 48,5
42 1,0 29,5 71,2 989,6 2.352,4 21,0
43 1,3 51,2 78,1 4.163,4 1.487,1 40,0
44 0,9 0,6 69,0 33,3 6.861,5 0,4
45 1,5 48,7 78,4 1.703,2 1.766,2 38,2
46 0,8 42,5 67,6 2.469,8 2.471,9 28,7




Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 0,6 2,2 64,6 72,8 3.609,8 1,4
48 1,0 29,1 70,4 1.596,0 3.844.,8 20,5
49 1,5 70,1 81,4 5.728,6 1.867,4 57,0
50 2,2 50,3 98,9 1.008,4 988,0 49,7
51 1,4 87,7 78,2 6.074,6 8242 68,6
52 1,0 22,0 70,3 975,5 3.290,8 15,4
53 0,7 48,4 65,8 1.560,8 1.664,8 31,9
54 1,5 86,9 79,6 6.434,8 878,5 69,1
55 0,0
56 2,8 85,9 118,5 2.756,5 288,9 101,8
57 0,6 17,5 63,4 655,6 2.907,6 11,1
58 1,4 61,2 78,3 3.111,0 1.617,3 47,9
59 0,9 46,8 69,1 2.498,2 2.549,0 32,3
60 0,8 59,9 67,8 2.700,2 1.710,2 40,6
61 0,7 14,9 66,6 582,7 3.229,4 9,9
62 1,5 40,8 79,9 1.387,7 2.036,2 32,6
63 1,0 55,9 70,0 2.763,0 2.189,2 39,1
64 0,9 61,7 69,7 3.752,5 2.055,1 43,0
65 1,6 73,4 84,7 4.709,7 1.437,2 62,1
66 1,1 58,2 72,2 3.204,4 2.243,2 420
67 1,5 61,5 79,8 2.850,4 1.695,4 491
68 2,0 96,0 92,8 8.414,8 334,3 89,1
69 0,7 4.6 66,6 138,0 2.836,8 3,1
Nevos-controle
0,7 7,8 65,9 282,4 4.309,7 5,1
0,9 13,6 69,3 646,6 4.060,3 9,4
0,9 44,6 68,9 2.067,2 2.263,4 30,7
1,2 71,0 73,6 4.470,9 1.596,0 52,2
0,8 9,8 67,5 422,2 4.027,1 6,6
0,9 3,9 69,9 110,9 3.299.4 2,7
1,5 61,5 80,4 3.221,8 1.993,1 49,5
0,9 32,0 68,8 1.693,1 3.452,5 22,0
1,2 44,0 73,5 2.078,5 2.621,0 32,3
0,6 49,7 64,6 2.113,8 2.107,6 32,1




Dados da leitura da expressao de BAK
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Escore

1,0
0,5
0,8
0,6

1,2
0,7
1,2
1,3
1,6
1,0
1,7
0,8
0,6
1,3
0,5
0,5
0,6
0,7
1,7
1,3
0,9
0,7
0,7
1,3
0,8
0,8
1,5
0,8
0,4
0,4
0,6
0,8
0,4
1,1
1,7
1,1
1,0
1,4
0,9
1,1
1,0
1,8
0,8
1,1
0,8

Porcentagem

69,5
13,3
38,8
77,2

85,5
89,5
87,0
79,4
87,7
81,2
85,5
70,9
59,8
75,8
59,8
37,7
39,3
75,0
72,8
70,3
91,6
87,1
75,1
95,5
42,7
87,5
50,6
61,5
57,5
84,3
86,0
48,0
59,9
69,3
93,3
74,3
89,8
65,4
76,2
84,0
51,9
93,1
19,7
75,6
55,8

Intensidade

71,6
61,2
68,1
64,6

75,0
65,8
75,6
76,7
84,0
70,4
85,9
67,6
60,8
77,7
58,8
60,1
63,3
65,8
84,0
77,6
68,4
66,0
65,6
76,6
68,2
68,0
82,1
67,0
56,8
56,8
64,4
66,4
54,2
72,4
85,6
71,8
70,2
76,8
68,4
73,0
71,6
87,1
66,7
72,2
65,4

Area
marrom
4.443,1

759,4
1.203,2
4.466,8

4.934,4
6.382,8
4.407,6
4.064,5
6.304,9
5.067,8
5.595,1
4.298,2
2.847,2
5.190,2
2.732,6
2.520,6
2.146,4
3.704,8
2.824,0
41443
5.438,2
5.352,0
3.734,2
5.961,0
2.943,9
5.321,6
3.280,6
2.729,8
1.810,0
4.784.4
4.854,6
1.755,0
2.012,4
4.465,3
5.371,6
4.340,7
5.534,4
2.809,2
4.204,2
4.410,0
2.610,2
6.288,2
1.116,4
3.408,4
3.362,6

Area
azul
1.885,2
5.218,8
1.856,7
1.282,8

800,6
728,4
673,6
1.075,2
869,3
1.164,4
917,2
1.691,5
1.866,2
1.630,1
1.814,6
3.884,8
3.341,5
1.219,2
1.030,4
1.737,6
486,4
781,0
1.263,4
268,2
3.984,9
7478
3.194,5
1.671,0
1.400,6
890,8
7846
1.837,6
1.326,2
2.006,8
386,2
1.475,5
653,2
1.443,2
1.249,6
715,0
2.397,2
446,7
4.583,4
1.096,8
1.734,0

Escores
compostos (EC)
49,7
8,1
26,4
49,9
0,0
64,1
58,9
65,8
60,9
73,6
57,1
73,4
47,9
36,4
58,9
35,1
22,7
24,9
49,4
61,2
54,6
62,6
57,5
49,2
73,2
29,1
59,5
41,6
41,2
32,7
47,9
55,4
31,9
32,5
50,1
79,9
53,4
63,0
50,2
52,1
61,4
37,1
81,1
13,1
54,6
36,5
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 0,7 84,7 66,2 3.695,8 645,0 56,1
48 0,7 39,9 64,6 2.348,6 3.455,6 25,8
49 2,0 74,4 92,5 5.222,9 1.750,3 68,8
50 1,5 50,4 80,8 1.005,5 1.016,3 40,7
51 1,3 94,6 76,2 6.000,2 321,4 72,1
52 0,6 32,0 62,4 1.652,2 3.180,2 20,0
53 1,2 69,1 74,2 3.817,0 1.665,0 51,3
54 1,5 89,5 79,7 5.956,0 692,0 71,3
55 1,5 63,9 80,6 2.052,2 1.177,0 51,5
56 2,8 83,0 116,9 2.360,4 418,3 96,9
57 0,5 441 58,8 1.898,0 2.483,2 26,0
58 1,1 74,3 73,2 3.889,9 1.252,3 54,3
59 0,5 60,2 61,0 4.013,6 2.537,9 36,8
60 0,5 69,7 62,0 3.471,4 1.476,2 43,2
61 0,4 26,6 56,3 1.116,8 3.073,2 14,9
62 1,2 72,8 74,5 4.378,0 1.650,8 54,2
63 0,8 84,9 68,2 5.563,0 963,8 57,9
64 0,9 72,6 69,8 4.937,3 1.839,1 50,7
65 1,3 73,0 76,5 4.428,6 1.617,0 55,8
66 0,5 72,5 62,6 4.661,2 1.766,0 45,4
67 0,7 59,6 64,0 2.790,6 1.910,0 38,1
68 2,0 92,6 94,5 6.832,1 537,2 87,4
69 0,8 21,9 65,6 440,0 1.615,6 14,4
Nevos-controle
0,5 24,1 58,8 924,1 2,750,5 14,2
0,5 29,1 59,6 1.499,8 3.302,4 17,3
0,5 50,4 57,6 2.747,9 2.656,8 29,0
0,8 73,5 67,2 4.989,1 1.807,0 49,4
0,5 21,3 57,7 881,7 3.218,3 12,3
0,5 20,8 57,6 572,5 2.452,6 12,0
0,8 49,0 66,0 2.715,0 2.789,3 32,3
0,5 52,2 59,6 3.070,4 2.626,4 31,1
0,6 53,4 62,0 2.882,0 2.407,2 33,1
0,4 8,9 47,8 245,2 2.160,6 43
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
1 0,5 25,8 58,1 1.264,1 3.465,6 15,0
2
3 0,8 11,2 67,8 82,1 692,0 7,6
4
5
6 0,6 72,6 62,4 3.715,0 1.408,0 453
7 0,4 89,6 50,6 3.836,8 464,4 454
8 0,5 52,4 59,6 1.946,8 1.768,4 31,2
9 0,7 42,5 65,0 1.658,2 2.089,7 27,6
10 0,4 38,2 54,1 2.768,1 4.557,2 20,7
11 0,5 84,6 60,4 5.344,6 965,6 51,1
12 0,5 56,5 58,9 4.358,9 3.047,3 33,3
13 0,4 35,4 50,2 1.158,3 2.102,2 17,8
14 0,4 76,6 53,2 4.250,2 1.286,2 40,7
15 0,4 26,9 50,9 1.019,2 2.696,0 13,7
16 0,4 63,0 55,0 3.691,4 2.168,4 34,6
17 0,4 4,5 47,4 129,6 2.651,3 2,1
18 0,4 12,3 53,7 477,3 3.432,3 6,6
19 0,5 83,4 60,2 3.506,2 687,2 50,2
20 0,7 77,5 62,4 2.524,0 770,2 48,3
21 0,5 28,0 59,4 1.541,8 3.556,7 16,6
22 0,4 80,4 51,4 3.176,0 722,0 41,3
23 0,4 53,7 52,6 3.653,4 3.131,4 28,3
24 0,5 79,0 59,6 3.374,6 870,6 471
25 0,5 78,5 57,2 3.961,4 1.035,2 449
26 0,4 1,8 53,9 91,8 49171 0,9
27 0,4 60,9 53,8 4.347,0 2.727,0 32,7
28 0,4 7,7 56,3 530,7 5.723,3 43
29 0,7 48,2 66,2 1.684,4 1.778,6 31,9
30 0,4 61,8 53,0 1.420,2 900,0 32,8
31
32 0,4 51,5 53,6 1.321,8 1.238,6 27,6
33 0,6 29,1 61,3 883,8 2.264,0 17,8
34 0,4 75,5 50,2 3.095,2 1.013,2 37,9
35 0,4 32,0 51,3 1.705,7 3.524,5 16,4
36 0,7 83,0 64,2 5.605,8 1.115,8 53,3
37 0,4 49,1 54,6 2.300,6 2.275,0 26,8
38 0,4 59,5 51,8 2.797,2 1.912,8 30,8
39 1,0 77,1 70,4 2.916,4 842,6 54,3
40 0,5 86,9 59,6 5.009,2 728,2 51,8
41 1,1 82,5 73,0 2.311,8 478,6 60,2
42 0,5 69,9 58,0 3.399,4 1.461,6 40,5
43 0,4 37,2 49,5 1.746,7 2.077,0 18,4
44 0,4 3,4 55,2 128,1 3.130,6 1,9
45 0,6 79,7 64,4 3.537,2 890,6 51,3
46 0,4 5,7 46,7 140,1 1.943,7 2,7
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 0,5 29,8 57,4 7442 1.742,2 17,1
48 0,4 59,9 52,0 3.254,8 2.190,0 31,1
49 0,4 19,2 54,0 1.468,3 3.899,4 10,4
50 1,2 19,4 74,0 341,2 1.615,2 14,3
51 0,4 73,1 56,0 3.041,8 1.122,4 40,9
52 0,6 6,2 61,7 142,8 2.336,6 3,8
53 0,4 61,8 51,8 3.558,8 2.195,0 32,0
54 0,4 33,6 47,7 1.344,0 2.582,2 16,0
55 1,0 51,0 70,4 1.160,2 1.172,8 35,9
56 1,3 55,0 75,6 1.248,9 571,2 41,6
57 0,4 85,1 53,6 5.566,4 961,2 45,6
58 0,6 34,3 58,8 880,1 1.573,0 20,2
59 0,4 18,6 48,7 487,0 1.934,7 9,1
60 0,3 40,8 46,4 230,0 330,6 18,9
61 0,4 2,9 47,6 42,5 1.371,1 1,4
62 0,8 37,8 66,3 1.228,8 2.047,3 25,0
63 0,4 58,1 56,4 3.827,4 2.756,0 32,8
64 0,4 9,3 49,6 359,8 2.928,0 4.6
65 0,5 44.4 59,7 2.584,0 3.215,5 26,5
66 0,4 65,5 51,6 2.587,2 1.335,2 33,8
67 0,9 62,8 69,0 1.713,8 1.008,2 43,4
68 0,4 40,7 52,0 2.685,8 4.041,1 21,2
69 0,5 43,5 59,0 1.180,0 1.454,2 25,6
Nevos-controle
0,4 3,3 48,0 89,5 1.929,6 1,6
0,4 5,6 49,9 193,1 2.423,1 2,8
0,3 6,8 45,3 171,1 1.486,3 3,1
0,4 15,8 48,4 554,1 3.088,5 7,7
0,4 1,9 51,2 34,7 2.007,8 1,0
0,4 1,7 48,3 15,8 1.719,0 0,8
0,4 15,0 53,6 563,1 3.236,6 8,1
0,4 5,7 47,3 120,1 1.830,3 2,7
0,4 5,4 53,6 133,2 2.373,6 2,9
0,3 9,9 444 180,4 1.562,6 4.4
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Dados da leitura da expressao de Caspase3 (citoplasma)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)

1 0,5 48,1 59,8 3.347,1 3.344,8 28,8

2 0,3 48,1 46,2 1.212,8 1.294,0 22,2

3 0,4 8,6 33,2 213,6 997,0 2,9

4 0,4 91,3 48,4 5.067,8 487,4 442

5 0,5 75,5 57,7 5.363,7 1.622,3 43,5

6 0,5 93,5 58,6 6.965,2 481,0 54,8

7 0,4 84,5 51,4 7.293,4 1.331,2 43,4

8 0,5 90,5 58,0 3.712,4 395,4 52,5

9 0,6 58,7 73,9 4.571,2 3.217,9 43,4

10 0,5 43,3 56,8 3.413,1 4.472,5 24,6

11 0,4 90,8 54,0 6.637,0 665,0 49,0

12 0,6 57,2 63,9 5.052,9 3.724,5 36,5

13 0,5 53,3 58,7 3.766,6 3.253,5 31,3

14 0,3 1,2 445 11,5 784,0 0,5

15 0,4 32,8 55,4 2.097,2 4.074,8 18,1

16 0,3 37,6 43,0 571,0 914,4 16,2

17 0,4 13,3 53,6 758,5 4.452,5 71

18 0,4 10,8 56,0 508,0 4.231,5 6,0

19 0,4 92,7 53,0 3.727,6 288,4 491

20

21 0,6 411 60,5 2.859,5 3.673,2 249

22

23

24

25

26 0,4 14,6 56,0 863,1 4.902,5 8,2

27 0,4 46,0 51,6 1.286,2 1.498,0 23,7

28 0,6 14,3 61,5 1.031,0 6.027,7 8,8

29

30

31

32

33 0,8 29,5 62,1 1.304,6 2.788,1 18,3

34

35 0,4 28,3 54,9 1.758,8 4.260,6 15,5

36

37 0,4 49,1 55,6 2.969,3 2.935,2 27,3

38

39

40

41

42

43 0,2 25,9 26,4 1.921,8 1.731,9 6,8

44 0,6 3,2 62,5 153,0 4.432,2 2,0

45

46 0,4 29,2 51,3 1.747,7 2.997,5 15,0




47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

0,4
1,7

0,5

0,2
0,7
1,8

0,9
0,4

0,4
0,8
0,4
0,5
0,5

0,4

Nevos-controle

0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,6
0,4
0,5
0,3

28,9
33,1

18,5

22,9
16,8
47,9

25,1
26,3

3,1
33,8
58,3
60,0
48,9

43,7

1,8
1,4
3,2
11,3
2,1

23
4,7
3,7
7.1

9,7

446
83,8

59,2

26,3
39,4
87,4

68,2
52,4

49,7
66,0
51,6
59,4
58,9

55,9

49,1
51,7
46,9
50,8
53,5
49,6
57,9
48,8
56,4
40,6

2.629,2
1.169,3

838,7

1.330,9
714,4
2.062,2

891,5
1.247,6

77,0
1.799,7
3.118,8
5.368,1
3.686,2

3.626,4

45,9
43,4
87,9
559,2
69,4
47,0
200,8
124,8
270,7
117,8

3.170,9
2.365,0

3.228,7

1.514,0
1.347,3
1.682,8

2.445,5
3.374,6

2.412,6
3.338,2
2.203,4
3.421,6
3.456,9

4.605,6

2.498,1
3.028,4
2.513,4
4.052,1
3.165,5
2.477,3
4.085,8
2.916,2
3.317,0
1.103,0
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Dados da leitura da expressao de Caspase9 (citoplasma)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)

1 0,5 34,5 60,2 1.545,6 2.620,6 20,8
2 0,4 94,7 52,2 1.126,4 63,4 49,4
3 0,3 13,6 32,0 223,7 599,0 4.4
4 0,4 67,1 55,6 2.237,0 1.076,4 37,3
5 0,6 73,4 62,5 4.673,0 1.687,0 45,9
6 0,5 28,7 61,0 319,0 926,0 17,5
7 0,4 66,6 51,6 1.236,6 666,2 34,4
8 0,6 70,1 62,4 2.956,8 1.264,0 43,8
9 0,5 25,1 35,3 1.190,6 1.164,3 8,8
10 0,5 43,6 57,5 2.895,5 3.704,8 25,1
11 0,5 40,7 60,2 1.747,4 2.563,4 24,5
12 0,6 59,9 62,8 4.647,4 2.832,9 37,6
13 0,4 54,8 57,0 3.016,1 2.367,4 31,2
14 0,0
15 0,5 45,2 57,1 2.936,8 3.170,6 25,8
16 0,4 52,6 53,8 882,4 771,2 28,3
17 0,4 15,7 54,3 720,2 3.661,1 8,5
18 0,5 15,7 57,7 762,9 4.176,3 9,1
19 0,7 66,8 65,0 2.253,0 1.123,6 43,4
20 1,0 41,2 71,4 1.050,4 1.568,6 29,4
21 0,5 21,4 59,1 949,3 2.322,4 12,7
22 0,4 70,3 54,6 952,4 426,4 38,4
23 0,4 15,5 53,2 192,8 1.086,8 8,2
24 0,4 87,7 55,4 325,0 43,0 48,6
25 0,4 72,9 57,0 2.188,6 798,2 41,5
26 0,4 9,0 54,8 382,0 3.370,3 4.9
27 0,5 51,1 60,8 2.264,2 2.108,2 31,1
28 0,5 19,6 60,4 1.241,9 5.163,6 11,8
29 0,6 33,2 64,8 450,6 1.039,2 21,5
30 0,4 37,5 56,6 372,8 571,2 21,2
31 0,4 55 48,5 10,5 178,5 2,7
32 0,4 11,2 55,0 124,2 1.012,8 6,2
33 0,6 32,9 60,6 804,5 1.615,8 20,0
34 0,4 63,3 52,6 1.714,4 993,0 33,3
35 0,4 30,3 54,6 1.360,5 3.121,9 16,5
36 0,5 45,9 61,2 2.593,2 3.045,8 28,1
37 0,4 44,2 57,1 1.772,4 2.096,3 25,2
38 0,5 63,5 60,4 4.084,6 2.348,8 38,4
39 0,7 55,8 64,4 2.057,4 1.589,6 36,0
40 0,5 76,4 63,0 4.203,8 1.284,0 48,1
41 0,7 59,2 65,4 2.104,2 1.452,6 38,7
42 0,5 40,8 62,4 1.455,2 2.210,8 25,4
43 0,2 31,8 28,6 2.142,7 1.214,9 9,1
44 0,5 7,2 59,5 326,6 4.294.4 43
45 0,5 40,2 62,0 1.113,8 1.826,4 24,9
46 0,4 29,5 53,4 1.623,6 2.428,4 15,8
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 0,5 69,3 60,2 1.751,0 765,8 41,7
48 0,4 15,0 50,0 287,2 1.583,0 7,5
49 0,2 24,9 29,2 1.590,2 1.435,0 7,2
50 1,0 18,9 70,7 439,6 1.602,7 13,4
51 0,4 80,0 55,8 3.261,8 752,2 446
52 0,5 18,7 60,6 494.6 1.994,0 11,3
53 0,4 35,7 51,4 923,4 1.653,2 18,4
54 0,2 34,0 28,2 1.906,1 859,8 9,6
55 1,3 32,5 76,0 344,0 879,8 24,7
56 0,9 35,9 55,1 769,9 373,6 19,8
57 0,5 25,7 62,4 823,2 2.306,0 16,1
58 0,6 445 62,1 1.726,4 1.878,0 27,6
59 0,4 31,8 54,0 1.053,0 2.188,0 17,2
60 0,5 32,9 59,2 965,8 1.948,6 19,5
61 0,4 8,8 53,6 187,1 2.021,3 4,7
62 0,8 27,6 67,1 1.151,3 2.843,9 18,5
63 0,6 55,7 64,8 258,8 206,8 36,1
64 0,5 40,1 56,1 2.129,6 2.163,3 22,5
65 0,6 52,3 61,4 2.820,3 2.190,9 32,1
66 0,6 30,0 63,2 352,2 816,8 19,0
67 0,8 32,5 68,0 920,2 1.914,6 22,1
68 0,5 67,1 59,0 5.121,7 2.534,2 39,6
69 0,7 24,9 65,4 332,8 992,0 16,3
Nevos-controle
0,4 0,8 51,9 14,4 1.993,3 0,4
0,3 4.5 40,2 133,8 1.912,2 1,8
0,4 12,0 50,7 265,4 1.734,1 6,1
0,4 34,2 54,8 1.593,9 2.952,8 18,8
0,4 11,9 55,3 333,7 2.253,7 6,6
0,4 4,1 53,5 52,5 2.081,6 2,2
0,6 21,8 59,7 820,0 2.863,9 13,0
0,4 23,0 52,7 660,9 2.059,7 12,1
0,4 24,0 56,7 793,6 2.026,7 13,6
0,4 9,0 48,4 651,4 6.597,4 44
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Dados da leitura da expressao de Caspase8 (citoplasma)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)

1 2,2 59,3 100,0 4.666,2 3.203,6 59,3
2 1,5 83,3 79,4 5.831,4 1.147,6 66,1
3 1,5 6,7 80,4 122,6 1.895,2 5,4
4 2,3 87,1 102,8 7.848,6 1.141,8 89,6
5 0,0
6 2,1 84,3 97,2 4.717,2 856,4 81,9
7 2,3 87,2 103,4 6.816,2 1.011,6 90,2
8 1,8 72,6 87,6 4.919,2 1.851,0 63,6
9 2,7 61,0 113,8 4.350,8 2.801,8 69,4
10 2,4 66,5 106,8 5.713,7 2.889,5 70,9
11 0,0
12 2,7 70,2 113,7 6.495,0 2.659,7 79,8
13 2,2 64,1 100,9 5.503,6 3.021,6 64,7
14 2,0 78,5 93,0 5.575,4 1.527,4 73,0
15 1,9 45,4 90,8 3.832,4 4.483,1 41,2
16 1,0 65,9 70,6 2.634,0 1.358,8 46,5
17 1,6 241 82,1 1.746,1 5.222,2 19,8
18 1,8 26,9 88,8 1.748,3 4.542,6 23,9
19 2,4 89,4 106,6 6.710,2 759,8 95,3
20 1,5 97,9 80,2 4.443,6 86,4 78,5
21 2,3 69,6 103,4 5.657,5 2.487,0 71,9
22 2,0 99,6 92,8 8.553,0 27,4 92,5
23 2,7 88,8 113,4 7.757,8 948,2 100,7
24 2,2 66,3 98,4 2.859,4 1.5083,6 65,2
25 2,7 90,6 115,2 7.770,4 786,4 104,4
26 1,8 20,8 88,3 1.782,1 6.822,2 18,4
27 1,8 83,7 88,2 5.648,0 1.101,4 73,8
28 2,3 29,2 102,2 2.617,5 6.198,0 29,9
29 2,0 37,6 94,2 2.680,8 4.429,6 35,4
30 0,0
31 0,0
32 2,2 59,0 98,2 3.909,6 2.710,6 57,9
33 1,8 46,5 89,5 2.182,9 2.496,5 41,6
34 1,6 69,5 80,8 4.647,4 2.011,2 56,2
35 2,3 61,4 102,7 5.434,2 3.434,7 63,0
36 2,9 71,8 121,2 5.215,4 2.023,0 87,1
37 1,9 47,3 91,0 3.113,9 2.812,9 43,0
38 1,9 77,8 91,0 6.695,0 1.878,4 70,8
39 1,9 68,1 91,2 4.385,4 1.992,6 62,1
40 1,9 70,9 89,6 4.978,8 2.040,6 63,5
41 2,1 72,5 96,0 4.007,4 1.489,2 69,6
42 1,3 43,5 76,6 1.500,8 1.855,0 33,3
43 2,0 68,2 92,5 6.202,9 2.906,4 63,1
44 1,8 4.9 87,5 3994 7.731,3 4,2
45 1,7 38,2 83,8 1.689,6 2.692,4 32,0
46 1,4 62,8 77,2 5.309,4 2.856,6 48,5
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 0,8 74,4 66,8 5.109,0 1.769,4 49,7
48 1,2 23,0 74,4 963,0 3.111,2 17,1
49 2,6 74,7 110,6 7.585,4 2.560,8 82,6
50 2,6 20,2 11,1 752,4 2.914,2 22,5
51 1,4 89,2 77,4 6.234,0 737,4 69,1
52 1,6 23,9 83,2 1.463,7 4.134,1 19,8
53 0,8 69,3 67,4 2.876,6 1.321,4 46,7
54 1,8 76,4 87,8 6.140,5 1.820,1 67,1
55 2,6 30,8 110,4 1.552,2 3.576,8 34,0
56 3,7 81,5 143,4 2.611,6 593,2 116,8
57 1,3 57,2 76,2 2.631,8 1.939,0 43,6
58 2,0 51,5 95,4 3.681,0 3.271,1 491
59 1,5 32,1 79,7 2.298,4 4.335,2 25,6
60 1,8 77,3 88,0 5.257,0 1.481,4 68,0
61 1,2 6,5 74,3 204,6 2.918,2 4.8
62 2,0 30,1 93,6 1.916,3 4.208,1 28,2
63 1,9 94,1 92,0 8.264,8 520,2 86,6
64 1,4 48,3 78,5 3.478,9 3.730,6 37,9
65 1,9 46,9 91,5 3.657,5 3.737,5 429
66 1,6 68,9 82,0 4.663,0 1.835,4 56,5
67 1,7 68,1 86,2 3.430,6 1.603,2 58,7
68 2,2 65,1 99,5 6.100,6 3.278,7 64,7
69 1,5 19,9 81,8 581,2 1.714,4 16,3
Nevos-controle
1,4 344 77,6 1.622,7 2.948,6 26,7
1,4 14,0 77,9 328,0 2.204,4 10,9
1,7 32,2 85,0 2.041,3 4.138,9 27,3
1,5 16,1 79,2 656,9 3.289,4 12,7
1,5 26,7 80,0 1.080,5 2.823,7 21,4
1,3 13,5 77,2 414,7 2.209,6 10,4
1,7 23,4 86,1 1.543,1 4.657,3 20,1
1,5 37,9 80,2 2.935,9 4.821,8 30,4
1,3 41,8 75,8 2.058,2 2.726,3 31,6
1,8 60,7 89,2 4.026,6 2.471,0 54,2
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Dados da leitura da expressao de FasL (membrana)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
1 0,9 28,3 69,0 473,9 1.279,1 19,5
2 0,6 87,0 64,4 1.660,4 267,2 56,0
3 1,1 1,2 71,7 2,2 256,9 0,8
4 0,8 87,0 67,6 2.077,2 273,6 58,8
5 0,7 63,8 66,6 1.183,0 690,0 42,5
6 1,0 59,8 70,0 356,4 199,0 41,9
7 0,9 99,2 68,6 1.407,4 9,4 68,1
8
9 1,2 31,4 73,3 332,5 757,5 23,0
10 0,9 53,4 69,0 1.395,2 1.258,9 36,8
11 0,8 68,3 68,2 1.377,8 641,8 46,6
12 1,0 67,1 70,1 1.725,4 760,8 47,0
13 0,6 55,3 64,8 638,6 5411 35,8
14 0,6 76,6 64,4 1.311,6 419,6 49,4
15 0,8 72,4 67,6 1.663,5 634,9 48,9
16 0,6 68,9 64,4 1.521,8 682,4 44 .4
17 0,6 23,8 64,8 280,4 973,3 15,5
18 0,8 32,8 67,8 593,9 1.139,2 222
19 1,0 96,4 70,6 1.607,8 60,8 68,1
20 0,8 88,2 67,2 1.685,2 227,4 59,2
21 0,9 55,8 68,7 1.081,6 825,8 38,4
22 0,8 96,7 67,4 1.831,0 64,2 65,2
23 0,6 59,7 63,4 407,4 314,0 37,9
24 1,0 75,6 70,0 1.210,4 379,6 52,9
25 1,0 91,9 71,0 2.712,4 236,0 65,2
26 0,8 14,0 67,3 201,9 1.224,3 9,4
27 0,9 97,4 69,2 2.684,2 61,0 67,4
28 0,9 14,5 68,9 330,4 2.028,9 10,0
29 1,0 44,0 71,4 684,8 901,0 31,4
30 1,0 19,2 70,4 338,8 1.442.2 13,5
31 0,9 77,0 68,8 1.085,6 326,8 53,0
32 1,0 71,9 71,6 9442 372,8 51,5
33 0,9 31,8 68,6 213,1 523,5 21,8
34
35 0,7 35,4 65,4 547,0 811,8 23,2
36 1,0 63,9 71,6 1.371,0 760,8 45,7
37 0,6 27,3 64,2 250,2 571,9 17,5
38 0,7 65,7 66,2 1.593,0 732,8 43,5
39
40 1,3 80,7 75,2 1.063,6 271,0 60,7
41 1,3 57,7 75,4 427,2 313,8 43,5
42 0,9 73,1 69,6 915,8 331,0 50,8
43 0,5 63,7 63,4 1.543,3 853,2 40,4
44 0,9 4,4 68,7 32,3 1.016,6 3,0
45 1,0 43,3 71,4 190,2 319,8 30,9
46 0,5 25,1 62,4 318,8 745,0 15,6




47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

0,6
0,8
0,7
1,3
0,6
0,7

0,6
1,3
1,3
0,5
0,8
0,5

0,5
11
0,9
0,6
0,8
0,6
0,6
0,7

Nevos-controle

0,6
0,6
0,5
0,5
0,6
0,5
0,7
0,5
0,7

27,6
41,2
47,9
14,8
96,9
33,5

67,8
35,4
65,2
100,0
53,9
14,4

3,7
23,5
85,4
48,1
52,3
62,5
99,5
63,9

2,5
2,5
3,7
3,8
1,6
1,5
6,7
3,8
12,3

64,0
68,0
66,7
75,7
63,6
66,8

63,4
75,0
75,8
61,0
67,3
62,5

62,7
71,9
68,4
64,0
67,4
65,0
62,0
65,7

63,0
64,7
62,5
62,6
64,5
62,3
66,1
61,8
65,8

327,6
430,8
1.680,9
103,4
1.410,2
335,6

1.222,5
163,6
416,9

5.276,2
455,2
103,8

16,8
204,3
1.466,8
868,2
1.138,2
231,4
2.495,4
1.483,1

28,8
32,0
36,3
30,7
12,8
5,9
90,6
27,3
134,5

812,2
614,4
1.277,4
560,3
45,6
554,8

540,4
267,9
91,8
1,8
304,3
547,6

547,8
750,8
247,4
793,4
996,6
142,2

12,0
842,8

993,6
1.292,1
975,9
1.027,0
946,6
733,9
1.156,1
717,3
951,4
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Dados da leitura da expressao de FasL (citoplasma)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
1 1,0 37,8 70,3 2.070,2 3.321,7 26,6
2 1,1 76,2 72,2 6.307,2 1.943,2 55,0
3 1,1 7,8 71,8 196,5 2.262,2 5,6
4 1,0 73,8 71,4 5.477,2 1.941,2 52,7
5 0,9 76,5 68,4 4.509,8 1.370,8 52,3
6 1,0 69,7 71,0 3.100,6 1.321,0 49,5
7 0,7 78,2 65,2 3.789,8 1.008,4 51,0
8 1,1 76,0 73,2 3.697,0 1.159,4 55,7
9 1,3 33,4 76,2 1.740,9 3.478,5 25,5
10 1,0 62,1 70,3 3.075,3 1.827,4 43,7
11 1,1 73,7 72,4 4.219,6 1.539,8 53,3
12 1,0 56,7 71,1 4.167,1 3.116,6 40,3
13 0,6 45,4 63,8 2.212,5 2.711,2 28,9
14 0,7 69,9 65,4 3.584,6 1.558,8 45,7
15 0,8 59,2 67,9 4.114,5 2.842,7 40,2
16 0,7 73,2 66,4 4.398,6 1.608,2 48,6
17 0,6 29,1 63,5 1.551,8 3.528,1 18,5
18 0,8 33,6 67,2 1.716,8 3.057,1 22,6
19 1,2 75,6 74,0 4.601,6 1.481,4 55,9
20 1,0 83,4 71,0 6.554,4 1.302,4 59,2
21 0,8 49,8 68,1 2.839,0 2.786,2 33,9
22 1,1 80,5 72,2 5.206,8 1.246,0 58,1
23 0,5 51,1 61,6 1.659,8 1.517,0 31,5
24 1,0 68,8 70,6 3.647,2 1.638,8 48,6
25 1,1 78,2 73,0 6.315,6 1.744,2 57,1
26 0,7 18,8 66,4 1.143,6 4.996,0 12,5
27 1,2 75,6 74,0 5.351,2 1.725,2 56,0
28 0,9 27,1 69,7 1.408,5 3.872,6 18,9
29 1,4 61,3 77,4 3.989,8 2.530,0 47,4
30 1,2 54,7 73,4 2.551,0 1.946,0 40,1
31 1,1 54,4 72,2 3.069,6 2.559,0 39,3
32 1,3 70,8 75,4 4.350,0 1.808,6 53,3
33 1,0 41,2 70,6 1.470,9 2.113,1 29,1
34 1,0 76,2 71,6 5.271,6 1.676,2 54,6
35 0,6 40,4 63,8 1.857,1 2.461,5 25,8
36 1,3 59,3 75,0 4.043,8 2.759,2 445
37 0,6 43,2 63,9 1.582,1 1.827,1 27,6
38 0,9 62,2 68,4 4.100,2 2.493,8 42,6
39 1,3 56,6 75,0 1.952,8 1.471,6 42,5
40 1,6 63,5 81,6 5.256,0 3.053,6 51,8
41 1,5 62,0 79,8 3.388,6 2.082,4 49,4
42 1,1 54,8 73,0 2.110,2 1.755,0 40,0
43 0,5 63,7 62,8 3.550,4 2.034,7 40,0
44 0,7 7,9 66,6 355,9 3.713,2 5,2
45 1,2 48,9 73,4 1.632,4 1.721,2 35,9
46 0,5 40,4 59,9 1.504,9 1.745,9 24,2
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 0,8 30,8 67,8 341,4 770,2 20,9
48 0,7 43,7 65,8 2.034,8 2.458,8 28,7
49 0,9 67,7 69,8 4.941 1 2.351,5 47,2
50 1,7 29,3 83,8 1.123,5 2,587,2 24,5
51 0,6 79,3 63,0 4.254,6 1.077,6 50,0
52 0,7 33,1 66,2 1.873,8 3.609,3 21,9
53 0,5 41,0 58,8 535,2 766,2 241
54 0,5 51,8 61,7 2.4449 2.077,1 32,0
55 1,6 33,6 82,3 1.566,1 3.088,8 27,7
56 1,7 46,6 84,5 1.949,5 1.723,0 39,4
57 0,6 55,3 63,0 1.757,2 1.352,4 34,9
58 0,8 429 67,4 1.962,4 2.523,4 28,9
59 0,5 29,0 59,8 852,8 1.813,9 17,3
60 0,7 67,3 66,2 3.423,6 1.679,0 445
61 0,5 14,2 59,4 188,1 1.085,9 8,4
62 1,3 40,4 75,1 1.796,1 2.561,1 30,3
63 0,7 75,8 66,2 3.911,4 1.176,2 50,2
64 0,5 51,2 62,1 2.765,3 2.413,5 31,8
65 0,9 60,4 68,5 3.278,9 2.119,9 41,4
66 0,8 60,4 66,6 1.470,8 945,8 40,2
67 1,2 58,6 74,0 1.861,8 1.325,6 43,3
68 0,7 53,0 65,3 3.216,7 2.819,3 34,6
69 0,8 48,6 67,0 969,2 998,4 32,5
Nevos-controle
0,4 13,7 54,2 123,4 482,7 7,4
0,6 15,3 62,3 214,7 977,3 9,6
0,5 20,1 58,9 262,1 867,6 11,8
0,5 16,8 59,9 332,1 1.501,1 10,0
0,5 11,3 61,4 119,9 838,1 6,9
0,5 9,3 59,3 80,7 605,2 5,5
0,6 22,1 63,7 530,4 1.646,4 14,1
0,5 18,9 59,5 336,9 1.223,7 11,3
0,6 23,2 64,0 775,0 1.955,2 14,8
0,6 67,8 64,4 2.803,0 1.341,6 43,6
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Dados da leitura da expressao de Fas (membrana)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
1 2,1 41 96,3 33,0 535,6 4,0
2 2,0 1,6 92,2 4,0 246,4 1,5
3 0,0
4 2,2 0,4 98,6 1,2 481,8 0,4
5 2,5 3,8 107,2 97,2 2.307,0 41
6 2,4 4,9 105,0 41,6 812,6 52
7 2,3 18,8 104,0 284,0 1.192,2 19,5
8 2,0 6,2 94,8 12,2 157,2 59
9 2,4 55 106,5 103,0 1.312,6 59
10 24 71 106,2 161,4 2.129,3 7,5
11 2,6 14,7 111,0 419,8 2.458,0 16,4
12 2,7 10,7 115,8 233,6 1.980,5 12,3
13 2,4 14,9 105,8 262,8 1.440,8 15,7
14 2,2 0,6 100,0 1,0 260,0 0,6
15 2,1 12,6 90,3 121,4 583,5 11,4
16 2,5 7,2 107,2 165,0 2.165,0 7,7
17 2,6 18,6 110,9 357,6 1.885,4 20,6
18 2,7 3,9 113,6 69,9 2.111,5 44
19 2,4 8,6 106,8 123,6 1.216,0 9,2
20 2,4 22,2 106,4 323,0 1.254,2 23,6
21 2,6 25,2 111,6 467,0 1.607,7 28,2
22 2,6 5,6 111,2 182,0 3.086,4 6,2
23 2,6 8,4 111,8 165,8 1.850,8 9,4
24 2,7 12,3 114,0 280,2 1.963,2 14,0
25 2,7 8,3 114,6 243,2 2.736,0 9,5
26 2,7 20,5 1144 501,9 2.154,8 23,4
27 2,4 6,4 105,2 29,0 469,2 6,8
28 2,5 5,2 108,3 134,5 2.051,7 5,6
29 2,7 6,1 115,8 171,4 2.575,6 71
30 2,3 0,1 102,8 0,4 1.080,6 0,1
31 2,4 10,6 106,2 64,4 412,4 11,2
32 2,3 0,4 101,2 1,6 354,6 0,4
33 2,6 22,0 111,7 386,6 1.610,6 24,6
34 2,6 11,1 110,6 195,4 1.552,0 12,3
35 2,7 9,5 1144 248,3 2.841,9 10,9
36 2,7 28,3 113,2 573,4 1.445,2 32,1
37 24 12,1 105,7 190,0 1.151,8 12,7
38 2,8 7,8 116,8 203,4 2.417,8 9,1
39 2,6 9,5 112,8 217,2 2.372,6 10,7
40 2,7 6,6 114,0 198,5 2.841,5 7,5
41 2,5 1,1 109,2 14,2 1.245,2 1,2
42 2,6 11,2 110,2 202,2 1.542,8 12,4
43 2,7 18,0 114,3 191,9 929,3 20,6
44 2,7 9,8 114,2 217,6 1.939,0 11,2
45 2,5 4.1 108,0 79,0 1.764,4 4.4
46 2,6 20,3 112,0 222,6 1.537,7 22,7




47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

2,8
2,6
2,8
2,6
2,6
2,7
2,7
2,6
2,8
2,8
2,7
2,5
2,7
2,6
1,9
2,7
2,7
2,6
2,7
2,7
2,8
2,8
2,5

Nevos-controle

2,6
2,6
2,7
2,8
2,6
2,5
2,7
2,5
2,5
2,5

7,2
3,7
15,1
10,2
9,0
24,9
4,6
16,2
2,2
13,0
5,4
13,5
31,1
4,6
17,0
16,1
23,3
18,8
11,8
3,2
6,7
5,7
4,7

8,3
54
8,0
3,2
5,6
3,2
7,8
9,4
13,3
2.7

116,6
110,6
118,1
112,3
110,4
114,0
115,6
110,9
117,1
116,7
114,4
108,3
113,2
110,6
86,5

115,7
113,0
112,7
114,5
113,4
116,8
116,7
108,8

11,4
11,3
115,6
117,2
112,7
109,4
113,5
109,9
109,1
107,6

243,4
105,0
126,1
196,9
175,2
410,6
114,4
317,5
49,7
288,4
142,6
200,2
508,1
102,6
18,3
180,7
474,6
351,2
237,2
109,6
195,6
120,5
73,4

155,2
128,3
151,2
29,1

158,9
58,4
228,7
188,3
248,1
47,8

3.099,4
2.463,6
855,5
1.853,5
1.833,6
1.374,9
2.374,0
1.714,7
2.121,4
1.928,2
2.623,6
1.232,8
1.198,0
2.198,2
82,6
1.952,1
1.685,2
1.552,7
1.844,6
3.402,0
2.722,8
1.971,6
1.547,8

1.754,7
2.284,7
1.542,6
812,3
2.703,4
2.020,6
2.852,5
1.968,5
1.883,9
1.758,0
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Dados da leitura da expressao de Fas (citoplasma)

Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)

1 1,6 30,4 82,1 958,6 1.426,9 25,0
2 1,6 27,8 82,2 537,4 1.596,8 22,8
3 1,1 0,3 71,9 3,1 867,2 0,2
4 1,6 24,0 83,2 401,2 1.282,2 19,9
5 2,2 58,6 100,6 1.784,2 1.226,2 58,9
6 2,0 62,3 95,0 1.292,6 755,0 59,2
7 2,1 86,8 96,2 3.014,2 448,4 83,5
8 1,6 48,1 81,6 986,6 985,4 39,2
9 2,0 60,9 92,4 1.942,3 943,9 56,2
10 2,1 64,3 96,5 2.141,6 1.152,0 62,1
11 2,4 86,1 104,6 2.810,6 4548 90,0
12 3,1 92,4 127,4 2.219,6 205,1 117,8
13 2,0 78,0 93,8 2.780,1 738,2 73,1
14 2,0 50,0 92,3 1.118,3 1.060,7 46,2
15 1,8 33,7 88,3 1.191,2 2.007,3 29,8
16 2,2 70,5 99,6 2.259,0 958,0 70,2
17 2,2 67,1 100,4 1.794,1 1.006,4 67,4
18 2,3 45,8 103,1 1.141,5 1.568,4 47,3
19 2,1 73,7 95,2 1.658,0 591,0 70,1
20 2,1 86,8 96,8 3.267,4 504,0 84,0
21 2,4 90,8 104,4 2.924.8 2741 94,8
22 2,8 84,9 117,8 2.626,8 459,6 100,0
23 2,3 69,5 102,8 2.421,0 1.055,6 71,5
24 2,5 72,5 108,0 1.501,4 535,2 78,3
25 2,8 84,0 117,0 2.262,6 435,4 98,3
26 2,8 86,9 118,7 2.492,0 375,9 103,2
27 1,8 66,6 89,2 1.638,2 823,4 59,4
28 2,2 29,3 98,3 1.172,9 3.061,9 28,7
29 2,7 66,7 114,6 1.797,6 903,2 76,4
30 1,8 5,7 88,2 156,6 2.749,8 5,0
31 1,8 44,0 87,4 904,6 1.038,2 38,4
32 1,6 4.6 82,2 101,8 2.180,4 3,8
33 2,6 91,5 111,1 2.483,9 247,0 101,6
34 2,3 89,8 103,6 2.780,6 314,2 93,0
35 2,9 88,0 118,9 2.283,4 373,8 104,6
36 2,7 91,9 114,2 2.623,4 221,4 105,0
37 2,0 65,5 93,7 2.064,7 1.015,9 61,4
38 3,2 90,9 128,4 1.907,8 202,4 116,7
39 2,4 69,7 104,2 1.987,6 887,2 72,6
40 2,4 57,4 104,2 1.755,8 1.220,4 59,8
41 2,1 68,1 97,2 2.631,2 1.230,0 66,2
42 2,1 34,8 98,0 1.110,4 2.098,0 34,1
43 3,7 97,6 143,5 1.140,9 25,3 140,0
44 2,4 51,4 106,0 1.697,1 2.061,2 54,5
45 2,1 65,1 95,2 2.287,8 1.241,0 61,9
46 2,6 89,5 111,0 2.223,8 327,9 99,3
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Caso Escore Porcentagem Intensidade Area Area Escores
marrom azul compostos (EC)
47 2,9 87,1 120,6 2.021,4 295,8 105,1
48 1,7 12,5 83,6 434,2 3.120,2 10,4
49 3,4 92,6 133,9 807,4 46,1 124,0
50 2,0 56,4 92,7 2.337,7 1.757,6 52,3
51 2,4 86,1 105,0 2.447.0 405,0 90,4
52 2,8 91,7 117,7 2.465,0 229,2 107,8
53 2,9 73,4 121,2 1.899,8 709,6 88,9
54 3,0 96,4 122,0 2.685,1 96,5 117,7
55 3,4 71,8 134,7 1.015,8 468,0 96,8
56 3,0 93,4 122,1 1.851,3 140,8 1141
57 2,3 58,8 103,8 1.435,2 969,2 61,0
58 2,3 70,3 101,3 1.933,8 796,4 71,1
59 2,8 93,4 118,1 2.426,9 151,8 110,3
60 1,9 48,7 92,0 1.539,8 1.602,4 448
61 1,5 24,7 79,3 809,7 1.801,9 19,5
62 3,7 96,6 143,7 954,3 37,9 138,8
63 3,0 95,5 124,2 2.719,4 130,2 118,6
64 3,2 97,0 128,0 1.932,9 68,2 1241
65 3,5 96,2 137,2 1.718,6 65,2 132,0
66 2,1 55,9 96,8 2.211,4 1.704,8 54,2
67 2,8 83,2 118,6 1.521,8 311,2 98,7
68 3,7 98,1 143,3 1.823,9 36,7 140,5
69 2,0 51,8 94,8 1.670,6 1.545,2 491
Nevos-controle
2,3 73,6 102,5 1.632,6 555,5 75,4
2,7 70,6 114,7 1.709,3 696,3 81,0
3,5 96,1 137,3 1.750,9 62,4 132,0
4,0 98,5 152,1 899,8 17,6 149,8
3,0 80,9 123,8 2.108,8 481,4 100,1
2,4 46,3 106,8 936,1 1.255,0 49,4
2,8 72,5 116,6 1.723,6 656,1 84,6
2,6 71,9 110,1 1.923,1 735,0 79,2
2,1 57,6 97,8 1.842,3 1.324,2 56,3
2,3 47,3 104,0 1.430,2 1.572,0 49,2
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Anexo 16
Valores descritivos relativos as médias+desvios-padrao da
porcentagem e intensidade de expressao das proteinas da

apoptose nos diferentes grupos de estudo.

Bcl2 6,7+7,1 54,7+3,1 8,3+14,9 58,4+27,9 13,5+18,9 59,3+27,6 2,9+5,2 57,4+4,8
Bax 33,8+24,0 70,2+4,6 50,0+31,0 72,4+16,3 45,7+34,6 68,3+13,7 58,4+26,0 77,3+17,7
Bak 38,3+20,2 59,4+5,3 67,2+21,5 70,1+13,4 67,9+22,4 67,6+14,3 66,4+20,8 72,8+11,9
Apaf 1 7,145,0 49,9+3,1 45,3+27,7 53,8+15,1 60,2+26,2 51,5+19,4 29,0+19,1 56,4+7,7
Caspase3® 4,743,5 50,5+4,9 25,8+28,9 34,3+28,5 10,9+35,9 15,9+24,6 31,1+17,6 54,5+16,2
Caspase9’ 14,5+10,8 52,4+5,3 40,6+21,8 56,3+11,4 48,6+24,0 57,4+11,2 32,0+15,3 55,2+11,6
Caspase8® 30,1+14,7 80,8+4,4 55,8+27,6 87,2+25,7 61,8+29,2 79,8+31,3 49,2+24.4 95,2+14,2
FasL™ 4,3+3,4 63,7+1,6 55,4+27,6 67,8+3,6 71,0+21,7 68,0+3,6 41,0+24,5 67,7+3,7
FasL® 21,8+16,7 60,8+3,1 53,8+18,6 69,5+5,8 64,3+12,6 70,5+4,9 42,5+17,4 68,4+6,4
Faz" 6,7+3,3 111,743,0 10,4+7,3 107,9+14,6 7,746,0 109,0+6,1 13,2+7,7 106,8+20,5
Fas® 71,5+17,8 116,6+16,9 67,2+25,7 105,4+16,9 63,1+25,1 101,8+13,7 71,6+26,0 109,3+19,3

(°) Proteinas analisadas no citoplasma; (") Proteinas analisadas na membrana.
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