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RESUMO

GOMES, Frederico Guilherme Freitas Lobdo Rodrigues. Investigagdao da expressao
de indoleamine 2,3-dioxigenase e suas correlagées clinicopatolégicas no
melanoma uveal. 2022. 75f. Tese (Doutorado em Patologia Experimental) — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022

O melanoma uveal € o cancer intraocular primario mais comum, e corresponde a 85%
de todos os melanomas oculares, e até 50% dos pacientes desenvolvem doenca
metastatica. Uma vez detectada a doenca metastatica, a sobrevida média dos
pacientes acometidos € de 6 meses, na auséncia de tratamento. Atualmente, ndo existe
um tratamento que aumente a sobrevida global de forma efetiva, devido a alta
resisténcia as terapias. Um dos mecanismos de resisténcia tumoral ao tratamento seria
o0 microambiente tumoral imunossupressor. Por isso, torna-se necessaria a realizagao
de novos estudos que evidenciem fatores com valor preditivo e possibilidades
terapéuticas. A enzima indoleamina-2,3 dioxigenase (IDO1) é expressa por alguns tipos
celulares e também por células tumorais. A hipotese é que a IDO1 seja regulada pelo
melanoma uveal que fornece um mecanismo de imunossupressdo que esteja
relacionado a um pior progndéstico e resisténcia aos tratamentos convencionais. A
expressdo imuno-histoquimica de IDO1 foi avaliada em amostras parafinadas de
melanomas uveais provenientes do Servigo de Patologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e os achados foram correlacionados
com as caracteristicas morfologicas dos tumores e com a ocorréncia de
metastases/sobrevida dos pacientes. Os resultados obtidos no presente estudo indicam
que a IDO1 é expressa apenas por células inflamatérias do microambiente tumoral em
variados niveis. Foi observado que a alta densidade de células positivas para IDO1 no
microambiente tumoral estd associada ao desenvolvimento de metastases, mas né&o
houve correlagdo com caracteristicas morfoldégicas especificas da neoplasia. Esses
resultados indicam que a IDO1 pode ser um dos mecanismos-chave para progresséo

tumoral e resisténcia as terapias.

Palavras-chave: Melanoma uveal; Indoleamina 2, 3-dioxigenase; Cancer;
Microambiente tumoral; Metastase.



ABSTRACT

GOMES, Frederico Guilherme Freitas Lobdo Rodrigues. Investigation of the
expression of indoleamine 2,3-dioxygenase and clinicopathological correlations
in uveal melanoma. 2022. 75f. Thesis (Doctorate in Experimental Pathology) —
Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022

Uveal melanoma is the most common intraocular cancer, accounting for 85% of all
ocular melanomas, and up to 50% of patients develop metastatic disease. Once
metastatic disease is detected, the median overall survival of affected patients is 6
months in the absence of treatment. Currently, there is no effective treatment that
increases overall survival, due to resistance to immunotherapies. One of the
mechanisms of tumor resistance to treatment would be the immunosuppressive tumor
microenvironment. Therefore, it is necessary to carry out new studies that relate those
immunosupressive factors with predictive value and therapeutic possibilities. The
enzyme indoleamine-2,3 dioxygenase (IDO1) is expressed by some cell types and also
by tumor cells. The hypothesis is that IDO1 is regulated by uveal melanoma, which
provides an immunosuppressive enviorment that is related to a worse prognosis and
resistance to conventional immunotherapies. The expression of IDO1 was evaluated in
samples of uveal melanomas from the Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto and from
the collection of the Department of Pathology of the Faculty of Medicine of Ribeirao
Preto, along with clinicopathological features. Therefore, histopathological and
immunohistochemical evaluations were performed to characterize the expression of
IDO1 in uveal melanomas. The results obtained in the present study suggest that IDO1
is expressed in different levels only by cells of the tumor microenvironment. It was
observed that the high density of IDO1-positive cells in the tumor microenvironment is
associated with the development of metastases, but not with other morphological
characteristics of this neoplasm. These results indicate that IDO1 may be one of the key

mechanisms for tumor progression and resistance to immunotherapies.

Keyword(s): Uveal melanoma, Indoleamine 2,3-Dioxygenase; Cancer; Tumor

microenviroment; Metastasis.
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1 - INTRODUCAO

Os melandcitos s&o células dendriticas produtoras de melanina, pigmento
responsavel pelas diferentes cores da pele, pelo e iris. O melandcito normal é derivado
de melanoblastos da neuroectoderme que durante a embriogénese migram para a
epiderme, derme, e outras localizagbes (SMITH; GOLDSCHMIDT; MCMANUS, 2002),
como a uvea (HU; SIMON; SARNA, 2008). Os melanossomos acumulados dentro do
citoplasma dos ceratinécitos servem para proteger a pele contra os efeitos prejudiciais
da radiagdo ultravioleta (CAMARGO; CONCEICAO; COSTA, 2008). A sintese de
melanina ocorre no interior dos melanossomas, organelas especializadas que possuem
tirosinase ativa, enzima observada exclusivamente em melandcitos, a qual promove
conversao da tirosina em melanina (BARNHILL; BOLOGNIA, 1995).

O melanoma € um tumor maligno que se desenvolve a partir da transformagéao
maligna dos melandécitos (CHUDNOVSKY; KHAVARI; ADAMS, 2005; FEMIANO;
LANZA; BUONAIUTO; GOMBOS et al., 2008). Mesmo compreendendo somente 3% de
todos os tumores malignos da pele, é responsavel por 60% de todas as mortes por
neoplasias cutdneas (KUPHAL; BOSSERHOFF, 2009). Embora a maior parte dos
melanomas se desenvolvam na pele, eles também podem se desenvolver em mucosas
ou em quaisquer localizagbes em que as células da crista neural tenham migrado
(FEMIANO; LANZA; BUONAIUTO; GOMBOS et al., 2008).

As lesdes melanociticas da area ocular compreendem um espectro de lesdes
que vao desde nevos benignos até o melanoma invasivo. As origens dessas lesdes sao
0s melandcitos conjuntivais e uveais, que, como sua contraparte cutanea, surgem de
células da crista neural em desenvolvimento e do ectoderma sobrejacente (BADERCA;
VINCZE; BALICA; SOLOVAN, 2014).

Em se tratando da uvea, os nevos da iris, do corpo ciliar e da cordide sao
encontrados em pelo menos 30% das pessoas, sem predilecdo por sexo. Eles s&o
extremamente raros em criangas. Os nevos da iris ocorrem com incidéncia aumentada
em pessoas com neurofiboromatose (BADERCA; SOLOVAN; BOGHIAN, 2013).

Os melanomas podem se desenvolver em um dos varios sitios anatémicos do

olho e seus anexos e sao divididos em melanomas uveais, melanomas conjuntivais e
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melanomas palpebrais. Dentre os melanomas oculares, a origem mais comum € na

uvea, mais comumente na coroide (CHAR, D.M., 2001).
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 MELANOMA UVEAL

O melanoma uveal representa a neoplasia maligna primaria intraocular mais
comum no adulto (JAGER; SHIELDS; CEBULLA; ABDEL-RAHMAN et al., 2020;
KUJALA; MAKITIE; KIVELA, 2003). No entanto, corresponde a apenas 3-5% de todos
os casos de melanomas. Essa neoplasia pode se desenvolver ao longo de todo trato
uveal, incluindo iris, coroide e corpo ciliar (POPOVIC; AHMED; DIGIOVANNI; SHIELDS,
2017). A localizagdo mais comum dessa neoplasia é a coroide, correspondendo a 80-
90% dos casos, seguida de 7-12% no corpo ciliar e 3-8% na iris (DAMATO; DAMATO,
2012; SHIELDS; KALIKI; FURUTA; MASHAYEKH/ et al., 2012). Em contraste ao
melanoma cutaneo, o melanoma uveal tem mantido taxas de incidéncia estaveis por
muitos anos (SIEGEL; MA; ZOU; JEMAL, 2014; SINGH; TURELL; TOPHAM, 2011).

A iris € a localizagdo menos comum para melanomas uveais (SHIELDS; KALIKI,
FURUTA; MASHAYEKH!/ et al., 2012). Melanomas de iris e iridociliares geralmente
apresentam baixo potencial metastatico quando comparado aos melanomas uveais em
outras localizagbes (SHIELDS; KALIKI; FURUTA; MASHAYEKH/ et al., 2012). Esses
autores relataram as frequéncias de desenvolvimento de metastase de melanoma de
iris: 3% em 5 anos, 5% em 10 anos, e 10% em 20 anos. Em relacdo ao melanoma de
iris, a morte relacionada ao tumor, num periodo de 10 anos, ocorre em
aproximadamente 5-10% dos pacientes, e essa frequéncia aumenta em neoplasias com
mais de 4,0 mm de espessura (RAZZAQ, 2010). Noventa por cento dos melanomas de
iris sdo lesdes circunscritas discretas, com bom progndstico (CONWAY; CHUA;
QURESHI; BILLSON, 2001), enquanto o restante € caracterizado por lesdes difusas ou
em formato de anel com prognadstico ruim.

O melanoma de iris é frequentemente separado dos melanomas uveais
posteriores (corpo ciliar e cordide) por causa de seu prognéstico mais favoravel
(KLAUBER; JENSEN; PRAUSE; KESSING, 2012; SHIELDS; KALIKI; FURUTA;
MASHAYEKH! et al., 2012). A mortalidade publicada de melanomas de iris varia de 0-
11%, dependendo do tipo celular e de mutagdes genéticas (KLAUBER; JENSEN;
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PRAUSE; KESSING, 2012; SHIELDS; RAMASUBRAMANIAN; GANGULY; MOHAN et
al., 2011). O comportamento menos agressivo dessa neoplasia é atribuido a menor
quantidade de alteragbes genéticas, quando comparada a de melanomas uveais
posteriores.

O diagnaostico clinico auxiliado por ultrassom demonstrou ter um elevado nivel de
precisao na identificagdo do melanoma (MUELLER; MANIOTIS; FREEMAN; BARTSCH
et al., 2002).

A biomicroscopia ultrassénica € particularmente util para a avaliagcdo do corpo
ciliar e deteccao de padrbes microvasculares preditivos de crescimento tumoral.
Estudos de tomografia computadorizada ou ressonancia magnética sdo uteis para
excluir extensao extraocular e s&o usadas para planejar radioterapia (CHAR; BOVE;
PHILLIPS, 2003; DAMATO, 2006). Além disso, uma avaliagdo sistémica é geralmente
realizada quando do diagnéstico inicial para a avaliagdo de possivel doenca
metastatica.

A biopsia é geralmente indicada se outros testes falharam para elucidar o
diagnostico. A precisdo do diagndstico relatado varia dependendo do tamanho do tumor
e localizagdo (CHAR; MILLER, 1995), diametro de agulha, técnica de amostragem e de
outros fatores. Com técnicas melhores, menos complicagbes e maior compreensao da
importédncia da citogenética, alguns autores acreditam que essa analise sera mais
comum no futuro, especialmente se o perfil citogenético for utilizado no planejamento
do tratamento (DAMATO, 2006). Para que tumores pequenos a medianos possam ser
tratados de forma conservativa, a amostra para diagnostico pode ser coletada por meio
de citologia aspirativa por agulha fina transescleral, no momento ou antes do tratamento
(SELLAM; DESJARDINS; BARNHILL; PLANCHER et al., 2016). Outra possibilidade é a
bidpsia transvitrea realizada antes ou apos a radioterapia (ANGI; KALIRAI; TAKTAK;
HUSSAIN et al., 2017).

As caracteristicas clinicas e histopatologicas desses tumores, como o maior
didmetro basal, espessura, envolvimento do corpo ciliar, extensdo extraocular,
contagem de figuras de mitose, tipo celular, presenca de algas vasculares tém sido
relacionadas ao desenvolvimento de metastases (FOLBERG; RUMMELT; PARYS-VAN
GINDERDEUREN; HWANG et al, 1993; KUJALA; DAMATO; COUPLAND;
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DESJARDINS et al., 2013; MCLEAN; FOSTER; ZIMMERMAN; GAMEL, 1983;
MCLEAN; FOSTER; ZIMMERMAN, 1977). A Sociedade Brasileira de Patologia (SBP)
utiliza um sistema de classificagcdo dos melanomas uveais baseados na metodologia
utilizada pelo American Joint Committee for Cancer (KTVELA, SIMPSON;
GROSSINKLAUS, 2016). Essa classificagdo é de grande importancia para a avaliagéo
de prognostico e direcionamento da abordagem terapéutica.

As modalidades terapéuticas documentadas séo ressecgao cirurgica (iridectomia,
iridociclectomia e enucleagéo) e algumas modalidades de radioterapia (CHAR; MILLER;
CRAWFORD, 2001; DOGRUSOZ; JAGER; DAMATO, 2017; SHIELDS; KALIKI;
HUTCHINSON; NICKERSON et al., 2013), uma vez que € observado crescimento
tumoral. Ambos os tratamentos possuem riscos, seja de indugcdo de catarata,
deficiéncia limbica (radioterapia) e excisdo tumoral incompleta e recidiva (resseccéo
cirirgica) (RAZZAQ, 2010; SHIELDS; KALIKI; FURUTA; MASHAYEKHI et al., 2012;
SHIELDS; KALIKI; HUTCHINSON; NICKERSON et al., 2013).

Quanto aos melanomas de coroide e corpo ciliar, apesar do sucesso de 90% do
tratamento local, pouco progresso foi obtido no aumento da sobrevivéncia dos
pacientes nas ultimas décadas (ALGAZI; TSAI; SHOUSHTARI; MUNHOZ et al., 2016;
AUGSBURGER; CORREA; SHAIKH, 2009). Diferente dos melanomas de iris, essas
neoplasias de origem na coroide e no corpo ciliar sdo mais agressivas e tém maior
tendéncia a produzir metastases, causando morte (FURDOVA; STRMEN;
WACZULIKOVA; CHORVATH et al, 2012). Apesar dos melanomas uveais
compartilharem de algumas caracteristicas histologicas com o melanoma cutédneo
(WEIS; SHAH; LAJOUS; SHIELDS et al., 2006), eles diferem nos aspectos moleculares
e patogénicos (ALGAZI; TSAI; SHOUSHTARI; MUNHOZ et al., 2016). Essas diferengas
sdo compostas por uma série de anormalidades cromossémicas e alteragdes em genes
(CARVAJAL; SCHWARTZ; TEZEL; MARR et al., 2017).

A monossomia do cromossomo 3, perda de 1p, ganho de 1q, perda de 6q, ganho
de 6p, perda de 8p e ganho de 8q sdo as anormalidades cromossdmicas mais comuns
no melanoma uveal (DAMATO; DOPIERALA; COUPLAND, 2010; HOGLUND;
GISSELSSON; HANSEN; WHITE et al., 2004). A monossomia do cromossomo 3 foi

observada em aproximadamente 50% dos tumores e é associada a doenca metastatica
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(THOMAS; PUTTER; WEBER; BORNFELD et al., 2012). Alteragbes simultaneas nos
cromossomos 3 e 8 estdo associadas com pior progndéstico, enquanto resultados mais
promissores sao observados em pacientes com monossomia parcial do cromossomo 3
(CASSOUX; RODRIGUES; PLANCHER; ASSELAIN et al., 2014; THOMAS; PUTTER,;
WEBER; BORNFELD et al., 2012).

As mutagdes nos proto-oncogenes GNAQ ou GNA11 sdo observadas em 80%
dos melanomas uveais primarios e estdo associados com a ativacdo constitutiva das
vias de sinalizagdo de oncogenes como RAS/RAF/MEK/ERK (ONKEN; WORLEY;
LONG; DUAN et al., 2008; VAN RAAMSDONK; BEZROOKOVE; GREEN; BAUER et al.,
2009; VAN RAAMSDONK; GRIEWANK; CROSBY; GARRIDO et al., 2010); levando a
proliferacao celular, crescimento tumoral e progressdo (DAVIES; LOGIE; MCKAY;
MARTIN et al., 2007; ROBERTS; STINCHCOMBE, 2013). Mutagdes inativadoras do
BAP1 aumentam o comportamento pro-metastatico, por mecanismo ainda
desconhecido (LANDREVILLE; AGAPOVA; MATATALL; KNEASS et al., 2012).
Algumas mutagdes estdo associadas com um comportamento menos agressivo, como
as dos genes SF3B1 e EIF1AX (HARBOUR; ROBERSON; ANBUNATHAN; ONKEN et
al., 2013; MARTIN; MARHOFER; TEMMING; RAHMANN et al., 2013).

Como citado anteriormente, os melanomas de coroide e corpo ciliar tém maior
tendéncia de produzir metastases, o que causa uma elevada taxa de mortalidade
(CAMINAL; MEJIA-CASTILLO; ARIAS; CATALA et al.,, 2013; SINGH; TURELL;
TOPHAM, 2011). O figado € o principal alvo de metastases (em aproximadamente
89%), seguido de pulmdes (29%) e ossos (17%) (SINGH; TURELL; TOPHAM, 2011).
Uma vez que a doenca metastatica esteja estabelecida, o prognostico € ruim e a
expectativa de vida é reduzida para 6 meses, na auséncia de tratamento (MARIANI;
PIPERNO-NEUMANN; SERVOIS; BERRY et al., 2009; PONS; PLANA; CAMINAL;
PERA et al., 2011). O melanoma uveal metastatico é refratario ao tratamento
quimioterapico convencional, e tem resposta parcial em cerca de 5% a 15% dos casos
(OLIVA; RULLAN; PIULATS, 2016). Nado ha evidéncia de que a quimioterapia
convencional prolongue a sobrevivéncia, a qual permanece entre 6-10 meses, com
apenas 15% dos pacientes estando vivos em 1 ano de tratamento (BUDER;
GESIERICH; GELBRICH; GOEBELER, 2013; MARIANI; PIPERNO-NEUMANN;
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SERVOIS; BERRY et al., 2009; PONS; PLANA; CAMINAL; PERA et al., 2011). Para os
pacientes que desenvolvem doenca metastatica, ainda nao existe um tratamento
padréo. Dacarbazine, uma opc¢ado quimioterapica para o tratamento de melanoma
cutaneo, tem sido utilizada para melanoma uveal, apesar das diferencas moleculares
entre as doengas (DUMMER; HAUSCHILD; GUGGENHEIM; KEILHOLZ et al., 2012;
NATHAN; COHEN; COUPLAND; CURTIS et al., 2015), e de sua atividade limitada no
melanoma uveal (CARVAJAL; SOSMAN; QUEVEDO; MILHEM et al., 2014). Outros
protocolos quimioterapicos, incluindo temozolomida, cisplatina, treosulfan, fotemustina e
varias combinagdes tém sido investigadas com resultados desapontadores (PEREIRA,;
ODASHIRO; LIM; MIYAMOTO et al., 2013; POSTOW; KUK; BOGATCH; CARVAJAL,
2014; SPAGNOLO; GROSSO; PICASSO; TORNARI/ et al., 2013). Levando isso em
consideragdo, novas opgdes de tratamento adicional que sejam eficazes s&o muito
necessarias.

Dentre as novas estratégias terapéuticas, o uso de um anticorpo monoclonal,
Ipilimumab, que bloqueia o antigeno citotoxico associado ao linfocito T (CTLA-4), foi
aprovado para uso nos Estados Unidos da América e Europa para o tratamento de
melanomas n&o-ressecaveis em estado avangado (DUMMER; HAUSCHILD;
GUGGENHEIM; KEILHOLZ et al., 2012). No entanto, o Ipilimumab demonstrou
atividade clinica limitada, e mediana de tempo de sobrevivéncia de 6,2 meses
(ZIMMER; VAUBEL; MOHR; HAUSCHILD et al., 2015). Anticorpos cujos alvos s&o
receptor de morte celular programada 1 (PD-1) (Nivolumab e Pembrolizumab) e ligante
de PD-1 (PD-L1) (atezolizumab) apresentaram-se como agentes revolucionarios no
tratamento de melanoma cutaneo (HODI; O'DAY; MCDERMOTT; WEBER et al., 2010)
e Otimas respostas em uma série de outras neoplasias (BRAHMER; RECKAMP; BAAS;
CRINO et al., 2015; GARON; RIZVI; HUI; LEIGHL et al., 2015; MOSKOWITZ; RIBRAG;
MICHOT; MARTINELLI et al., 2014). No entanto, em relagdo aos melanomas uveais
metastaticos, as respostas eficazes foram raras (ALGAZI; TSAI; SHOUSHTARI,
MUNHOZ et al., 2016). Alternativas e combinagbes de tratamento foram estudadas
atualmente, como inibidores de MEK1/2 (CARVAJAL; SCHWARTZ; MANN; SMITH et
al.,, 2015; INFANTE; FECHER; FALCHOOK; NALLAPAREDDY et al., 2012; YEH;
MARSH; BERNAT; BALLARD et al., 2007), de AKT (AMBROSINI; MUSI; HO; DE
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STANCHINA et al., 2013; SARAIVA; CAISSIE; SEGAL; EDELSTEIN et al., 2005), de
tirosina quinase (ALL-ERICSSON; GIRNITA; MULLER-BRUNOTTE; BRODIN et al.,
2004), agentes antiangiogénicos (Bevacizumab e Cabozantinib)(PIPERNO-NEUMANN;
DIALLO; ETIENNE-GRIMALDI; BIDARD et al., 2016; YAKES; CHEN; TAN;
YAMAGUCHI et al., 2011; YANG; JAGER; GROSSNIKLAUS, 2010).

As células de melanoma uveal conseguem fazer evasdo do sistema imune,
através de uma série de mecanismos que inibem as respostas inata e adaptativa
(OLIVA; RULLAN; PIULATS, 2016). A partir do conhecimento desses processos, novas
modalidades terapéuticas de imunoterapia podem ser exploradas, como inibicado da
expressao da Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), uma enzima que provoca a deplegéo
de triptofano inviabilizando a proliferagdo de linfocitos e de células natural-killer e
macrofagos (MUNN; MELLOR, 2007).

2.2. IMUNOTERAPIA NO CANCER

Uma das primeiras descri¢gdes de imunoterapia do cancer foi publicada em uma
série de casos de 1893 pelo cirurgido de Nova York, William Coley (DUNN-PIRIO;
VLAHOVIC, 2017). Depois de observar um sarcoma desaparecer em um paciente que
desenvolveu erisipela, o Dr. Coley teorizou que as infecgdes pds-operatérias podem
ajudar a combater o cancer. Ele entdo inoculou os pacientes que apresentavam
sarcoma inoperavel com estreptococo morto e notou o encolhimento do tumor. No
entanto, a imunoterapia contra o cancer nao foi seriamente processada por muitos anos
e sO ressurgiu com a compreensdao moderna do sistema imune inato e adaptativo fei
aleancada. A nogao de imunovigilancia do cancer foi inicialmente exposta por Burnet e
Thomas na década de 1950, mas fortes evidéncias de apoio ndo estavam disponiveis
até a década de 1990, apos experimentos demonstrarem que o IFN-c era protetor
contra tumores (DUNN; BRUCE; IKEDA; OLD et al., 2002).

Em 2010, a primeira vacina terapéutica contra o cancer, Sipuleucel-T (Dendreon
Corporation, Seattle, Washington), foi aprovada pelo FDA para o tratamento de céancer
de prostata metastatico resistente a castracdo apds um estudo demonstrar que
prolongou a sobrevida mediana em 4,1 meses (TANIMOTO; HORI; KAMI, 2010). Varios
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anos depois, uma outra forma de imunoterapia, conhecida como acopladores
biespecificos de células T (BiTEs), foi aprovada para o tratamento de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) recidivante e refrataria. Essa droga, o blinatumomabe, é um
anticorpo monoclonal que liga as células T citotdxicas as células B malignas, resultando
na destruigdo dessas células B (TOPP; GOKBUGET; ZUGMAIER; KLAPPERS et al.,
2014).

Atualmente, os agentes que inibem os checkpoints imunoldgicos contribuiram
muito para o tratamento do cancer, principalmente para o melanoma maligno da pele, o
cancer de pulmao avancado, o carcinoma de células renais e o carcinoma urotelial
(DUNN-PIRIO; VLAHOVIC, 2017). O ipilimumab, um anticorpo monoclonal humanizado
contra o antigeno associado aos linfocitos T citotoxicos (CTLA4), recebeu aprovagéo da
FDA em 2011 para o tratamento de melanoma avancado apdés um estudo de fase 3
demonstrar beneficio na sobrevida. Naquele estudo, pacientes com melanoma que
haviam recebido um protocolo terapéutico prévio tiveram sobrevida geral (OS) de 10
meses apos a infusao de ipilimumab, em comparagdo com 6,4 meses em pacientes que
receberam uma vacina de glicoproteina-100 peptideo (HODI; O'DAY; MCDERMOTT;
WEBER et al., 2010).

Em 2014, dois outros inibidores de ponto de checagem, pembrolizumab seguido
de nivolumabe, receberam aprovacao acelerada da FDA para o melanoma metastatico.
Estes anticorpos monoclonais inibem a proteina 1 de morte celular programada (PD-1).
Uma pesquisa recente demonstrou a seguranga e eficacia da combinagdo de
ipilimumab com nivolumab para pacientes com melanoma avangado que ndo tinham a
mutagdo de valina proto-oncogénica BRaf no codon 600 (mutagdo V600)(HODI;
POSTOW; CHESNEY; PAVLICK et al., 2015).

Em 2015, o FDA expandiu a indicacdo do nivulumabe para incluir o tratamento
de metastases do cancer de pulmé&o de células ndo-pequenas (NSCLC) com base nos
resultados de dois estudos separados que demonstraram eficacia (BORGHAEI; PAZ-
ARES; HORN; SPIGEL et al., 2015; BRAHMER; RECKAMP; BAAS; CRINO et al.,
2015). Em outubro de 2015, o FDA autorizou o uso de pembrolizumab para pacientes
com NSCLC avancado que expressou PD-L1. Essa decisao resultou de uma expansao

dose-resposta de fase 1 de um estudo maior (KEYNOTE-001) no qual a taxa de
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resposta com pembrolizumab foi de 41% em um subgrupo de 61 pacientes que tinham
NSCLC avangado pré-tratado, PD-L1 positivo (GARON; RIZVI; HUI; LEIGHL et al.,
2015). Além disso, em novembro de 2015, o nivolumab foi aprovado pelo FDA para o
tratamento de carcinoma de células renais avancado. Essa deciséo foi tomada apds um
estudo randomizado e aberto ter demonstrado maior eficiéncia do nivolumab em
relacdo ao everolimus, em pacientes que tiveram cancer renal metastatico e que
falharam previamente na terapia antiangiogénica (MOTZER; ESCUDIER; GEORGE;
HAMMERS et al., 2020; MOTZER; ESCUDIER; MCDERMOTT; GEORGE et al., 2015).
Finalmente, em maio de 2016, o primeiro inibidor da PD-L1, atezolizumab, foi aprovado
para o tratamento do carcinoma urotelial.

Os virus oncoliticos (OVs) pertencem a uma quarta classe de imunoterapias
anticancer que conseguiram obter autorizagdo do FDA. Talimogene laherparepvec, um
virus geneticamente modificado derivado do herpes simplex virico tipo 1 (HSV1), foi
desenvolvido para tratar o melanoma avancgado. Este virus ndo sé infecta seletivamente
as células de melanoma, mas é geneticamente modificado para transportar o gene do
fator estimulador de colonias de granuldcitos-macrofagos, o que reforca a agcédo do
sistema imunoldgico. O estudo de fase 3, randomizado e aberto, responsavel pela
aprovacgao do talimogene laherparepvec no FDA, demonstrou uma taxa de resposta de
26,4% em comparagdo com 5,7% no grupo controle (ANDTBACKA; KAUFMAN;
COLLICHIO; AMATRUDA et al., 2015).

2.3 INDOLEAMINA 2,3-DIOXIGENASE

As oxigenases sdo enzimas contendo metais que catalisam a incorporagédo de
uma molécula de oxigénio (O2) dentro do substrato, e isso leva a um modelo no
metabolismo e sintese de uma variedade de substancias bioldgicas. Dois tipos de
oxigenases sao conhecidos: monooxigenases e dioxigenases (MUNN; MELLOR, 2013).

A enzima indoleamina 2, 3-dioxigenase (IDO1) (Figura 1) fornece o passo inicial
da taxa limitante para o catabolismo de triptofano e quinurenina. As células T
necessitam de triptofano para expanséao clonal e proliferagdo, ou seja, a deplegao de
triptofano pela IDO1 reduz a resposta imune mediada por células T (FRUMENTO;
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ROTONDO; TONETTI; DAMONTE et al, 2002; MELLOR; CHANDLER; LEE;
JOHNSON et al., 2002; TERNESS; BAUER; ROSE; DUFTER et al., 2002). A regulagéo
positiva da expressao de IDO1 é mediada por sinais pré-inflamatérios provenientes de
endotoxinas microbianas e por interferon gama (IFN-y) (TAKIKAWA; HABARA-
OHKUBO; YOSHIDA, 1991). A imunorregulagdo e imunossupressdo mediada pela
IDO1 participa de: 1) controle das infecgdes microbianas (DAUBENER; MACKENZIE,
1999), 2) sobrevivéncia prolongada de enxertos (Hainz et al., 2007), 3) atenuar a
inflamacao autoimune (ALEXANDER; CRAWFORD; BERTERA; RUDERT et al., 2002;
HAYASHI; BECK; ROSSETTO; GONG et al., 2004; PLATTEN; HO; YOUSSEF,;
FONTOURA et al., 2005), e 4) prover a—um ambiente imunolégico apropriado na
interface materno-fetal durante a gravidez (MUNN; ZHOU; ATTWOOD; BONDAREYV et
al., 1998). Células do trofoblasto e células apresentadoras de antigenos produzem
IDO1, o que previne as células T maternas de rejeitarem o feto (BABAN; CHANDLER,;
MCCOOL; MARSHALL et al., 2004; HONIG; RIEGER; KAPP; SUTTERLIN et al., 2004).

Figura 1 — (A)Localizacdo do gene codificador da enzima Indoleamine 2,3-Dioxigenase (IDO) no
cromossomo 8, contendo 10 exons, totalizando 14.982bp (NM_002164); (B) Estrutura
tridimensional da enzima IDO1 contendo 403 aminoacidos e peso molecular de 42 KDa.

IDO1

Cromossomo 8
Fonte: GOMES, F.G.F.L.R. (2022) adaptado de (WANG; SUN; DONG; WU et al., 2019)

(WANG; SUN; DONG; WU et al., 2019)Estudos iniciais determinaram que a
expressdo de IDO1 no olho ocorre na retina, iris/corpo ciliar, cristalino, e cornea
(MALINA; MARTIN, 1993). Esta enzima desempenha dois papéis importantes na
protecdo do olho contra os danos causados pela luz ultravioleta. Em primeiro lugar, a
IDO1 funciona como uma enzima antioxidante que limita a formacdo de espécies
reativas de oxigénio intracelular (BODAGHI; GOUREAU; ZIPETO; LAURENT et al.,
1999; MALINA; MARTIN, 1993) e, em segundo lugar, a IDO1 é responsavel pela
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producédo de filtros UV com triptofano que protegem a cornea e a retina de danos foto-
oxidativos induzidos por UV (ultravioleta) (TAKIKAWA; TAGAWA; IWAKURA; YOSHIDA
et al,, 1999). Foi formulada a hipotese de que a expressdo de IDO1 pelas células
endoteliais da cérnea estenderia a sobrevivéncia dos aloenxertos corneanos inibindo a
rejeicdo mediada por células T. As células endoteliais corneanas transfectadas para
super expressar a IDO1 suprimiram a proliferacdo de células T e prolongaram
significativamente a sobrevivéncia de aloenxertos, sugerindo que a expresséo de IDO1
pelos tecidos oculares pode funcionar como um mecanismo que bloqueia as respostas
imunitarias das células T. (BEUTELSPACHER; PILLAI; WATSON; TAN et al., 2006).
Varios mecanismos tém sido propostos para explicar como a expressao de IDO1
pode favorecer o crescimento e sobrevivéncia tumoral. As propriedades
imunossupressoras descritas anteriormente podem proteger o tumor da destruicdo
mediada por células T, seja no ambiente tumoral ou em linfonodos que drenam a regido
tumoral. Recentemente, o papel da IDO1 na resisténcia tumoral foi demonstrado em
modelo animal de camundongo (HOLMGAARD; ZAMARIN; MUNN; WOLCHOK et al.,
2013). Nesse modelo, foram inibidas a IDO1 e CTLA-4 de forma sinérgica para induzir a
rejeicdo mediada por células T de células tumorais IDO(+) e IDO(-), ressaltando o efeito
imunossupressor da expressao dessa enzima em células ndo-cancerigenas do estroma
tumoral. Além disso, a IDO1 também pode atuar favorecendo o tumor através de
mecanismos nao-imunoldgicos; quinurenina derivada de triptofano demonstrou
promover a sobrevivéncia e motilidade tumoral pela ativagdo do receptor de
hidrocarbonetos aromaticos (PLATTEN; WICK; VAN DEN EYNDE, 2012). Outro
trabalho recente associou a expressao de IDO1 como mediador inflamatério para
neovascularizagdo. Neste estudo (MONDAL; SMITH; DUHADAWAY; SUTANTO-WARD
et al., 2016) foram utilizados modelos animais murinos de metastase pulmonar e de
retinopatia da prematuridade. Esses animais tinham o controle com expressao de IDO1
e camundongos com a expressao dessa enzima inibida. Os resultados mostraram que,
em ambos 0s casos, a neovascularizacao foi reduzida nos animais sem expressao da
IDO, quando comparados aos tipo selvagem. A expressdo de IDO1 por tumores
imunogénicos em murinos inibiu a rejeicdao tumoral impedindo o estabelecimento de
expansao e diferenciacdo de células T especificas (UYTTENHOVE; PILOTTE;
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THEATE; STROOBANT et al., 2003). A rejeicdo tumoral foi parcialmente restaurada

quando os camundongos foram tratados com o inibidor de IDO1 (1-metil DL-triptofano).

A tabela 1 mostra a relacdo entre a expressao da IDO1 com progndstico em

diferentes neoplasias em humanos.
Tabela 1 - Expresséao e prognostico de IDO1 em diferentes tipos de cancer
Relacéo entre expressédo de IDO1 no céncer e prognéstico
Cancer Expressaol/Atividade da Prognostico Referéncia

Leucemia Miolbide
Aguda

Melanoma Cutaneo

Glioma

Linfoma de Hodgkin

Linfoma nao-Hodgkin

Carcinoma

Hepatocelular

Melanoma Cutaneo

Leucemia/Linfoma de

Células T

Melanoma Uveal

IDO
Aumento da taxa sérica
Kyn/L-Trp

Expressdao em todas as
neoplasias e linfonodos

Expressdo de mRNA e
producdo da proteina em
todos os tumores

IDO presente em
histiocitos, células
dendriticas e endoteliais
Expressdo de mRNA e
producdo de proteina em
alguns tumores
Expressdo de mRNA e
producédo de proteina em
alguns tumores

Proteina presente em
linfonodos sentinelas;
Presente em algumas
células tumorais e células

endoteliais peritumorais

Expressdao de IDO1 em
algumas células tumorais
e nao tumorais; aumento
da taxa sérica de Kyn/L-
Trp

Expressdo da IDO1 em
algumas células tumorais
e nao tumorais

Aumento da atividade de IDO1 esta
relacionada a  diminuicdo de
sobrevivéncia

IDO aumentada correlaciona-se com
progressao do cancer e metastase

Alta expressdo de IDO1 esta
associada a malignidade e baixa
sobrevivéncia

IDO associada infecgdo com virus
Epstein-Barr, prognéstico ruim e
baixa sobrevivéncia

Alta expressédo de IDO1 relacionada
a tumores maiores, menor remissao
e taxas de sobrevivéncia mais curtas

Expressdo de IDO1 é um fator
independente de prognadstico
relacionado com redugdo da
sobrevivéncia global e taxa de

sobrevivéncia inferior a 5 anos.
Expressao peritumoral de IDO1 em
células endoteliais €& um fator
progndstico pior para sobrevivéncia e
reincidéncia.

Altos niveis séricos de Kyn é um
fator prognadstico pior,
particularmente em pacientes com
variantes mais agressivas.

Grupos com alta ou baixa expressao
ndo apresentaram diferengas em
relacdo a prognostico.

(CORM; BERTHON;
IMBENOTTE; BIGGIO
et al., 2009)

(POLAK;
BORTHWICK;
GABRIEL; JOHNSON
et al., 2007)
(MITSUKA,
KAWATAKI; SATOH,;
ASAHARA et al.,
2013)

(CHOE; YUN; JEON;
KIM et al., 2014)

(LIU; LU; FENG;
DING et al., 2014)

(PAN; WANG; CHEN;
ZHANG et al., 2008)

(CHEVOLET;
SPEECKAERT;
HASPESLAGH,;
NEYNS et al., 2014;
LEE; DALTON;
MESSINA; SHARMA
et al., 2003)
(MASAKI; ISHIDA;
MAEDA; SUZUKI/ et
al., 2015)

(LIANG; PENG;
ZENG; ZHAO et al.,
2019; STALHAMMAR;
SEREGARD;
GROSSNIKLAUS,
2019)

Fonte: GOMES, F.G.F.L.R. (2022)

Ao contrario das células de melanoma da pele (citadas anteriormente), que séo

excelentes para induzir respostas de células T alogénicas (HAANEN; BAARS; GOMEZ;
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WEDER et al., 2006), as células de melanoma uveal, primarias e metastaticas, sdo
pobres estimuladores da proliferacdo de linfocitos alogénicos (VERBIK; MURRAY;
TRAN; KSANDER, 1997), sugerindo que as células de melanoma uveal geram um
microambiente local que n&o suporta expansao de linfécitos T especificos. Desta forma,
a expressdao de IDO1 pelos melanomas uveais pode afetar profundamente as
estratégias imunoterapéuticas baseadas em células T e IFN-y.

Independente do seu potencial catalitico, a IDO1 demonstrou, em modelos
experimentais que atua como molécula sinalizadora para a supressdo imunoldgica
mediada por TGF-B (PALLOTTA; ORABONA; VOLPI; VACCA et al., 2011). Essas
constatagdes fornecem uma boa razao para o desenvolvimento de estudos clinicos que
tenham objetivo de inibir a IDO1, e sua atividade catalitica, associando, ou ndo, com
outras formas de tratamento (LIU; SHIN; KOBLISH; YANG et al., 2010). Com o aumento
do acesso as novas tecnologias como nanotecnologia, novos produtos inibidores de
IDO1 especificos para células tumorais e do microambiente tumoral serdo
desenvolvidas. O inibidor de IDO1 ideal deve fornecer tratamento efetivo quando
combinado com outras modalidades terapéuticas (ZULFIQAR; MAHROO; NASIR;
FAROOQ et al., 2017).

2.4 IDO1 COMO ALVO NA IMUNOTERAPIA

Atualmente, quatro inibidores de IDO1 estdo sob desenvolvimento clinico:
INCB024360 (Incyte) (KOBLISH; HANSBURY; BOWMAN; YANG et al., 2010; LIU;
SHIN; KOBLISH; YANG et al., 2010), indoximod (D-1MT; NewLink Genetics), uma
vacina de peptideo IDO1 (Universidade de Copenhagen) (IVERSEN; ENGELL-
NOERREGAARD; ELLEBAEK; ANDERSEN et al, 2014), e NLG919 (NewLink
Genetics, recentemente licenciado para a Genentech)(MAUTINO; JAIPURI; WALDO;
KUMAR et al., 2013).

O INCB024360 é um inibidor de molécula pequena de hidroxiamidina
administrado por via oral. Os resultados de um estudo de fase | deste inibidor de IDO1
foram relatados durante uma sessdo de discussao de pdster na reunido anual da
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) de 2013 (BEATTY; O'DWYER;
CLARK; SH/ et al., 2017). O estudo realizou tratamento com 2 300 mg de INCB024360,



27

duas vezes por dia, resultou em mais de 90% de inibicdo da atividade de IDO1 e a
droga foi bem tolerada. O composto levou a doenga estavel por mais de 8 semanas em
aproximadamente 30% desses pacientes com doenca altamente refrataria; metade dos
pacientes tinha cancer colorretal refratario a maioria das abordagens imunoterapicas.
Em conjunto, estes resultados sugerem que o INCB024360 tem o potencial para ser
eficaz como monoterapia, mas, uma vez que foi tdo bem tolerado, pode ser
particularmente util em combinagdo com outros agentes de terapéuticos contra cancer.

O indoximod (NLG2101), que € D-1MT, é um inibidor da via IDO1 administrado
por via oral. Um estudo inicial da fase | do indoximod como agente unico demonstrou
uma boa biodisponibilidade oral e um perfil de seguranga favoravel (JACKSON; DEES;
KAUH; HARVEY et al., 2013). Com base nesses achados, um estudo de fase Ib do
indoximod em combinagdo com docetaxel (NCT01191216) foi conduzido em 27
pacientes; os resultados foram relatados na reunido anual da ASCO em 2013
(JACKSON; DEES; KAUH; HARVEY et al., 2013). Os dados mostraram que entre 22
pacientes avaliaveis, 18% (4/22; 2 com céncer de mama; 1, NSCLC; 1, céncer de timo)
exibiram uma resposta parcial e 41% (9/22; 4 com céncer de mama; 2, NSCLC; 1,
cancer de laringe; 1, cancer de esb6fago; 1, cancer de ovario) tinha doenga estavel. Os
dados indicaram que a terapia combinada foi bem tolerada, sem aumento nas
toxicidades acima daquelas esperadas para os agentes individuais e sem interagdes
medicamentosas inesperadas. Além disso, o perfil farmacocinético da terapia
combinada foi semelhante ao perfil de cada droga como agente unico. Com base
nesses resultados, um estudo randomizado de fase Il foi iniciado para avaliar o
potencial de indoximod em combinacdo com docetaxel em pacientes com cancer de
mama metastatico (NCT01792050).

O indoximod também estd sendo testado em combinacdo com outras
imunoterapias, como uma vacina contra o cancer ou um inibidor de checkpoint imune.
Primeiro, um estudo de fase Ib da combinagdao de indoximod e DC vacina contra o
cancer (AD.p53DC) foi apresentado na reunido anual da ASCO em 2013 (JACKSON;
DEES; KAUH; HARVEY et al., 2013).

Uma segunda combinagdo de indoximod com imunoterapia - um estudo

randomizado, duplo-cego, fase Il de indoximod ou placebo apdés a infusdo de
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sipuleucel-T esta sendo realizado em homens com céncer de prostata metastatico
resistente a castracdo, assintomatico ou minimamente sintomatico (NCT01560923).
Finalmente, outra fase Ib / Il estudo de indoximod combinada e ipilimumab esta
recrutando pacientes com melanoma (NCT02073123).

Dados de um ensaio fase | de uma vacina peptidica IDO1 em 15 pacientes
positivos para HLA-A2 com NSCLC estagio lll-IV foram publicados recentemente
(IVERSEN, 2013). A vacina foi bem tolerada, sem toxicidade grave. Um paciente
desenvolveu uma resposta parcial e 6 pacientes (40%) demonstraram doencga estavel
por = 8,5 meses. Entretanto, esta em curso um estudo de fase Ib da vacina combinada
de péptidos IDO1 e temozolomida (NCT01543464).

O NLG919 é o inibidor oral da IDO1 mais recentemente desenvolvido
(MAUTINO; JAIPURI; WALDO; KUMAR et al., 2013). Foi desenvolvido pela mesma
empresa que desenvolveu o indoximod. No ensaio pré-clinico, o NLG919 mostrou ser
tdo eficaz quanto o indoximod em aumentar a sobrevida em camundongos com
glioblastoma e era sinérgico quando combinado com a quimiorradioterapia padrao (LI;
BOLDUC; HODA; GAMBLE et al., 2014). Com base neste achado pré-clinico, um
estudo de escalonamento de dose de fase | esta recrutando pacientes com tumores
solidos avangados (NCT02048709).
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3. HIPOTESE E JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O melanoma uveal é a neoplasia intraocular primaria mais comum no homem, e
tem uma alta propensdo a provocar metastases tardias em 6érgdos como o figado.
Apesar de existirem tratamentos muito bem estabelecidos para a doenga primaria, uma
vez que essa neoplasia da origem a metastases n&do existe uma terapia com eficacia
que aumente a sobrevida geral dos pacientes.

O desenvolvimento de inibidores de checkpoints imunoldgicos revolucionou o
tratamento de melanoma cutaneo, nos ultimos anos (CARVAJAL; PIPERNO-
NEUMANN; KAPITEIJN; CHAPMAN et al., 2018; SCHINZARI; ROSSI; CASSANO;
DADDUZIO et al., 2017). Entretanto, o melanoma uveal metastatico costuma ser
resistente a esse tipo de terapia (ALGAZI; TSAl; SHOUSHTARI; MUNHOZ et al., 2016),
com poucos resultados promissores (PIULATS; ESPINOSA; DE LA CRUZ MERINO;
VARELA et al., 2021; ROSSI; PAGLIARA; ORTESCHI; DOSA et al., 2019). A IDO1 é
expressa em diversos tumores e pode contribuir para a resisténcia tumoral a terapia
com inibidores de checkpoints imunoldgicos. Rossi e colaboradores (ROSSI; ZIZZARI,
DI FILIPPO; ACAMPORA et al., 2021) observaram niveis séricos elevados de HVEM,
IL-8 e IDO1 em pacientes com melanoma uveal metastatico quando comparado a
pacientes com doenca metastatica do melanoma cutaneo. Nossa hipdtese é de que a
IDO1 expressa pelo melanoma uveal ou em seu microambiente tumoral, contribua para

a progressdo da doenga e possa ser estabelecida como checkpoint imunoldgico.
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4. OBJETIVO
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo da indoleamina 2,3-dioxigenase, por técnica de
imuno-histoquimica, em olhos enucleados com melanoma uveal, diagnosticados no

Servigo de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a frequéncia de expressao de IDO 1 em células de melanoma uveal;

2. Avaliar a frequéncia de expressdo de IDO 1 em células do microambiente
tumoral;

3. Correlacionar a expressdo de IDO1 com as caracteristicas morfologicas dos

tumores e a ocorréncia de metastases e sobrevida dos pacientes.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Foram avaliadas 35 amostras de melanomas uveais de olhos enucleados obtidas
do Servigo de Patologia (SERPAT) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP), no periodo de 1993
a 2020.

Dados dos pacientes relevantes para o estudo foram analisados quando
presentes nos prontuarios: sexo, idade ao diagnostico, cor da pele, olho afetado,
localizacdo e dimensdes da lesado, presenca e localizacdo de metastases, tempo de
sobrevida global e livre de progresséo, e, quando existentes, modalidade de tratamento
e evolugdo. A auséncia de algum desses dados foi utilizada como critério de exclusdo.

5.2 AVALIACAO MORFOLOGICA E HISTOPATOLOGICA

Foram avaliadas as caracteristicas macroscépicas da lesdo como: tamanho
(maior didmetro de base e espessura), localizagdo (coroide, corpo ciliar ou iris). Cortes
histoldgicos dos tumores corados pela hematoxilina e eosina (H&E) e Acido Periédico
de Shiff foram analisados para o estudo morfolégico dos padrdes celulares e de

arquitetura da dos vasos sanguineos.

5.3. IMUNO-HISTOQUIMICA DE TUMORES PRIMARIOS

5.3.1 AVALIAGAO DA INDOLEAMINE 2,3-DIOXIGENASE

Foram preparados cortes de parafina com 4um de espessura, em seguida, as
amostras foram incubadas em anticorpo policlonal de coelho anti-IDO (diluigao 1:200;
ab106134; Abcam). A reagao de imuno-histoquimica foi realizada por meio do protocolo
do kit Envision/HRP, Red Substrate Sys-Omnis, substrate buffer, Target Retrieval
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Solution, Low pH (50x Citrate buffer, pH 6)(Dako Omnis, Denmark). Para facilitar a
avaliagdo da imunorreagao de tumores fortemente pigmentados, foi feita uma contra-
coloragdo com Giemsa, a fim de distinguir a melanina da marcagao com o substrato
vermelho (Red Substrate Sys-Omnis). Como controle externo, foi utilizada placenta
humana que apresenta positividade para IDO1 no endotélio dos vasos das vilosidades
placentarias (figura 2). Para a avaliagao da densidade celular positiva para IDO1+, foi
utilizada a metodologia previamente descrita (STALHAMMAR; SEREGARD;
GROSSNIKLAUS, 2019). O tecido foi avaliado no aumento de 40x em busca das areas
com a marcagao mais intensa, também chamadas hot spots. Em seguida, o numero de
células positivas foi contado em 3 campos de grande aumento (400x), tendo a area
agregada total de 0,6mm?. O resultado final foi expresso em células/mm?.

Figura 2 — Placenta utilizada como controle positivo para o anticorpo anti-IDO1 (imuno-
histoquimica, magnificagdo 400X

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022
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5.3.2 AVALIACAO DA MICRODENSIDADE VASCULAR E PADROES VASCULARES

Foram preparados cortes de parafina de 4um de espessura, em seguida, as
amostras foram incubadas em anticorpo policlonal CD34 (diluigdo 1:200; clone sc-7045;
Santa Cruz). A reagédo de imuno-histoquimica foi realizada por meio do protocolo do kit
Novolink Max Polymer DS (Leica Biosystems; Newcastle-upon-Tyne; United Kingdom).
Para facilitar a avaliagdo da imunorreagcéo de tumores fortemente pigmentados, foi feita
uma contra-coloragdo com Giemsa, a fim de distinguir a melanina da marcagdo com o
diaminobenzidina (DAB). Os microvasos foram contados a partir de trés areas
densamente vascularizadas (“hot spots”), de acordo com a metodologia utilizada por
(FOSS; ALEXANDER; HUNGERFORD; HARRIS et al., 1997; FOSS; ALEXANDER;
JEFFERIES; HUNGERFORD et al., 1996). Depois de identificadas essas areas, os
microvasos foram contados no aumento de 200x (WK 10x/20L-H; Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). A definigdo utilizada para redes microvasculares consiste da jungao
de, pelo menos, trés algcas vasculares, conforme descrito previamente (FOLBERG;
RUMMELT; PARYS-VAN GINDERDEUREN; HWANG et al., 1993). Como controle
externo positivo da reagéo, foi utilizada placenta humana com a marcacédo endotelial

dos vasos das vilosidades placentarias (figura 3).
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Figura 3 - Placenta utilizada como controle positivo para o anticorpo anti-CD34 (Imuno-
histoquimica, magnificag&o: 409)()

5.3.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BAP1

Foram preparados cortes de parafina de 4um, em seguida, as amostras foram
incubadas em anticorpo monoclonal BAP1 (diluigdo 1:50; EPR226826-65 ab255611;
Abcam). A reagao de imuno-histoquimica foi realizada por meio do protocolo do kit
Envision/HRP, DAB substrate, substrate buffer, Target Retrieval Solution, Low pH (50x
Citrate buffer, pH 6) (Dako Omnis, Denmark). Para facilitar a avaliagdo da imunorreacéo

de tumores fortemente pigmentados, foi feita uma contra-coloragdo com Giemsa, a fim



35

de distinguir a melanina da marcagao com diaminobezidina (DAB). A imunorreatividade
foi avaliada de forma semiquantitativa, semelhante ao descrito por (SZALAI; JIANG;
VAN POPPELEN; JAGER et al., 2018). Para isso, as laminas foram avaliadas por
inteiro, e a imunorreatividade foi avaliada nos nucleos e citoplasma utilizando um
sistema de escore de quatro pontos (0 = positividade menor que 10%, 1 = positividade
entre 10 e 33%, 2 = positividade entre 34% e 66%, 3 = positividade acima de 66%). O
controle positivo externo utilizado foi célon (figura 4).

Figura 4 - Célon utilizado com controle positivo para o anticorpo anti-BAP1 (Imuno-histoquimica,
mag

22

5.4. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

As analises estatisticas deste estudo foram realizadas utilizando o software
Graphpad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego California USA). A associagao
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entre os aspectos morfolégicos, a expressdo da IDO1 e a presenga de metastases foi

analisada usando o teste exato de Fisher.
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6. RESULTADOS

A distribuicdo dos melanomas uveais de acordo com o sexo foi de 54% para
mulheres e 46% para homens (figura 5). As neoplasias avaliadas foram em sua
totalidade de pacientes brancos.

Figura 5 - Distribuicdo da neoplasia de acordo com o0 sexo

Destribuicao por sexo

m Feminino = Masculino

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A distribuicdo dos melanomas uveais, segundo olho afetado, foi de 51% afetando
olho esquerdo e 49% afetando o olho direito (figura 6). Nenhum paciente teve os dois
olhos afetados.
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Figura 6 - Distribuicdo da neoplasia por olho afetado

Distribuicdo por olho afetado

m Olho Direito = Olho Esquerdo

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A distribuicdo dos melanomas uveais de acordo com a faixa etaria no momento
do diagndstico foi de 17% de casos entre 25-45 anos, 40% entre 46-65 anos e 43%
entre 66-85 anos (figura 7). O paciente mais novo tinha 29 anos ao diagndstico e o
paciente mais velho tinha 83 anos de idade. A idade média observada nas amostras
desse estudo foi de 61,1 anos (+14,3 anos).
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Figura 7 — Distribuicdo dos casos segunda faixa etaria
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Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A distribuicdo dos melanomas uveais de acordo com a localizacdo da neoplasia

demonstrou que a maior frequéncia foi observada na coroide (71%) e a menor

frequéncia em corpo ciliar (3%). Em 26%, a neoplasia acometeu coroide e corpo ciliar.

(figura 8). Nao foram observados casos de melanomas uveais em iris.
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Figura 8 — Distribuicdo segundo a localizagdo da neoplasia

Distribuicdo da neoplasia segundo sua localizacao

m Coroide = Corpo Ciliar = Ciliocoroideano

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A distribuicdo dos melanomas uveais, segundo o padrao celular mostrou que ha
predominio do tipo celular misto (44%) (figura 10). O tipo histolégico epitelioide foi
observado em 29% dos casos e o tipo fusiforme foi observado em 27% das amostras

avaliadas.

Figura 9 - Diferentes tipos histolégicos do melanoma uveal. Fusiforme (A), Epitelidide (B) (H&E,
nificacdo 400X

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022
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Figura 10 - Distribuicdo de acordo com tipo histolégico

Distribuicdo de acordo com o padrao histolégico

m Fusiforme = Epitelidéide = Misto

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

Quanto ao tamanho das lesdes, a distribuicdo dos melanomas uveais de acordo
com a classificacdo da AJCC foi de 11% como T1, 23% na T2, 40% na T3 e 26% na T4
(figura 11). O diametro basal maximo médio das neoplasias foi de 14,5 mm + 5,4 mm,
tendo o menor valor igual a 5,0 mm e maior igual a 30,0 mm. A espessura média dos
tumores foi de 9,7mm + 4,9mm, tendo o menor igual a 2,4 mm e o maior de 25,0 mm
(figura 12).

Figura 11 - Classificagao por Tamanho (AJCC, 2017)
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Classificacao - Tamanho

Tl =T2 =T3 =T4

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

Figura 12 - Dimensbes médias das neoplasias
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Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A membrana de Bruch mostrou-se integra em 74% dos casos, enquanto nos

cinco casos restantes 26% a mesma estava rompida (figura 13). Dos 35 casos
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observados, foram constatadas metastases em 5 dos pacientes avaliados até o inicio
de abril de 2022 (figura 14).

Figura 13 - Integridade da membrana de Bruch

Integridade da Membrana de Bruch

= Membrana de Bruch Integra = Membrana de Bruch Rompida

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

Figura 14 - Distribuicdo das metastases de acordo com sua localizagéo

Distribuicdo das metastases

m Pulmdo = Figado = Osso

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A avaliagao da trama microvascular nos melanomas uveais foi realizada por meio
da marcagdo de imuno-histoquimica do epitopo CD34 (figura 15). Dos 35 casos
avaliados, foi observada a formagao de arcos, ou algas, vasculares em 6 casos (17%),
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enquanto a presenga de redes vasculares foi identificada em 4 casos (11%), conforme
ilustra a figura 16. Ja a microdensidade vascular variou amplamente entre os casos
avaliados. A microdensidade vascular média dos casos avaliados foi de 31,3
vasos/0,313mm? (+ 15 vasos), a contagem variou de 5,7 a 57,3 vasos/mm? do menor

para maior valor.

Figura 15 - Padrées de trama vascular do melanoma uveal. Normal (A), Silencioso (B), Arco
incompleto (C), Arco com entroncamento e redes vasculares. (Magnificacdo de 200x
5 J vy o7 ATy I ‘ x NV 28 k./.; i i ,,'_',.:

. e,
Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022
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Figura 16 - Distribuicdo de acordo com o padrao vascular

Distribuicdo de acordo com o padrao vascular

m Qutros = Arcos = Redes

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A expressao da proteina BAP1 foi avaliada em 35 olhos afetados por melanoma
uveal. A expressao dessa proteina foi considerada baixa (escore 0-1) em 14 dos casos
avaliados, e alta (escore 2-3) em 21 pacientes. As figuras 17 (A e B) mostram a
classificagdo utilizada no presente estudo, baseado na metodologia descrita

anteriormente, como baixa e alta expresséo dessa proteina.

Figura 17 - Padrdes de expressao da proteina BAP1 no melanoma uveal. Alta expressao (A) e
balxa expressao (E: Ma nificacéo de 4Q0x)
< *g{* 7 ¥ ‘ ) " 4“:')
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A alta (high) expressao da proteina BAP1 esta associada a uma menor chance
de desenvolvimento precoce de metastase, enquanto a baixa (low) expresséo esta
associada a metastase precoce (até 30 meses apdés o diagnostico) (p=0,0494),
conforme mostra a figura 18.

Figura 18 - Curva de evento de Kaplan-Meier para metastase de melanoma uveal nos grupos
BAP1 high e BAP1 low.

Desenvolvimento de metastase
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Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

o

A expressao da proteina IDO1 também foi avaliada em 35 olhos afetados por
melanoma uveal. A expresséo da proteina IDO1 foi observada em células tumorais em
apenas uma das amostras, de intensidade fraca e focal. No entanto, a expresséo foi
constatada em células do microambiente tumoral como histiocitos. A expressdo dessa
proteina foi considerada baixa (abaixo de 45,7 células/0,6mm?) em 18 dos casos
avaliados, e alta (acima de 45,7 células/0,6mm?) em 17 pacientes. A figura 19 (A e B)
mostra a classificagdo utilizada no presente estudo, baseado na metodologia descrita

anteriormente, como alta e baixa expresséo dessa proteina.
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Figura 19 - Expressao da proteina IDO1 no microambiente tumoral de melanomas uveais.
Magnificagdo de 200x) ,
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onte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A tabela 2 mostra a comparagao de alguns dados clinico-patologicos entre os
grupos de alta e baixa expressao de IDO1. Uma associagéo significativa entre alta
densidade de IDO1 no microambiente tumoral e possibilidade de desenvolvimento de

metastase foi observada (figura 20).



Tabela 2 - Comparagao de caracteristicas clinico-patoldgicas entre baixa e alta densidade

celular de IDO1

Idade

Sexo

Diametro basal

maximo

Espessura

Fusiforme

Misto

Epitelidide
T1

Classificagao T2

Tamanho T3

T4

Tipo celular

Microdensidade
vascular
Ruptura da
Membrana de
Bruch
Densidade de
IDO1

Metastase

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

Melanoma
Uveal com
baixa
densidade de
IDO1
57,2+13,7 anos
7(M) 11(F)
13,945,2 mm

8,2+4,0 mm

39%

33%

28%

6%

22%

39%

33%
31,9+14 1
vasos/0,313mm?

6/18 (33,3%)
22.2+15,5

céls/mm?
0/18

Melanoma
Uveal com alta
densidade de
IDO1

65,3+14 anos
9(M) 8(F)
15,1457 mm

11,0+5,3 mm

12%

59%

29%

18%

24%

40%

18%
30,7+16,2
vasos/0,313mm?

3/17 (17,7%)
85,4+34

céls/mm?
5117

Valor p

0,0947
0,7652
0,1478

<0,0001

0,0147
0,8739

0,4430

<0,0001

0,0299
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Figura 20 - Curva de evento de Kaplan-Meier para metastase de melanoma uveal nos grupos

IDO1 high e IDO1 low.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo observou que a distribuicdo dos melanomas uveais de acordo
com o sexo foi de 54% para mulheres e 46% para homens. Outros trabalhos
encontraram resultados semelhantes (ARONOW; TOPHAM; SINGH, 2018; LUCENA;
GOLDEMBERG; THULER; DE MELO, 2020; LUO; ZHANG; YANG; XIU et al., 2022;
XU; LOU; WANG; MIAO et al., 2020), enquanto outros autores (MCLAUGHLIN; WU;
JEMAL; MARTIN et al., 2005) observaram que a incidéncia dessa neoplasia € 30%
maior em homens que em mulheres.

A distribuicdo dos melanomas uveais, segundo a lateralidade, foi de 51%
afetando olho esquerdo e 49% afetando o olho direito. A literatura corrobora com os
dados obtidos no presente estudo (ARONOW; TOPHAM; SINGH, 2018; LUO; ZHANG;
YANG; XIU et al., 2022; MAHENDRARAJ; LAU; LEE; CHAMBERLAIN, 2016). Nenhum
desses trabalhos observou diferenga significativa em relagao a lateralidade da lesdo. O
presente estudo ndo detectou nenhum caso de melanomas uveais multiplos ou
bilaterais, como citado por alguns pesquisadores (BHOURI; LUMBROSO; LEVY;
DENDALE et al, 2003; KHEIR; KIM; MATERIN, 2020; KOWAL; STRZALKA;
MARKIEWICZ; ROMANOWSKA-DIXON et al., 2015).

A American Joint Committee on Cancer (AJCC) classifica os melanomas uveais
de acordo com suas dimensdes (maior didmetro de base e espessura). No presente
estudo, a distribuicdo dos melanomas uveais de acordo com esta classificagédo foi de
11% na classificacdo T1, 23% na T2, 40% na T3 e 26% na T4. Em comparagao aos
dados observados na literatura (DOGRUSOZ; BAGGER; VAN DUINEN; KROES et al.,
2017; FORCE, 2015; SHIELDS; KALIKI; FURUTA; FULCO et al., 2013), no presente
estudo foi observado que neoplasias na categoria T1 foram menos frequentes que em
outros trabalhos (figura 21). Por outro lado, melanomas na categoria T2 foram mais
frequentes no presente estudo quando comparado aos outros trabalhos. Essa diferenga
do presente estudo, em relagcdo aos outros trabalhos, pode ocorrer devido ao
diagnostico mais tardio da neoplasia e também pelo fato de que as neoplasias menores

nao serem tratadas, pelo menos inicialmente, com enucleagdo, mas com placas de
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braquiterapia. Em relagcdo as dimensdes das lesdes, tanto o didmetro basal maximo
guanto a espessura média nio diferiram dos trabalhos citados anteriormente.

Figura 21 - Comparagéo da distribuigdo dos casos de melanoma uveal conforme a
classificagédo da AJCC (em %)
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Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A frequéncia em que a membrana de Bruch mostrou-se rompida 23% dos casos,
esse dado é corroborado por alguns estudos (HAINSWORTH; SOMMERVILLE;
RANSON; TODD et al., 2006; KALIKI; SHIELDS, 2017; MASHAYEKHI; TUNCER,;
SHIELDS; SHIELDS, 2010). Dos 35 casos observados, cinco pacientes (14,3%)
desenvolveram a doenga metastatica, sendo 3 casos no figado (60%), dois no pulméao
(20%) e um em vértebra (20%). A literatura relata que a ocorréncia doenga metastatica
€ bastante variavel e pode ocorrer em até 50% dos pacientes (The COMS randomized
trial of iodine 125 brachytherapy for choroidal melanoma: V. Twelve-year mortality rates
and prognostic factors: COMS report No. 28, 2006; BAILY; O’NEILL; DUNNE;
CUNNINGHAM et al.,, 2019; BHATIA; MOON; MARGOLIN; WEBER et al., 2012;
BRANISTEANU; BOGDANICI; BRANISTEANU; MARANDUCA et al., 2021; EINHORN;
BURGESS; GOTTLIEB, 1974; KUJALA; MAKITIE; KIVELA, 2003; LANE; KIM;
GRAGOUDAS, 2015; ONKEN; WORLEY; CHAR; AUGSBURGER et al., 2012; ONKEN;
WORLEY; TUSCAN; HARBOUR, 2010), corroborando os dados avaliados no presente
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estudo. A distribuicdo das metastases por localizagdo também seguiu o padréo
observado na literatura, sendo o figado o 6rgdo mais afetado, seguido pelos pulmdes e
0ssos, respectivamente. As diferencas numéricas relativas observadas entre esse
estudo e a literatura pode estar relacionada ao numero de casos reduzidos e baixa
atividade bioldgica, como observado em outros trabalhos (LUCENA; GOLDEMBERG;
THULER; DE MELO, 2020; MCLEAN; FOSTER; ZIMMERMAN, 1982; SHIELDS;
FURUTA; THANGAPPAN; NAGORI et al., 2009)

A populagdo avaliada no presente estudo teve a trama microvascular nos
melanomas uveais foi realizada por meio da marcagao de imuno-histoquimica do
epitopo CD34. A microdensidade vascular observada foi semelhante a observada em
outros trabalhos (FOSS; ALEXANDER; JEFFERIES; HUNGERFORD et al., 1996;
MAKITIE; SUMMANEN; TARKKANEN; KIVELA, 1999), entretanto, a correlagdo com
prognostico pior n&do foi observada (p=0698), conforme os trabalhos -citados
anteriormente. Em relagdo aos padrées morfologicos da vasculatura, o presente estudo
nao apresentou correlagdo com prognostico pior (FOLBERG; CHEN; BOLDT; PE’ER et
al.,, 2001; FOLBERG; RUMMELT; PARYS-VAN GINDERDEUREN; HWANG et al.,
1993; KIVELA; MAKITIE; AL-JAMAL; TOIVONEN, 2004; MAKITIE; SUMMANEN;
TARKKANEN; KIVELA, 1999). Esses resultados podem estar limitados pelo pequeno
tamanho amostral, outros estudos que avaliaram essa correlagdo eram multicéntricos,
contando com um numero de amostras consideravelmente maior.

A expressdao da proteina BAP1 foi avaliada por meio da técnica de
imunohistoquimica em material parafinado. A expressao de BAP1 foi considerada baixa
em 60% dos pacientes que desenvolveram metastases, esse dado é semelhante ao
observado por Szalai e colaboradores (SZALAI; JIANG; VAN POPPELEN; JAGER et
al., 2018). Outro estudo (SHAH; DAVID BOURNE; MURALI, 2013) observou que 58%
dos melanomas avaliados n&o expressaram a proteina BAP1, enquanto 18% expressou
de forma heterogénea e 26% apresentou expressao difusa dessa proteina. O presente
estudo detectou distribuicdo semelhante ao trabalho citado anteriormente, conforme a
figura 22. O presente estudo demonstrou que a baixa expressdo, ou auséncia, da
proteina BAP1 em melanomas uveais esta relacionada ao risco de desenvolvimento de
metastase, conforme observado em outros trabalhos (KOOPMANS; VERDIJK;
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BROUWER; VAN DEN BOSCH et al., 2014; SHAH; DAVID BOURNE; MURALI, 2013;
SZALAI; JIANG; VAN POPPELEN; JAGER et al., 2018). A avaliagao da proteina BAP1
por meio da imunohistoquimica pode ser utilizada de forma rapida e com bom custo-

beneficio na identificacdo de pacientes com melanomas agressivos.

Figura 22 - Distribuicao dos Melanomas Uveais conforme expressao da proteina BAP1

Expressao da proteina BAP1 em Melanomas

Uveais
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
GOMES, F.G.F.L.R. et al., SHAH et al., 2013 KOOPMANS et al., 2014
2022
m Ausente/Baixa Heterogénea Difusa

Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A expresséo da enzima IDO1 € um dos varios checkpoints de evasao do sistema
imunologico utilizado por células tumorais (MUNN; MELLOR, 2013). Alguns testes
clinicos investigaram, ou estdo investigando, os efeitos de inibidores de IDO1
(epacadostat, doximob, entre outros) (BEATTY; O'DWYER; CLARK; SH/ et al., 2017,
BROCHEZ; CHEVOLET; KRUSE, 2017; SOLIMAN; MINTON; HAN; ISMAIL-KHAN et
al., 2016). Os estudos sobre a avaliagdo da expressado de IDO1 em melanomas uveais
sao escassos (CHEN; MELLON; MAYHEW; WANG et al., 2007; LIANG; PENG; ZENG;
ZHAO et al., 2019; STALHAMMAR; SEREGARD; GROSSNIKLAUS, 2019; TERAI;
LONDIN; ROCHANI; LINK et al., 2020)

O presente estudo avaliou a expressdo de IDO1 em amostras de pacientes
acometidos por melanoma uveal primario. Foi observada a expressdo de IDO1 em
células do microambiente tumoral. Entretanto, a expressdo de IDO1 nas células

neoplasicas foi muito baixa. Estudos prévios também observaram que o melanoma
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uveal primario ndo expressa IDO1 in situ, mas pode expressa-la em células do seu
microambiente tumoral (CHEN; MELLON; MAYHEW; WANG et al., 2007; LIANG;
PENG; ZENG; ZHAO et al., 2019). Stadlhammar e colaboradores (STALHAMMAR,;
SEREGARD; GROSSNIKLAUS, 2019) ndo apenas observaram a expressao de IDO1
em células do microambiente tumoral, mas também em células neoplasicas. Pesquisas
realizadas em outros tipos de neoplasia demonstraram expressao de IDO1 em células
do microambiente tumoral, como macréfagos, células dendriticas e vasos sanguineos
(CHOE; YUN; JEON; KIM et al., 2014). Uma das hipoteses abordadas sobre o
desenvolvimento de metastases esta relacionada a expressio precoce de IDO1, como
checkpoint imunologico.

Além da avaliagdo da expressdo de IDO1 em amostras de melanoma uveal,
também foi feita uma correlagdo de sua expressao com algumas caracteristicas clinico-
patolégicas. O grupo de alta densidade de IDO1 ndo apresentou diferengas de tamanho
tumoral em relagdo ao grupo de baixa densidade, nem na classificacdo SBP/AJCC
(figura 23) nem em diametro basal maximo nem em espessura. Outros autores sugerem
que a alta expressdao de IDO1 tem correlacdo com tumores de tamanhos menores
(LIANG; PENG; ZENG; ZHAO et al, 2019). Entretanto, os autores citados
anteriormente observaram uma relagdo entre a ruptura da membrana de Bruch
(melanomas com formato de cogumelo) e alta expressao de IDO1, os dados obtidos no
presente trabalho n&o corroboram essa informagao (p=0,5805). Stalhammar e
coautores (STALHAMMAR; SEREGARD; GROSSNIKLAUS, 2019) demonstraram a
correlagdo entre tamanho e formato do melanoma uveal e densidade de células que

expressdo IDO1. Mais estudos serdo necessarios para averiguar essa correlagao.
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Figura 23 - Comparagéao da distribuigcdo entre alta e baixa densidade de células positivas para o
marcador IDO e tamanho tumoral (AJCC)
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Fonte: Gomes, F.G.F.L.R., 2022

A microdensidade vascular também ndo apresentou diferengas significativas
entre os grupos com alta ou baixa densidade de células positivas para IDO1. Algumas
publicagdes demonstraram uma relacdo positiva entre expressdo de IDO1 e
angiogénese ou com regulagao positiva de proteinas que, no microambiente tumoral,
possam promover tal efeito (LI; TREDGET; GHAFFARI; LIN et al., 2006; WEI; ZHU; LI;
L/ et al., 2018). Foi demonstrado por meio de pesquisas com cancer de mama que a
expressdo de IDO1 e CD105, no entanto a mesma correlagdo ndo foi observada
quando feita a comparagédo utilizando o marcador endotelial CD31 (WEI; ZHU; LI; L/ et
al., 2018). Soliman (SOLIMAN; RAWAL; FULP; LEE et al., 2013) observou o
comportamento inverso do estudo citado anteriormente, demonstrando que niveis mais
baixos de expressédo de IDO1 estdo relacionados a maior angiogénese. Mais estudos
sdo necessarios para se estabelecer uma relagdo entre IDO1 e a microdensidade
vascular em melanomas uveais, utilizando mais marcadores e estudos complementares
em linhagens celulares e modelos animais, com o objetivo de melhor caracterizar o

mecanismo associado a angiogénese nestes tumores.
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A densidade de células positivas para IDO ndo apresentou correlagdo com a
ruptura da membrana de Bruch. Apesar da ruptura da membrana de Bruch nao ser
considerada um fator progndstico por varios autores (SEDDON; ALBERT; LAVIN;
ROBINSON, 1983; SHAMMAS; BLODI, 1977; SZALAI; JIANG; VAN POPPELEN;
JAGER et al., 2018), a pesquisa conduzida pelo grupo de Liang (LIANG; PENG; ZENG;
ZHAO et al., 2019) observou uma correlagédo entre alta expressédo de IDO1 e tumores
com formato de cogumelo, caracteristico da ruptura desta membrana. Além disso, Liang
e colaboradores observaram uma diferenga na positividade para IDO1, por meio de
estudo imuno-histoquimico, entre as células tumorais que ultrapassaram a membrana
de Bruch e as que estavam localizadas abaixo desta membrana, sugerindo que existam
diferengas no microambiente tumoral entre essas duas regides. Essa observacéo é
inconsistente com a afirmacdo de que o melanoma uveal e seu microambiente tumoral
nao precisam da expressao de IDO1 para manter o ambiente imunoprivilegiado (CHEN;
MELLON; MAYHEW; WANG et al., 2007).

E digno de nota que a expressdo de IDO1 esta associada a progndstico pior em
diversas neoplasias. No entanto, também existem evidéncias na literatura corroborando
a informagéo de que a expressao de IDO1 faz parte de um mecanismo de tolerancia
imunologica adquirida (PRENDERGAST, 2008), sugerindo que sua expressao
aumentada também possa estar relacionada a fatores benéficos. No presente estudo,
observamos uma associacéo entre a alta densidade de células expressando IDO1 com
desenvolvimento de metastases em melanoma uveal. Liang e colaboradores (LIANG;
PENG; ZENG; ZHAO et al., 2019), avaliaram a expressao de IDO1 em melanomas
uveais, e observaram correlagdo com a forma do tumor, como citado anteriormente.
Entretanto, n&o foram observadas diferengas relacionadas ao surgimento de
metastases entre os grupos de alta e baixa expressao de IDO1, nem nos grupos em
que havia expressdo de IDO1 com os que nao foi observada a expressdo dessa
proteina. Enquanto isso, Stalhammar e coautores (STALHAMMAR; SEREGARD;
GROSSNIKLAUS, 2019) observaram que a maior densidade celular de T cell Ig ITIM e
IDO1 estdo relacionados a um pior prognostico em relacdo ao desenvolvimento de
metastases. No presente estudo, ainda se faz necessaria a caracterizagao detalhada da

populagcao celular presente nesse microambiente tumoral, com particular atencdo aos
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histiécitos. Em estudos realizados em outras neoplasias, autores descreveram a
correlagao entre alta expressao de IDO1 nas populagdes celulares do microambiente
tumoral e o prognéstico pior (CHEVOLET; SPEECKAERT; HASPESLAGH; NEYNS et
al.,, 2014; CHOE; YUN; JEON; KIM et al., 2014; LAIMER; TROESTER; KLOSS;
SCHAFER et al., 2011; ZHAI; LADOMERSKY; LENZEN; NGUYEN et al., 2018). As
razdes pelas quais pacientes com maior expresséo de IDO1 apresentam menor periodo
de sobrevida livre de complicagdes ainda € desconhecida, o que reflete o complexo
papel dessa enzima nos diferentes tipos de canceres e no microambiente tumoral.
Algumas das limitagdes do presente estudo estao relacionadas ao baixo numero
amostral, tornando os intervalos de confianca menores e ao tempo de

acompanhamento (mais curto) dos pacientes com diagnostico recente
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8. CONCLUSAO

A enzima IDO1 esta relacionada a varias condigdes fisiologicas e uma variedade de
processos fisiopatoldgicos, desde infecg¢des, inflamagao cronica, processos alérgicos,
desordens autoimunes, dentre outros. A expressdao de IDO1 no processo de
desenvolvimento do melanoma uveal, bem como em outros tipos de neoplasias, pode
ser considerada um evento significativo no seu processo de patogénese. A IDO1 é
expressa em uma variedade de neoplasias e esta, normalmente, associada a um
prognaostico pior.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam uma correlagdo entre a alta
densidade de células do microambiente tumoral positivas para IDO1 e o surgimento
precoce de metastases. A confirmacao deste achado em estudos com grande numero
de casos de melanoma uveal podera indicar que, de fato, a expressao de IDO1 no
microambiente tumoral possa ser mais um fator de influéncia no comportamento
biolégico da neoplasia, abrindo a possibilidade do uso de inibidores desta enzima com o
objetivo de contribuir para a alteraggo do curso natural da doencga.
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