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RESUMO

A incidéncia de melanoma cutaneo (MC) vem aumentando nos ultimos anos. A
presenca de metéstase faz parte do estagiamento do MC e esté relacionada com o
prognostico. As principais aplicagfes dos marcadores tumorais sdo o monitoramento de
resposta a terapia e deteccdo precoce de doenca recorrente no seguimento dos
pacientes. Melanoma Inhibitory Activity (MIA) tem sido demonstrado ser um bom
marcador tumoral para MC. N&o existe nenhum estudo brasileiro sobre MIA e MC. O
Objetivo do presente trabalho é o de avaliar o teste sangiineo MIA em pacientes com
MC do Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, por meio de materiais e meétodos
especificos traduzidos pela participagdo voluntaria de pacientes com MC
diagnosticados no Laboratorio de Patologia LAC, Campo Grande - MS, de abril de 2008
a outubro de 2009. Os oncologistas do citado municipio foram contatados e
esclarecidos para convidar seus pacientes com MC a participarem do estudo. A
mensuracdo dos niveis séricos de MIA foi feita pelo teste ELISA-MIA (Roche®). Cada
paciente teve uma amostra colhida. Os resultados foram obtidos apos terem sido feitas
as coletas de amostras sangiiineas em 15 pacientes com MC sem metastese (grupo
1) e 10 pacientes com MC com metastese (grupo 2). Foram ainda coletadas amostras
sanguineas de cinco pessoas sadias (grupo controle). O grupo 1 foi composto de oito
mulheres e sete homens, o grupo 2 por duas mulheres e oito homens, e o controle por
trés mulheres e dois homens. A média de idade do grupo 1 foi de 60,3 anos (28 a 80
anos), a do grupo 2 foi de 60,8 anos (39 a 59 anos). Os niveis séricos de MIA do grupo
1 variaram de 3,5 ng/ml a 11,1 ng/ml, com média de 6,78 ng/ml, do grupo 2 variaram de
5,8 ng/ml a 30,0 ng/ml com média de 21,21 ng/ml. Os niveis séricos do grupo controle
variaram de 4,0 ng/ml a 8,6 ng/ml, com média de 5,64 ng/ml. Houve diferenca
estatistica entre os niveis séricos dos grupos com e sem metastase e entre 0 grupo
com metastase e o grupo controle. Nao houve diferenca entre os grupos sem
metastase e o grupo controle. Assim, é possivel concluir que os niveis séricos de MIA
em pacientes sem metéstase e/ou recidiva clinica foram significativamente menores
gue os de pacientes com metdstase e/ou recidiva clinica. Nao houve diferenca
estatistica significante entre os niveis séricos de MIA sem metéstase e 0 grupo controle.
O teste MIA ¢é de facil execucao, com custo viavel, e poderia ser incluido no protocolo
de acompanhamento de pacientes tratados com MC.

PALAVRAS- CHAVE: MIA. MELANOMA CUTANEO. VIABILIDADE DE EXECUCAO
DE TESTE MIA. AVALIACAO DE NIVEIS SERICOS. PACIENTES DE MS



ABSTRACT

The incidence of cutaneous melanoma (CM) has increased in recent years. Metastasis
is part of the staging of the CM and is related to the prognosis. The main application of
tumor markers in monitoring response to therapy and early detection of recurrent
disease in follow-up of CM patients. Melanoma Inhibitory Activity (MIA) has been shown
to be a good tumor marker for CM. There is no Brazilian study about MIA and CM.
Therefore, the objective of this study is to evaluate the blood test MIA in patients with
CM of Mato Grosso do Sul, Brazil. To accomplish the objective, patients diagnosed with
CM in the Laboratory of Pathology, LAC, Campo Grande - MS, from April 2008 to
October 2009 were invited to participate in the study. Oncologists from this city were
contacted and informed to invite their patients with CM to participate in the study. The
measurement of serum MIA was made by the MIA-ELISA test (Roche ®). Each patient
had 1 sample collected. As results, in total, blood samples from 15 CM patients without
metastasis (Group 1) and 10 patients with metastasized CM (Group 2) were collected.
For comparison, blood samples from 5 healthy persons (control group) were collected.
Group 1 was consisted of 8 women and 7 men, Group 2 by 2 women and 8 men, and
the control group by 3 women and 2 men. The average age of Group 1 was 60.3 years
(28 to 80 years), of Group 2 was 60.8 years (39 to 59 years). Serum levels of MIA in
Group 1 ranged from 3.5 ng / ml to 11.1 ng / ml, with an average of 6.78 ng / ml; Group
2 ranged from 5.8 ng / ml to 30.0 ng / ml with an average of 21.21 ng / ml. Serum levels
of the control group ranged from 4.0 ng / ml to 8.6 ng / ml, with an average of 5.64 ng /
ml. There was statistical difference between serum levels of the Groups with and without
metastasis (Groups 1 and 2) and between the group with metastasis (Group 2) and the
control group. There was no difference between the groups without metastasis and
control group. Therefore, we concluded that serum levels of MIA in patients without
metastasis and / or clinical relapse were significantly lower than those of patients with
metastasis and / or clinical relapse. There was no statistically significant difference
between serum levels of MIA without metastasis and control group. MIA test is easy,
cost-feasible, and could be used in the follow-up of patients treated of CM.

KEY-WORDS: MIA. CUTANEOUS MELANOMA. FESEABILITY TO PERFORM THE
MIA TEST. EVALUATION OF BLOOD LEVELS. PATIENTS OF MS
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1 INTRODUCAO

Durante a segunda metade do Século XX, a incidéncia de cancer de pele
aumentou, juntamente com a da sua mortalidade. A razdo para este aumento
provavelmente esta relacionada a mudanca nos habitos de vida das pessoas, incluindo
tipo de vestimenta e lazer (FERRARI JUNIOR et al., 2008).

Melanoma Cutaneo (MC) corresponde a apenas 3% de todos os tumores
cutaneos. Entretanto, o MC apresenta grande morbidade e alta taxa de mortalidade,
correspondendo a 75% de todas as mortes relacionadas a tumores cutaneos malignos,
representando, assim, um problema de saude publica (PARKER, et al., 1996).

O diagnostico do melanoma se da atravées do exame dermatoscopico e €
confirmado pelo exame histopatologico (GARBE e EIGENTLER, 2007). A espessura do
tumor, também conhecida como espessura de Breslow, é considerada o fator
progndstico mais importante no MC e serve de base para seu estagiamento.

Outros parametros histopatologicos importantes sdo a presenca de ulceracéo e,
para tumores finos (menor que 1 milimetro de espessura), o nivel de invasdo de Clark.
Assim como em outras neoplasias malignas, a presenca de metéstases para linfonodos
e para 6rgaos a distancia também faz parte do estagiamento (BALCH, et al., 2001).
Trés subgrupos de metastases a distancia devem ser distinguidos: metastases para
pele e partes moles, metastases pulmonares e metastases para outras visceras. O
primeiro subgrupo possui melhor progndstico e o Ultimo o pior progndstico (GARBE e
EIGENTLER, 2007). A presenca de valores de Lactato desidrogenase (LDH) nos

primeiros dois grupos eleva o estagiamento para o Ultimo subgrupo. Assim, pela
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primeira vez o valor de um exame laboratorial foi introduzido no sistema de
estagiamento do MC (GARBE e EIGENTLER, 2007).

O monitoramento do MC é considerado por alguns autores como controverso
(DICKER, et al., 1999). Deve-se acompanhar os pacientes ndo sO pela possivel
recorréncia, mas também pela possibilidade do desenvolvimento de um segundo MC, o
que ocorre em 3% a 6% dos pacientes. E mandat6rio um exame clinico completo com
especial atencdo a palpacédo das cadeias linfonodais suspeitas. Exames laboratoriais
como dosagem de LDH possuem indicacdo por estar relacionada com o progndstico.
Além disso, recomenda-se radiografia de térax em todos o0s pacientes; ressonancia
magnética de cranio e ultrasom e tomografia computadorizada abdominal nos pacientes
com linfonodos histopatologicalmente acometidos, de acordo com o protocolo de cada
instituicdo (MACHADO, et al., 2004).

A frequéncia das avaliagbes clinicas e acompanhamento para pacientes com
estadio Il e lll ainda ndo estd bem estabelecida, porém, segundo o protocolo da
Universidade Federal de Minas Gerais, é sugerido o seguinte cronograma: 1° ano: 2/2
meses; 2° ano: 3/3 meses; 4° e 5° anos: 6/6 meses; 5° ao 10° ano: anual; a partir do 10°
ano: alta (MACHADO, et al., 2004).

Melanoma Inhibitory Activity-MIA € uma proteina descoberta recentemente que
esta relacionada ao desenvolvimento e a progressado do MC. Os niveis sanguineos de
MIA podem ser medidos facilmente por ELISA, e seu aumento tem sido correlacionado
com o aparecimento de metastases e, por isto, estd sendo estudada como um possivel
marcador tumoral do MC (BOSSERHOFF, et al., 1997). Até o momento, ndo existe

nenhum estudo brasileiro sobre o MIA e MC.
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As principais aplicagbes de marcadores tumorais sdo 0 monitoramento de
resposta a terapia e deteccdo precoce de doenca recorrente no seguimento dos
pacientes. Niveis sanglineos de vérias substancias, incluindo a proteina S-100 e MIA,
tém demonstrado estarem aumentados em estagios avancados de melanoma

(MATSUSHITA, et al., 2002).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Os melandcitos sdo células dendriticas pigmentadas presentes normalmente na
camada basal da epiderme, no trato uveal ocular, no revestimento epitelial da cavidade
nasal, orofaringe, anus, vagina, trato urinario e sistema nervoso central (CHANG,
KARNELL e MENCK, 1998). A neoplasia maligna derivada dos melandcitos é
denominada melanoma (LEVER e ELDER, 1997).

O melandcito é a célula madura que produz e contém melanina. A melanina € um
pigmento sintetizado a partir do aminoacido tirosina e armazenado em vesiculas
chamadas melanossomos. Os melandcitos originam-se embriologicamente da crista
neural e podem ser classificados, de acordo com sua localizacdo anatbmica, em
epidérmicos, das mucosas, meningeos e uveais (LEVER e ELDER, 1997). As células
gue dao origem ao melandcito cutaneo migram em direcéo ao epitélio da pele (HOGAN,
ALVARADO e WEDDELL, 1971).

O MC representa a maioria dos casos de melanomas, 91%, enquanto o melanoma
ocular & responsavel por 5,3%. Os melanomas com sitio primario ignorado e de
mucosas correspondem a 2,2% e 1,3% dos casos respectivamente (CHANG, KARNELL
e MENCK, 1998). Apesar de mais prevalente, o MC apresenta uma taxa de mortalidade
em geral menor que o melanoma ocular, sendo de 13,8% em 5 anos (TUCKER e

GOLDSTEIN, 2003) e mais de 40% em 10 anos (HAWKINS, 2004), respectivamente.
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2.2 A PELE — ANATOMIA E HISTOLOGIA

A pele é composta por duas camadas, epiderme e derme. Sua funcdo engloba
protecdo mecénica e fotoprotecdo, funcbes fisiolégicas, metabdlicas e reparadoras.
Abaixo da derme encontra-se o tecido adiposo. Em secc¢bes histologicas de pele
normal, a juncdo entre a epiderme e a derme é irregular devido a numerosas papilas
dérmicas que se estendem para dentro da epiderme. Estas duas camadas estdo
separadas por uma membrana basal de estrutura quimica complexa. A vascularizacao
rica da derme leva os nutrientes necessarios para as duas camadas, j4 que a epiderme
ndo possui vasos sanguineos (LEVER e ELDER, 1997).

A epiderme € composta por diversos tipos de células, das quais, mais de 90% séo
ceratindcitos e o restante compreende melandcitos, células de Langerhans, células de

Merkel e axénios n&o mielinizados (LEVER e ELDER, 1997) (Figuras 1 e 2).

Estrato Corneo =

Comnda Granulnr =— -
Camada Espinhosa — -

Melanacite

Camada Basal ﬂ

Figura 1 - Esquema representativo das camadas da ep iderme da

pele.
Fonte: LEVER E ELDER, 1997, p. 17.
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Figura 2 - Histologia da epiderme da Pele. Os
melandcitos sdo células pequenas com nucleo escuro e
escasso citoplasma, localizado na camada basal da
epiderme (seta) [hematoxilina & eosina (H&E), 400x]

Os ceratinécitos estao dispostos em 4 camadas: camada de células basais,
camada de células espinhosas, camada granular e camada cérnea. A camada de
células basais € formada por uma Unica camada de células colunares, que se dispdem
perpendicularmente a linha diviséria entre a epiderme e a derme. A quantidade de
melanina presente nas células basais determina a cor da pele. Por exemplo, em
pessoas de pele clara, as células basais contém pouca quantidade de melanina, o
inverso ocorrendo em pessoas de pele escura. A atividade mitética, isto €, divisao
nuclear e celular, é freqientemente observada nesta camada da epiderme, ja que é
neste local que os ceratindcitos se dividem (LEVER e ELDER, 1997). Os ceratindcitos
migram da camada basal para as subsequentes camadas (camada de células

espinhosas, camada granular e finalmente camada cérnea) e levam de 26 a 42 dias

para completar toda esta maturagdo (HALPRIN, 1972).
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Os melandcitos, em secc¢des histoldgicas convencionais coradas pela hematoxilina
& eosina, aparecem como células de citoplasma claro e com ndcleo pequeno e escuro.
Eles sdo encontrados entre as células basais da epiderme. O numero médio de
melandécitos em relagdo ao numero de ceratindcitos varia de acordo com a regido
anatbmica do corpo e aumenta com a exposicao solar repetida, sendo em geral de 1
para cada 10 ceratinocitos. O melanécito produz a melanina e, através dos seus
processos dendriticos, a transfere para os ceratindcitos da camada basal. Por via de
regra, existe uma maior quantidade de melanina nos ceratinécitos da camada basal que
nos melandcitos propriamente ditos (LEVER e ELDER, 1997). Apenas 10% das células
da camada basal sdo melandcitos, por isso cada um deles supre uma grande
guantidade de ceratinécitos com melanina, formando entdo uma unidade de melanina
epidérmica (FITZPATRICK, 1993). Normalmente, ndo existe diferenca entre o nimero
de melanécitos de uma pessoa de pele negra e de uma pessoa de pele caucasiana nao
exposta ao sol. Os melandcitos dos negros sdo mais reativos e produzem uma maior
guantidade de melanina, se comparados aos melandcitos dos caucasoides. Por outro
lado, existe diferenca no nimero de melandcitos de acordo com o local do corpo, sendo
a face e os genitais masculinos os locais com maior densidade de melandcitos, e o
tronco, o local de menor densidade (STARICCO, 1957). Além disto, examinando-se a
pele de areas que sdo habitualmente expostas ao sol, encontrou-se nesta uma maior
concentracdo de melandcitos quando comparada a areas nao expostas de uma mesma
pessoa (QUEVEDO, et al., 1965).

A derme é composta histologicamente por fibroblastos, vasos sangliineos com
suas células endoteliais, vasos linfaticos, células nervosas, mondcitos, macrofagos e

mastocitos, submersos em uma matriz de colageno, glicosaminoglicanas e elementos
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de sustentacdo. Além disto, sdo encontrados 0s anexos cutaneos representados pelos

foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (LEVER e ELDER, 1997).

2.3 MELANOMA CUTANEO

2.3.1 Epidemiologia

O cancer é um dos maiores problemas de saude publica mundial devido as altas
taxas de incidéncia e letalidade. Ele é responsavel por mais de 12% de todas as causas
de Obito em todo o mundo, sendo que mais de 7 milhdes de pessoas morrem
anualmente da doenca. Como a esperanca de vida no planeta tem melhorado
gradativamente, a incidéncia de céancer, estimada em 2002 em 11 milhdes de casos
novos, alcangara 15 milhdes em 2020 (INTERNATIONAL UNION AGAINST CANCER,
2005).

A morbidade e mortalidade do cancer de pele tém aumentado na populacéo
caucasiana em ambos o0s sexos em diversas regides do planeta. Recentemente, o MC
tem recebido uma importante atencdo devido ao aumento da sua incidéncia em varios
paises. Tanto a sua incidéncia quanto a sua distribuicdo quanto ao tipo histologico
mostram grande diferenca geografica (ARMSTRONG e KRICKER, 1994).

A incidéncia e mortalidade do MC cresceram nos ultimos 50 anos (BERWICK, et
al., 2005). A taxa anual de crescimento de mortalidade, avaliada em torno de 4% a 6%
por ano (CHANG, KARNELL e MENCK, 1998), é maior do que a de qualquer outro
cancer na populacédo de raca branca e fica abaixo apenas do cancer de pulméo (KOH,

et al., 1995).
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Sabe-se que a maior incidéncia registrada do MC ocorreu na Australia entre os
anos de 1980 a 1987, onde a incidéncia foi de 55,8 por 100.000 homens e de 42,9 por
100.000 mulheres (MACLENNAN, et al., 1992). Altas taxas também foram encontradas
na Nova Zelandia com 15,6 casos por 100.000 homens e 21,4 casos por 100.000
mulheres. Um aumento na taxa de MC em mulheres também foi encontrado na Escocia
(MACKIE, et al., 1992). Este tumor € um dos que mais crescem entre a populacao
caucasiana nos Estados Unidos (EUA) (RIES, et al., 2000). Segundo o SEER, (do
inglés Surveillance, Epidemiology and End results), a taxa de incidéncia de MC entre a
populagdo caucasiana cresceu em 4% ao ano entre 1973 e 1991, sendo que 0s
homens foram mais atingidos. Os registros revelam que, em 1991, a incidéncia era de
15,5 por 100.000 homens e de 11,5 por 100.000 mulheres. Em 1998, esta taxa cresceu
para 18,3 e 13,0 por 100.000 homens e mulheres, respectivamente (DESMOND e
SOONG, 2003). Este aumento da incidéncia de MC foi acompanhado pelo aumento da
mortalidade por esta neoplasia. Nos Estados Unidos, a incidéncia anual de MC é de 18
casos novos por 100 mil habitantes e corresponde a quinta e & sexta neoplasia mais
freqiente no homem e na mulher, respectivamente (JEMAL, et al., 2005). Em 1979, o
risco estimado durante a vida de um norte-americano caucasiano adquirir MC era em
torno de 1:250. Atualmente, este risco esta em torno de 1:64 (SCHAFFER, et al., 2004).

A incidéncia de MC na populacdo caucasiana tem aumentado em maiores
propor¢cdes que qualquer outro tipo de neoplasia maligna (LEE, 1992; ELWOOD, 1993;
GARLAND, GARLAND e GORHAM, 1993). Este aumento de incidéncia tem sido
atribuido basicamente a mudanca nos habitos das pessoas em relacdo a exposi¢ao
solar (SCOTTO, PITCHER e LEE, 1991). Mudancas no estilo de vida incluindo aumento

das recreacdes ao ar livre e tendéncia ao uso de menos vestimentas contribuiram
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significantemente ao aumento da incidéncia desta doenca (SWERDLOW, 1990;
THORN, et al., 1990).

No Brasil, similarmente aos outros paises, houve um aumento na incidéncia de
MC. Segundo os dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o sul do Brasil tem o
maior indice deste tumor e em 1999 apresentava 2,4 casos por 100.000 homens e 2,7
por 100.000 mulheres (BRASIL, 1999). Em um estudo feito entre 1978 e 1982, com
populagdes das cidades de Sao Paulo, Porto Alegre, Recife e Fortaleza, a incidéncia
variava de 1,3 a 4,0 por 100.000 pessoas (BRASIL, 1992).

Os dados do Ministério da Saude indicaram uma estimativa para 2008 de 2950
casos novos de MC em homens e 2970 casos novos em mulheres. As maiores taxas
estimadas encontram-se na regido sul (INCA, 2005). Esta variagao reflete incidéncia 13
vezes maior de MC na populacéo de pele clara se comparada com a populacéo de pele
negra (ELDER, 1995). Os dados do Ministério da Saude de 1996 indicam um nuamero
de 700 &bitos anuais causados por MC, o que corresponde a 0,7% dos 0Obitos anuais

causados por todos os tipos de cancer (FLECK, 1998).

2.3.2 Fatores de Risco

A etiologia do MC ainda nédo estd plenamente elucidada. Os varios fatores
relacionados ao desenvolvimento deste tumor sdo chamados fatores de risco (LEVER
e ELDER, 1997).

A exposicao solar, principalmente a exposi¢do intermitente e intensa, € o principal
fator de risco conhecido do MC e pode interagir com outros fatores de risco importantes

como o nevo (ARMSTRONG e KRICKER, 1993). A idade de inicio da exposicdo solar
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tem participacdo fundamental no risco do desenvolvimento da doenca. Desta forma,
individuos que se expdem ao sol desde a infancia tém uma chance maior de
desenvolver MC na idade adulta. Assim, hoje esta bem estabelecido que o nimero de
gueimaduras devido a exposicao solar na infancia e na adolescéncia esta associado ao
aparecimento de MC na idade adulta, o que torna a protecdo contra radiagdes solares
extremamente importantes nessa fase da vida (LIM e COOPER, 1999). E importante
ressaltar que, segundo o censo do Brasil de 2000, o numero de individuos entre 0 e 19
anos corresponde a 40,2% da populacéo total brasileira, sendo que 38,8% deles vivem
em areas urbanas (BRASIL, 2006).

Tragos fenotipicos como pele, cabelos e olhos claros, dificuldade em bronzear e
tendéncia a efélides identificam os individuos propensos ao desenvolvimento do MC
(CARLI, et al., 1999).

A presenca de nevos melanociticos também é considerada um fator de risco para
0 MC (SNELS, et al., 1999). Dentre as lesdes névicas descritas como associadas ou
precursoras do MC, destacam-se o Nevo Melanocitico Gigante Congénito, o Nevo
Spillus, o Nevo de Ota e, principalmente, o Nevo Displasico (SNELS, et al., 1999). A
presenca de nevos melanociticos também esta diretamente relacionada a exposigcéo
solar em idade jovem (criancas) (GARBE e EIGENTLER, 2007).

O nevo atipico ou displasico € um dos principais fatores independentes para o
risco aumentado de MC. Ele pode ocorrer em forma mudltipla e esta presente em
metade dos casos de MC sem histéria familiar, podendo também estar associado a
histéria familiar de MC, a chamada Sindrome do Nevo Displasico, onde a carga

genética do individuo parece participar na fisiopatogenia do MC (SNELS, et al., 1999).
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Cerca de 10% dos casos de MC possuem associacdo com a Sindrome familiar do
melanoma multiplo mole atipico (SLOMINSKI, et al., 2001).

Outra doenca na qual a genética exerce influéncia sobre a incidéncia de MC é o
xeroderma pigmentoso, doenca hereditaria autossémica recessiva caracterizada por
hipersensibilidade cutédnea e celular a radiagédo ultravioleta e deficiéncia no mecanismo
de reparacdo do DNA lesado pela radiagdo. As pessoas afetadas tém um risco de até
2.000 vezes maior de adquirir MC do que a populacdo em geral (SPATZ, et al., 2001).

Existe uma vasta literatura sobre a associagdo de exposicdo solar e o
desenvolvimento de melanoma (HOCKER e TSAO, 2007). Sendo assim, de grande
importancia sdo os dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INEP, Ministério da Ciéncia e Tecnologia), mostrando que Campo Grande-MS possui
um dos maiores indices de incidéncia raios ultravioletas-B no verdo, quando comparada

a outras cidades brasileiras (BRASIL, 2009).

2.3.3 Apresentacéo Clinica e Histopatoldgica

O MC é classificado, de acordo com sua morfologia clinica e histopatologica, em 4
grupos: Lentigo Maligno Melanoma (LMM), Melanoma Expansivo Superficial (MES),
Melanoma Nodular (MN) e Melanoma Lentiginoso Acral (MLA) (Lever e Elder, 1997). O
reconhecimento clinico destas lesdes, com exce¢do do melanoma nodular, pode ser
facilitado pela identificacdo de assimetria, irregularidade das bordas, variacdo de cor e
diametro maior que 6 mm. Tais aspectos sao ressaltados na regra do A, B, C, D, onde o0
A corresponde a assimetria; o B, ao contorno das bordas da leséo; o C, a cor; e 0 D, ao

didmetro (NACHBAR, et al., 1994).
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Em homens, os locais mais comuns de ocorréncia sao cabeca, pescoco e tronco,
engquanto nas mulheres o MC é mais frequente nos membros inferiores (VENEGAS, et
al., 1992).

De acordo com os patologistas, os critérios mais utilizados para o diagnéstico
histologico de lesdes melanociticas (malignas versus benignas) sdo 12: 1) tamanho, 2)
simetria, 3) delimitacdo lateral, 4) maturacdo, 5) disseminacdo pagetoide, 6)
necrose/ulceracao, 7) infiltrado inflamatorio, 8) sinais de regressao, 9) atipias celulares,
10) mitoses, 11) melanizacdo e 12) proliferacdo de células isoladas. (VERONESE e
MARQUES, 2004).

O LMM parece estar relacionado a intensidade do dano actinico, particularmente
em individuos de pele clara que vivem em clima tropical. Surge principalmente nas
areas expostas da cabeca e do pescoco, com predilecdo pela regido malar (COHEN,
1995). Este tipo de tumor é praticamente exclusivo da raca branca, com um leve
predominio do sexo feminino e surge apdés os 40 anos de idade, com um pico de
incidéncia na sétima e oitava década de vida (COHEN, 1995). Histopatologicamente,
existe um aumento no numero de melandcitos da camada basal da epiderme, e alguns
apresentam hipercromasia nuclear (coloracdo mais intensa do nucleo devido a maior
carga genética) e pleomorfismo (nucleos de formatos variados) (LEVER e ELDER,
1997). A epiderme geralmente estd4 adelgacada. Observa-se abundante degeneracéo
elastotica na derme, consequéncia do dano actinico. Em lesées mais avancgadas,
freqientemente sdo encontrados ninhos de melandcitos atipicos e migracdo pagetéide
(células atipicas envolvendo camadas da epiderme). O envolvimento de estruturas
anexais e pilosas também é frequente. Apenas 5% dos LMMs apresentardo um

crescimento vertical em sua evolucéo (LEVER e ELDER, 1997).
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O MES representa cerca de 70% dos casos de melanoma cutaneo e também
esta associado ao dano actinico. No tronco, é mais comum no sexo masculino e nos
membros inferiores, no sexo feminino. Tem como um dos primeiros sinais clinicos a
variacdo na cor, fato atribuido a presenca de melandcitos nas diferentes camadas da
epiderme, além de melanéfagos na derme (LEVER e ELDER, 1997). A assimetria e
irregularidade das bordas observadas ao exame clinico traduzem-se
histopatologicamente por um limite mal definido da tumoragdo, com células isoladas
mesclando-se imperceptivelmente a epiderme normal (HEASLEY, TODA e MIHM JR,
1996). Microscopicamente, as lesdes demostram melandcitos grandes e arredondados
(epitelidide) em um padrdo pagetoide em toda a extensdo da epiderme. A epiderme
geralmente esta espessada, diferentemente do LMM. Na derme, geralmente ha
melandfagos e um infiltrado linfocitario regular. O crescimento vertical na invasdo da
derme assemelha-se ao melanoma nodular (HEASLEY, TODA e MIHM JR, 1996).

O MLA surge a partir dos 50 anos de idade e é a forma mais comum em negros
e asiaticos. Acomete principalmente as palmas, plantas e regides subungueais. O sinal
de Hutchinson — pigmentac¢éo da prega subungueal — tem valor semiolégico importante.
O MLA néo é reconhecido somente pela sua localizagcdo caracteristica, mas também
pelo seu curto periodo de crescimento in situ antes de se tornar invasivo.
Histopatologicamente apresenta-se com ninhos de células melanociticas atipicas na
juncdo dermoepidérmica, sendo a epiderme normal ou hiperplasica. O quadro
histopatoldgico lembra muito o do LMM, exceto pela presenca da acantose irregular. As
células atipicas podem ter um formato fusiforme. Nota-se auséncia de elastose na

derme, diferentemente dos outros tipos de melanoma. A progressdao do tumor é
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semelhante a do melanoma nodular (LEVER e ELDER, 1997; BYERS e BHAWAN,
1998).

O MN é o segundo tipo de melanoma cutaneo mais frequente. Em geral,
encontram-se les6es maiores que 5 mm, com crescimento rapido, invadindo a derme
desde o principio. Clinicamente, o MN apresenta-se como uma lesdo exofitica,
papulosa ou nodular, onde a regra do A, B, C, D ndo se aplica. Sangramento e
ulceragédo sdo achados comuns. Venegas e colaboradores estudaram 101 casos de MC
em Porto Alegre. O tipo mais frequente foi o melanoma nodular, representado por
36,6% de todos os casos (VENEGAS, et al., 1992).

Existe um subtipo de MC chamado de melanoma desmoplasico, que
histopatologicamente é composto por células fusiformes. E uma variante incomum,
descrita primeiramente por Conley e colaboradores em 1971 (CONLEY, LATTES e
ORR, 1971). Ocorre mais comumente em pessoas idosas em areas de grande
exposicdo solar como a cabecga, pescoco e parte superior do torax, estando
frequentemente associado a dano actinico extenso (KUCHER, et al., 2004).
Clinicamente, as lesfes sédo despigmentadas e ndo aparentam agressividade, o que
pode causar problemas no diagnostico. Histologicamente, o0os melanomas
desmoplasicos sdo compostos por agrupamentos pouco circunscritos de células
fusiformes e hipercromaticas, presentes na derme, com um infiltrado de linfocitos.

Em geral, o diagnostico do MC se da através do exame dermatoscopico e é
confirmado pelo exame histopatolégico. Recomenda-se uma margem cirdrgica de
seguranca de, pelo menos, 1,0 e 2,0 cm em tumores menores e maiores que 2,0

milimetros de espessura, respectivamente (GARBE e EIGENTLER, 2007).
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Flgura 3 — Aspectos clinicos dos MC ALMM B: MES

C:MN: D:MLA.

Figura 4 — Aspectos histopatoldgicos dos MC. A: LMM

: B: MES; C: MN; D: MLA.
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2.3.4 Estagiamento

Um sistema de estagiamento para o MC, assim como para outras neoplasias
malignas, € importante porque proporciona: 1) nomenclatura de definicbes e termos
consistentes baseada no progndéstico; 2) uma maneira de agrupar oS pacientes em
grupos definidos em relagdo ao risco de metastase e sobrevida; 3) critérios que
proporcionam estratificacdo e para reportar resultados de estudos clinicos; 4) um
componente critico para comparar resultados de tratamentos entre diferentes centros e
5) uma poderosa ferramenta para decisao de opc¢des clinicas de tratamento (BALCH, et
al., 2003).

O atual sistema de estagiamento para o MC é apresentado nas tabelas 1 e 2, de

acordo com o “American Joint Comitee on Cancer” (AJCC) (BALCH, et al., 2009).



Tabela 1 — Estagiamento do Melanoma.

Classificagdo T

Tis

TI

T2

T3

T4

Classificacdo N

Espessura

NA

<1.0 mm

1.01 -2.0mm

2.01 -4.0 mm

>4.0 mm

No. De nédulos metastaticos

Ul ceracdo

NA

a: sem ulceracédo e mitoses <lmm?®
b: com ulceracéo ou mitoses ? 1mm?

a: sem ulceragdo
b: com ulceragéo

a: sem ulceragao
b: com ulceragéo

a: sem ulceragao
b: com ulceragéo

Massa nodular metastati ca

NO 0 NA
7 *
N1 1 n6dulo a: micrometastase
b: macrometastase
s *
N2 2 ou 3 nédulos a: micrometastase
b: macrometastase
c: metastase(s) em
transito(s)/satélite(s) sem nédulos
metastaticos
N3 4 ou mais nédulos metastaticos, ou nédulos
confluentes, ou metastases em transito)/satélites
com nédulos metastaticos
Classificacdo M Sitio LDH Sérico
MO Sem metastase a distancia NA
Mla Pele a distancia ou metastases nodais Normal
M 1b Metastases pulmonares Normal
M 1c Todas as outras metastases viscerais Normal
Qualquer metastase a distancia Elevado

Micrometastases sdo diagnosticadas depois do linfonodo sentinela.

Macrometéastases sdo definidas como metastases nodais clinicamente detectaveis confirmadas por

exame histopatolégico.

NA: ndo aplicavel.

Fonte: BALCH et al., 2009 p.6200
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Tabela 2 — Grupos de Estagio para Melanoma Cutaneo.

Estagiamento Clinico® Estagiamento Patoldgico”
T N M T N M
0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
1A Tla NO MO 1A Tla NO MO
1B Tlb NO MO 1B T1lb NO MO
T2a NO MO T2a NO MO
1A T2b NO MO 1A T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
1B T3b NO MO 1B T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
Ic T4b NO MO 1c T4b NO MO
] Qualquer T N > NO MO 1A T1-4a Nla MO
T1-4a N2a MO
1B T1-4b Nla MO
T1-4b N2a MO
T1l-4a N1b MO
T1l-4a N2b MO
T1-4a N2c MO
nc T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
T1-4b N2c MO
Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N M1 vV Qualquer T Qualquer N M1

a Estagiamento clinico inclui microestagiamento do melanoma priméario e avaliagdo clinica/radioloégica para metastases. Por
convencao, ela deve ser utilizada ap6s excisdo completa do melanoma priméario com avaliagéo clinica para metastases regionais e
a distancia.

Estagiamento patolégico inclui microestagiamento do melanoma primario e informacgéo patolégica sobre os linfonodos regionais
apos linfadenectomia parcial (ex. linfonodo sentinela) ou completa. Pacientes com estagiamento patolégico O ou Estagio IA sédo
excecdo; eles ndo necessitam de avaliacéo patolégica dos linfonodos.

Fonte: BALCH, BUZAID et al., 2009 p.6200
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As taxas de sobrevida em 15 anos para pacientes nos diferentes estagios foram
publicadas por Balch e colaboradores em 2009 (BALCH et al., 2009), e estédo

representadas na Figura 5.

Taxa de sobrevida

(proporgao)

1.0 =
03- w
0.8- s MRS
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0.64 ILA {n = 4,544)
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. . . . . . . .
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1.0
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0.7 4
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0.5+ ——
041 B =1
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0.2

WIC {n = 720}

0.1+

0 25 50 75 100 125 150 175 200

Sobrevida (anos)

n: nimero de pacientes da base de dados da AJCC de pacientes com melanoma, utilizado para calcular
as taxas de sobrevida.

Figura 5 - Curva de sobrevida do sistema de estagia mento de melanoma,

comparando doencga localizada (estagios | e Il) e me  tastases regionais (estagio Ill).
Fonte: BALCH et al., 2009 p.6201.
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O estagiamento do MC publicado em 2001 (BALCH, et al., 2000; BALCH, et al.,
2001) coloca a espessura de Breslow (espessura tumoral) como o0 mais importante
parametro para a subclassificacdo do tumor priméario. Outros parametros
histopatoldgicos importantes séo a presenca de ulceracao e, para tumores finos (menor
gue 1 milimetro de espessura), o nivel de invasdo de Clark. Os niveis de corte na
espessura tumoral sdo definidos como 1, 2 e 4 milimetros. A presenca de ulceracao
eleva o0 estagiamento em cada categoria de espessura tumoral. Isto também é valido
para os melanomas cutaneos finos com niveis de Clark IV e V. A nova versao do
estagiamento publicado por Balch e col. em 2009 (BALCH, et al., 2009) manteve esses
parametros como 0s principais indicadores prognosticos no MC.

O critério primario para a classificacdo do T é a espessura tumoral (medida em
mm) e a presenca ou ndo de ulceracdo (determinada histopatologicamente). A
espessura do melanoma tem sido o mais forte fator associado ao progndéstico do
paciente em virtualmente todos os estudos que analisam, através de investigacao de
regressao por COX, o prognéstico em pacientes de melanoma com estagio | e Il,
(BALCH, et al., 2003; BALCH, et al., 2009).

A ulceracdo tumoral é definida como a auséncia de epiderme intacta sobre a
maioria do melanoma primario ao exame microscopico. A frequéncia da presenca de
ulceragdo aumenta com a espessura tumoral. Além disto, ela ainda se correlaciona com
altas taxas mitoticas no melanoma primario (BALCH, et al., 2003). A ulceracédo significa
lesdo avancada localmente e é um fator progndéstico dominante para os estagios I, Il e

Il (BALCH, et al., 2009)



35

A contagem mitética foi recentemente incluida como um parametro para o
estagiamento do MC (BALCH, et al, 2009). A taxa mitética é avaliada
microscopicamente em mm?, sendo utilizada para categorizacdo do melanoma T1. Um
MC com taxa mitética! 1/mm? é categorizado como estagio T1b.

A metéstase microscépica € definida como metastase nodal ndo detectada por
exame clinico, enquanto que a metastase macroscopica é aquela determinada no
exame clinico e confirmada histopatologicamente (BALCH, et al., 2003).

O nivel de invasdo do melanoma na pele, definido pelo Dr. Wallace Clark, era
usado como um fator progndstico “gold standart” na década de 1960. O nivel | significa
melanoma in situ, ndo infiltrando através da camada basal. Nivel Il significa tumor
infiltrando a derme papilar; nivel Ill passando a derme papilar, mas ndo acometendo a
derme reticular. Nivel 1V significa tumor infiltrando a derme reticular e finalmente nivel
V, infiltrando o tecido subcutédneo (DE BRAUD, et al., 2003).

Uma critica consistente a esse meétodo € que ele ndo leva em conta as diferentes
espessuras de pele que existem nas diferentes partes do corpo. (Exemplo: pele do
dorso e pele da face) (BALCH, et al., 2000). Outro problema associado ao método de
Clark é a falta de uniformidade entre patologistas na interpretacdo dos varios niveis,
particularmente na distincdo dos niveis Il, Ill e IV (CLARK, et al., 1989; MASSI, et al.,
1999). Os limites histologicos entre a derme papilar e derme reticular sé&o
frequentemente de dificil visualizagdo, especialmente na pele danificada pelo sol
(VILMER, et al., 1996; MASSI, et al., 1999).

Tem sido demonstrado que ocorrem variacOes significativas na mensuracéo do
melanoma cutaneo e que o nivel de Clark é mais subjetivo que o indice de Breslow.

(COLLOBY, WEST e FLETCHER, 1991). Quando h& discrepancias entre a medida da
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espessura tumoral e o nivel de invasdo na pele, (exemplo: um melanoma fino com nivel
IV, ou um melanoma espesso com nivel lll), a espessura tumoral é mais fidedigna para
se predizer o prognostico do paciente (BALCH, et al., 2000). O exame do grau de
variacdo observacional do indice de Breslow e nivel de Clark mostra uma variacéo intra
e inter-observacional significativa, provavelmente devido a subjetividade da
interpretacdo da célula mais profunda do tumor (COLLOBY, WEST e FLETCHER, 1991;
VILMER, et al., 1996). Além disto, o indice de Breslow € mais reprodutivel que o indice
de Clark, ja que meétodos morfométricos sdo dotados de grande objetividade
(COLLOBY, WEST e FLETCHER, 1991; VILMER, et al., 1996).

Nos melanomas considerados finos (<1,0mm), o nivel de invasdo era
considerado um fator bastante preditivo da sobrevida no passado (BALCH, et al., 2003).
Porém, observou-se que a taxa mitotica e a ulceracdo sdo fatores mais pontentes para
predizer a sobrevida que o nivel de invasdo. Assim, o Comité de Estagiamento do
Melanoma recomenda que a taxa mitdtica substitua o nivel de Clark como critério
primério para definir estagio T1b no melanoma (BALCH, et al., 2009).

Metastases locorregionais compreendem metastases satélites, em transito e
para linfonodos regionais. Metastases satélites sdo definidas como o desenvolvimento
de nodulos metastaticos até 2 centimetros de distancia do tumor primario. Metastases
em transito desenvolvem-se na area da drenagem metastatica (linfaticos da pele ou do
tecido subcutaneo), antes da primeira cadeia linfonodal (LEITER, et al., 2004).

As metastases macro e microscopicas para linfonodos séo subclassificadas
diferentemente. Além disto, o nimero de linfonodos comprometidos também influencia
o estagiamento do tumor. Entretanto, o sistema de estagiamento € mais complicado

ainda, pois leva em conta a presenca ou ndo de ulceracao do tumor primario. Isto torna
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0 sistema de estagiamento um pouco confuso. Nos estudos do Registro de Melanoma
Alemé&o Central ndo houve confirmacéo de que a ulceracédo do tumor primario possui
impacto no prognostico no estagiamento de metastases locorregionais (EIGENTLER, et
al., 2004). O novo estagiamento do melanoma inclui a utilizacdo de imunohistoquimica
para a deteccdo de melanoma mestatatico para linfonodo. A imunohistoquimica € aceita
guando o diagnéstico de metastase € baseado na positividade para um dos marcadores
(HMBA45, Melan- A / MART 1) e quando a célula positiva tem caracteristicas
morfologicas malignas que podem ser observadas nos tecidos corados pela
imunohistoquimica (BALCH, et al. 2009). Além disto, células tumorais isoladas ou
depositos tumorais <0.1mm, que possuem os critérios morfologicos e
imunohistoquimicos para detec¢cdo do melanoma, devem ser classificados como N+
(BALCH, et al. 2009).

Trés subgrupos de metastases a distancia devem ser distinguidos: metastases
para pele e partes moles, metastases pulmonares e metastases para outras visceras. O
primeiro subgrupo possui melhor prognostico e o ultimo, o pior prognéstico (GARBE e
EIGENTLER, 2007; BALCH, et al., 2009). A presenca de valores de LDH nos primeiros
dois grupos eleva o estagiamento para o Ultimo subgrupo. Assim, pela primeira vez o
valor de um exame laboratorial foi introduzido no sistema de estagiamento do
melanoma (GARBE e EIGENTLER, 2007). As taxas de sobrevida em 10 anos para
pacientes com metastases para diferentes locais foram publicadas por Balch e

colaboradores em 2009 (BALCH et al., 2009), e estdo representadas na Figura 6.
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Figura 6 - Curva de sobrevida de 7635 pacientes com  melanoma mestastéatico

para sitios distantes (estagio IV) subagrupado por sitio da metastase a distancia.
Fonte: BALCH et al., 2009 p.6202.

Em pacientes com metastase a distancia, o(s) sitio(s) da(s) metastase(s) e os
niveis seéricos elevados de desidrogenase latica (LDH) sdo usados para delinear a
categoria M em trés grupos (Mla, M1b e Mlc), com a taxa de 1 ano de sobrevida
variando de 40-60% (BALCH, et al., 2001). Pacientes com metastase distante na pele,
tecido subcutaneo ou para linfonodos a distancia sdo categorizados como Mla quando
o LDH estd normal. Pacientes com metastase pulmonar e LDH normal séo
categorizados como M1b e tém um progndstico intermediario em termos de 1 ano de
sobrevida. Pacientes com metéstase para qualquer outra viscera ou qualquer paciente
com M1 e LDH anormal tém um progndstico relativamente pior e sdo categorizados
como M1c. Apesar disto, todos os pacientes com M1 possuem prognadstico reservado.

O nivel sérico de LDH foi incluido na classificacdo, apesar de ser incomum em

uma classificagdo de estagiamento levar-se em conta fatores séricos. Quando o nivel
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sérico de LDH esta acima do limite considerado normal no tempo do estagiamento do
paciente com metastase a distancia, ele é categorizado como M1lc independente do
local das metastases a distancia. As taxas de sobrevida em 10 anos para pacientes
com metastases a distancia, de acordo com a avaliacdo de LDH, foram publicadas por
Balch e colaboradores em 2009 (BALCH et al., 2009), e estdo representadas na

Figura 7.
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Figura 7 - Curva de sobrevida de pacientes com mela noma mestastatico para

sitios distantes (estagio 1V) subagrupado por nivei s séricos de LDH.
Fonte: BALCH et al., 2009 p.6202.

Como as diferencas de sobrevida entre as categorias M sdo pequenas, hdo ha

subgrupos para o estagio IV do melanoma.
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2.3.5 Fatores Prognésticos

2.3.5.1 Fatores Prognésticos Clinicos

O estagio clinico da doenga ao diagnostico é o fator progndstico mais importante
no MC (LEITER, et al., 2004). A taxa de sobrevida em 10 anos € de 71% para pacientes
nos estagios | e Il (AJCC), e entre 20-30% para pacientes no estagio 11l (BALCH, 1992).
Algumas variaveis tém sido identificadas como participantes na progressdo e no
comportamento biolégico do MC. Foi demonstrado que o sexo masculino apresenta pior
prognostico comparado ao feminino, com sobrevida em 5 anos de 83,5% para homens
e 90,5% para mulheres nos estagios | e Il, e 32,7% para homens e 43,7% para
mulheres nos estagios Il e IV. Pacientes da ragca branca possuem um melhor
prognoéstico comparado com pacientes da raca negra (CHANG, KARNELL e MENCK,
1998).

O melhor prognostico visto nas mulheres pode ser explicado pelo fato de os
tumores que expressam estradiol terem sido reportados como de melhor progndstico.
Sarti e colaboradores estudaram in vitro os efeitos do [-estradiol e tamoxifen nas
células de MC, e demonstraram que o [3-estradiol inibiu em 30% a proliferacdo celular
(SARTI, VISCONTI e CASTRUCCI, 2004).

Outra caracteristica clinica associada ao prognostico € o sitio anatdmico da leséo
priméaria. As localizagbes apontadas como desfavoraveis sdo cabeca, dorso, torax e
bracos. As regides com melhor progndstico sdo abdémen, membros inferiores e por¢ao
distal dos membros superiores (GARBE, et al., 1995). Leiter e colaboradores

levantaram a hipotese de que o comprimento da drenagem linfatica poderia ser
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responsavel pela diferenca no progndstico entre pacientes com melanoma primario de
diferentes localizagdes. O comprimento do trato linfatico e o nimero de linfonodos a
serem passados antes que o fluido linfatico alcancasse a circulacdo sanglinea no
angulo venoso do térax superior poderiam ser fatores decisivos para a defesa do
sistema imune do hospedeiro contra as células metastatizantes do tumor (LEITER, et

al., 2004).

2.3.5.2 Fatores Prognésticos Histopatoldgicos

Para tumores nos estagios | e Il, além do indice de Breslow, outros fatores tém
forte associagdo com o prognostico dos pacientes como a presenca de ulceracao,
intensidade da infiltrac&o linfocitaria, tipo histologico, regresséo tumoral, indice mitotico,
microssatelitose, tipo celular predominante, marcadores imunohistoquimicos e indices
morfométricos (GARRISON e NATHANSON, 1996).

Conforme citado anteriormente, a presenca de ulceracdo é definida como a
interrupcdo microscopica da superficie epitelial envolvida pelo tumor e tem sido descrita
como o melhor indicativo da probabilidade de envolvimento linfonodal (AHMED, 1997).
Estudos norte-americanos e australianos apontam para uma sobrevida de 50% em 10
anos na presenca de ulceragcao contra 75% em pacientes sem leséo ulcerada (AHMED,
1997). Um melanoma néo ulcerado T4a possui sobrevida de 71% em 5 anos. Ja em um
melanoma ulcerado T4b a sobrevida em 5 anos € de 53% (BALCH, et al. 2009). Apesar
de estar fortemente associada com a espessura do tumor, a ulceragcdo tem sido
relatada como um forte fator prognéstico independente nos estudos de analise de

multivariavel (BYERS e BHAWAN, 1998).
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A intensidade da resposta inflamatéria que € a resposta imunocelular do
hospedeiro contra o tumor também tem sido relatada como um fator progndstico
histopatologico independente (CLEMENTE, et al., 1996).

O tipo histolégico (LMM, MES, MN e MLA) parece ser um fator independente no
prognostico do melanoma. A sobrevida em 5 anos é de 91,6% no MES, 66,4% no MLA
e 64,6% no MN (CHANG, KARNELL e MENCK, 1998).

A regressédo tumoral ainda é um fator controverso entre os autores em relacao ao
seu valor prognostico (FONTAINE, et al.,, 2003). Histopatologicamente, a regressao
evolui de um infiltrado linfocitico na fase inicial para uma fase de cicatricial tardia.
Segundo Shaw e colaboradores, uma hipotese seria a de que a presenca de melanoma
metastatico para um linfonodo poderia estimular uma resposta imune resultando em
regressdo da lesdo priméaria (SHAW, MCCARTHY et al., 1989). Alguns trabalhos
confirmam o pior prognostico do paciente quando existe a regressdo (BLESSING e
MCLAREN, 1992), enquanto outros ndo confirmam estes resultados (FONTAINE, et al.,
2003).

Valor prognostico também tem sido atribuido a atividade mitotica. A sobrevida em
tumores sem mitoses chega a 90%, em contraste com sobrevida menor que 40% para
0s pacientes com nimero maior que 6 mitoses/mm?® O ndmero de mitoses também
esta associado a espessura tumoral (CLARK, et al., 1989). Em uma analise multifatorial
de 10.233 pacientes com MC localizado, a atividade mitotica foi 0 segundo fator mais
potente para predizer metastase, atras apenas da espessura tumoral (BALCH, et al.,
20009).

No MC, agregados de células tumorais na derme, tecido subcutaneo ou parede de

vasos nao contiguos e nitidamente separados da massa tumoral sdo denominados de
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microssatelitose (GERSHENWALD, BUZAID e ROSS, 1998). Os pacientes no estagio |
e Il com microssatelitose adquirem prognostico semelhante ao estagio |l
(GERSHENWALD, BUZAID e ROSS, 1998).

O predominio de células fusiformes foi relatado como indicador de melhor
prognostico (HEENAN, et al., 1991). Porém este resultado néo foi confirmado por outros
autores, provavelmente devido ao pleomorfismo encontrado em grande parte dos casos
(CLARK, et al., 1989; AHMED, 1997).

Os marcadores imunohistoquimicos sdo anticorpos direcionados contra antigenos
celulares presentes na membrana citoplasmatica, nas organelas, na membrana nuclear
ou em seu contetdo. Anticorpos para antigenos expressados durante fases de
proliferacdo celular como Antigeno Nuclear da Célula em Proliferacdo (PCNA) e MIB-1,
cujo alvo € o antigeno Ki-67, também expressado durante a mitose, tém apresentado
resultados conflitantes (REDDY, et al., 1995; BYERS e BHAWAN, 1998). O valor da
proteina p53 tem sido relatado. A proteina p53 exerce importante papel no controle da
proliferacdo celular, tendo sua expressdo aumentada durante a fase “S” da mitose.
Apesar de o aumento da expressdo da proteina p53 mutante estar associado ao
tamanho nuclear nos melanomas, sua correlagdo com o0 prognostico destes tumores
ainda néo foi bem estabelecida (HIEKEN, et al., 1999).

Na busca de novos e mais fidedignos indicadores de progndstico para o
melanoma, o estudo da morfometria nucleolar demonstrou grande correlacdo com o

prognostico nos melanomas cutaneos (BURNIER PEREIRA, et al., 2001).
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2.3.6 Metastases

A presenca de metastase € um sinal de mau progndstico para o paciente, e a
sobrevida apés o diagnéstico da metastase € usualmente limitada. A taxa de sobrevida
em 5 anos ap6s metastase para linfonodos é, em geral, de 20-50% (BALCH, 1992), e a
taxa em 2 anos apo0s metastases viscerais a distancia ¢ de apenas 1-2% (DE BRAUD,
et al., 2003). Pacientes com metastases cerebrais e/ou hepéticas raramente sobrevivem
mais que 6-8 meses apos o diagndstico (DE BRAUD, et al., 2003).

A metastase do MC pode ocorrer de trés maneiras: 1) metastases satélites ou em
transito, 2) metastase para linfonodos regionais ou 3) metastases a distancia

diretamente (Figura 8) (LEITER, et al., 2004).

Melanoma Primario

17-21% 28-31% 23-50%
Metastase Metastase
Satélite ou @ regional
em Transito linfonodal

o
| Metastase a distanagta

Figura 8 - Esquema representando as diversas possiv  eis vias de metastases do

MC e suas respectivas porcentagens de ocorréncia.
Fonte: Leiter, Meier et al., 2004.
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O periodo de ocorréncia das metastases ap6s o diagnoéstico do tumor primario
difere nos 3 tipos de metastase, pois a metastase a distancia direta ocorre em um
periodo maior (apés 24-25 meses) comparado a metastase direta para linfonodos
regionais (apdés 16-19 meses) e metastases em transito ou satélites (apds 17 meses)
(MEIER, et al., 2002).

Portanto, o periodo de dorméncia das ceélulas tumorais metastaticas parece ser
diferente para as metastases a distancia e as metastases loco-regionais, antes da
deteccao de crescimento tumoral. Até hoje, ainda ndo ha uma explicacdo razoavel para
o fendmeno da dorméncia das células tumorais e para esta diferenca no periodo entre
as metastases a distancia e as loco-regionais (LEITER, et al., 2004).

Metastases satélites, em transito e para linfonodos regionais, podem ser
resultantes do semeamento das ceélulas tumorais através de vasos linfaticos, enquanto
gue metastases a distancia podem ocorrer simultaneamente por semeamento através
de vasos hematogénicos. Esta hipotese € suportada por achados recentes indicando
uma regulacdo coordenada entre linfangiogénese e angiogénese de vasos sanguineos
na progressao do MC (SKOBE, et al., 2001).

Uma outra hipotese é a de que as metastases a distancia inicialmente viajam

através dos linfonodos, mas apenas uma pequena propor¢céo delas vai desenvolver-se

em metastases a distancia clinicamente aparentes (Figura 9) (LEITER, et al., 2004).
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Figura 9 - Esquema mostrando as hipéteses darelacd 0 entre o tumor primario e

as metastases para linfonodos regionais e a distanc  ia.
Fonte: Leiter, Meier et al., 2004.

As metastases a distancia de MC podem afetar virtualmente qualquer 6rgado ou
tecido. Os locais mais afetados séo: pele (13-38%), linfonodos a distancia (5-34%),
tecido subcutaneo a distancia (32%), pulméo (18-36%), figado (14-20%), sistema
nervoso central (2-20%), ossos (4-17%), trato gastrointestinal (1-8%), pleura (3%) e
adrenais (1-11%) (LEITER, et al., 2004).

Araujo e colaboradores estudaram 13 casos de metéstases cerebrais de MC em
Campinas. O intervalo de tempo entre o diagndstico do tumor primario e o
desenvolvimento das metastases foi de 6 a 60 meses, e a sobrevida média dos
pacientes ap0s a cirurgia foi de 14 meses (variando de 2 a 55 meses). (ARAUJO, et al.,

1997).
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Uma importante questdo € quando um exame de estagiamento deve ser rotina no
monitoramento e seguimento dos pacientes com MC. O monitoramento do MC é
considerado por alguns autores como controverso ja que, segundo eles, a maioria dos
pacientes com MC detecta a sua propria recorréncia (WEISS, et al., 1995; DICKER, et
al., 1999). Alguns destes trabalhos derivam de estudos retrospectivos pequenos onde
ndo houve um grande esforco para o monitoramento do MC (GARBE e EIGENTLER,
2007). Logicamente, se ndo ha um sistema para monitoramento do MC, os pacientes
irdo detectar as metastases por eles mesmos mais cedo ou mais tarde.

Garbe e colaboradores (GARBE, et al., 2003) realizaram um estudo prospectivo
de seguimento do MC empregando uma escala amplamente utilizada na Alemanha.
Exames de seguimento eram escalados a cada 3 meses durante os primeiros 5 anos e
a cada 6 meses do quinto ao décimo ano. O exame fisico era acompanhado de exames
de sangue e, uma vez ao ano, exames de imagem eram planejados. Dois mil pacientes
nos estadios | a Ill entraram no estudo. Os mais importantes resultados indicaram que
83% de todas as recorréncias foram detectadas durante estes exames de seguimento
e, em apenas 17% dos casos, 0 paciente se queixava de algo que poderia ser uma
recorréncia do tumor. Aproximadamente 50% de todas as recorréncias foram
detectadas em uma fase tdo precoce que a remocao cirurgica completa foi possivel. A
deteccao de recorréncia em uma fase precoce foi associada com sobrevida prolongada
significativa (GARBE, et al., 2003). Isto indica que a detecg¢é&o precoce das recorréncias
e conseqliente remocdao cirdrgica € muito importante na vigilancia do MC. Escalas de
seguimento deveriam ser otimizadas para melhora a deteccao precoce de recorréncias.
A andlise deste estudo prospectivo também demonstrou que esta escala pode ser

reduzida em sua intensidade. Pacientes com tumores com espessura < 1 milimetro
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parecem nado precisar exames técnicos e o exame fisico pode ser realizado a cada 6
meses. Em pacientes com MC com espessura > 1 milimetro, deve-se realizar ultrassom
do linfonodo e marcador soroldgico para proteina S100. Para pacientes com estagio I,

uma escala mais intensa é recomendada (Tabela 3).

Tabela 3 — Recomendacbes para seguimento dos pacien tes com MC:

Exame Exame Linfonodo do Exames de Exames de
Estagio ® fisico 1-5 fisico 6-10 ultrassom 1- imagem b1- sangue ° 1-10
anos anos 10 anos 10 anos anos
I: <1 mm em espessura 6 12 Nenhum Nenhum Nenhum
I+Il: >1 mm em espessura 3 6 6 Nenhum 6
I 3 6 3-6 6 3-6
v Individual

% estagiamento | e Il inclui tumores primarios, estagio lll compreende metastases em transito ou para
nédulos regionais.

®: ultrassom abdominal e RX de tdrax, ou tomografias.

¢ Lactato desidrogenase (LDH), fosfatase alcalina e proteina S-100.

Obs: O intervalo dos exames de seguimento estdo em meses.

Fonte: GARBE, et al., 2003

E obrigatorio um exame clinico completo com especial atencdo a palpacdo das
cadeias linfonodais suspeitas. Exames laboratoriais como hemograma, transaminases,
fosfatase alcalina s&o inespecificos, porem dosagem de LDH possui indicacdo por estar
relacionada com o prognostico. Além disso, recomenda-se radiografia de térax
[Tomografia Computadorizada (TC) de preferéncia] em todos o0s pacientes;
Ressonéncia Magnética (RNM) de créanio e ultrassom (US) e TC abdominal nos
pacientes com linfonodos histopatologicamente acometidos, de acordo com o protocolo
da instituicdo (MACHADO, et al., 2004).

A frequéncia das avaliagbes clinicas e acompanhamento para pacientes com

estadio Il e lll ainda ndo estdo bem estabelecidos, porém, segundo o protocolo da



49

Universidade Federal de Minas Gerais (MACHADO, et al., 2004), é sugerido o seguinte
cronograma:
* 1°ano: 2/2 meses.
e 2°ano: 3/3 meses.
e 4°e 5°anos: 6/6 meses.
* 5%a0 10° ano: anual
* A partir do 10° ano: alta

Se a espessura do tumor for menor que 1 mm néo precisa ser acompanhado por
mais de 12 a 24 meses. E pacientes com lesdes < 0,6mm ndo necessitam de
acompanhamento. Todos os pacientes com MC e parentes de primeiro grau devem ser

acompanhados por dermatologistas com dermatoscopias periodicas.

2.4 Melanoma Inhibitory Activity (MIA)

O crescimento e expansdo das células tumorais, incluindo o melanoma, sdo
modulados por uma rede complexa de fatores de crescimento que regula a proliferagéo
e a interacdo célula-matriz através de uma variedade de diversas vias de transducgéo de
sinais. Blesch et al. (BLESCH, et al., 1994) purificaram uma proteina que eles
denominaram MIA (do inglés Melanoma Inhibitory Activity), que é secretada por células
do melanoma e que permite a inibicdo do crescimento das células do melanoma in vitro.
Bosserhoff et al. (BOSSERHOFF, HEIN et al., 1996) clonaram o gen responsavel pela
formacédo do MIA e descreveram a sua organizacdo gendmica. O gen compreende 4

exons e codifica 0 aminoacido-131 preprolipeptideo com uma sequéncia peptidea de
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secrecao residual-24. Os autores identificaram o sitio do gen que inicia a transcricdo e
estudaram as caracteristicas de expressdo do gen promotor em células de melanoma
humano, células epiteliais e células indiferenciadas. Eles demonstraram através de
analise por Northern blot que o gen MIA estava expresso em todas as linhagens de
melanoma testadas e ndo era expresso em fibroblastos ou linhagens de células
epiteliais (BOSSERHOFF, et al., 1996).

Em tecidos ndo neoplasicos, o MIA é fortemente expresso em condrocitos. Isto
explica a alta expressdo de MIA em mulheres gravidas devido ao crescimento da
cartilagem do feto, assim como em criangas e adolescentes até os 17 anos de idade
(BOSSERHOFF, KUSTER e HEIN, 2004).

Em neoplasias, a expressédo de MIA foi detectadas em MC, em condrossarcomas
e em menor frequéncia em diversos tipos de adenocarcinomas incluindo de mama e
cblon (BOSSERHOFF e BUETTNER, 2002).

Koehler e col (KOEHLER, et al., 1996), através da hibridizacdo in situ por
fluorescéncia, mapearam o gen MIA no cromossomo 19g13.32-q13.33.

Varios estudos de diferentes laboratorios avaliaram o MIA como um marcador
altamente sensivel e especifico, clinicamente Gtil para seguimento e monitoramento de
terapia em pacientes com melanoma (BOSSERHOFF e BUETTNER, 2002;
MATSUSHITA, et al., 2002). Diferentemente de outros marcadores tumorais, a elevagéo
repetida dos niveis seéricos de MIA pode predizer a presenca de metastases
clinicamente ndo detectaveis (ocultas) em pacientes que ja operaram de melanoma
(MATSUSHITA, et al., 2002).

Em outro estudo, Bosserhoff e col. (BOSSERHOFF, et al., 1997) estabeleceram

como resultado positivo nivel de MIA acima do nivel de 97 percentil (6,5ng/ml)
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determinado através de 72 controles normais. Os niveis de MIA em pacientes com
melanoma metastatico foram significantemente acima do nivel de 97 percentil (6,5
ng/ml) (BOSSERHOFF, et al., 1997) .

Em um ensaio clinico cego e multicéntrico, Bosserhoff e col. (BOSSERHOFF, et
al., 2000) analisaram os niveis séricos de MIA por ELISA em 259 pacientes com
metastase de melanoma, em estagios Il e IV. Os niveis de MIA foram elevados em
ambos os grupos e diminuiram significantemente apos a cirurgia. Os niveis de MIA
aumentaram subsequentemente em 29 dos 34 pacientes que tiveram rapida progressao
da doenca e diminuiram em 5 pacientes que responderam a imunoquimioterapia
(BOSSERHOFF, et al., 2000).

Vucetic e col. compararam os niveis séricos de MIA em 2 grupos de pacientes
com MC, pacientes com e sem doenca metastatica para linfonodo sentinela.
Compararam ainda estes niveis séricos com 2 grupos controles, pacientes com nevos
displasicos e pacientes com carcinoma basocelular. Os niveis de MIA em pacientes
com metastase para linfonodo sentinela foram significantemente maior que dos
pacientes sem metastase e dos 2 grupos controles. Os autores concluiram que a
medicao dos niveis séricos de MIA € um teste ideal para rastreamento de metastase em
linfonodo sentinela (VUCETIC, et al., 2008).

Hoffman e col. avaliaram o0s niveis séricos de MIA em 1079 pacientes
consecutivos com melanoma em estagios | e Il. Destes, 137 tiveram metastase e a
sensibilidade do MIA foi de 67.6% em pacientes em estagio | e 65,6% em pacientes em
estagio Il. A especificidade foi de 76,9% e 66,7% para pacientes em estagio | e II,

respectivamente. (HOFMANN, et al., 2009).
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As principais aplicagbes de marcadores tumorais sdo0 o0 monitoramento de
resposta a terapia e deteccdo precoce de doenca recorrente no seguimento dos
pacientes. Niveis sangliineos de varias substancias, incluindo a proteina S-100 e MIA,
tém demonstrado estarem aumentados em estagios avancados de MC. Entretanto,
atualmente, muitas destas substancias ndo tém papel na prética clinica de rotina,
enquanto que marcadores convencionais como LDH e proteina C-reativa ainda sao
importantes pela sua disponibilidade e sensitividade, especialmente apds o
desenvolvimento de metastases (MATSUSHITA, et al., 2002).

Tas e col. (TAS, et al., 2004) compararam 0s niveis séricos de MIA e S-100 em
48 pacientes com MC em diferentes estagios de doenca. A sensibilidade do MIA foi
maior em pacientes com extensa doenca metastatica e em pacientes ndo responsivos a
guimioterapia. Estes autores concluiram que o MIA foi mais sensivel e possui maior
potencial como marcador progndstico que o S-100.

Bosserhoff e col. também compararam MIA e S-100 como marcadores tumorais
para MC. Os autores demonstraram que o MIA possui especificidade comparada ao S-
100 como marcador sérico para melanoma sistemicamente avancado. Entretanto, um
aumento no nivel sério de MIA representa um parametro significativamente mais
sensivel quando comparado com os valores de S-100 em todos os estagios do
melanoma (BOSSERHOFF, et al., 1997).

Faries e col. compararam 3 marcadores séricos em pacientes com melanoma
estadio Ill: MIA, TA901C e S100B. Os soros de 75 pacientes foram colhidos antes do
inicio da imunoterapia e em outros 6, tempos apds o inicio da terapia. Uma analise
multivariada regressiva dos resultados revelou que o MIA foi fator independente que

previu sobrevida quando os valores aumentavam em 4-6 meses apos inicio da terapia,
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enquanto que o TA901C foi fator que previu sobrevida quando este aumento se dava
entre 2 semanas e 3 meses. Na coorte de pior progndstico, os valores de MIA e S1003
aumentaram progressivamente. Os autores concluiram que MIA e TA901C foram
complementares, e que a elevacdo dos niveis destes marcadores aumentou em
pacientes que desenvolveram metastase (FARIES, et al., 2007).

J4 Garbe e col. compararam MIA, S1008, LDH, fosfatase alcalina e
tirosinase/MART-1 em 296 pacientes com estagio clinico Il e Ill sem metastases
clinicas. Durante o experimento, 46 pacientes desenvolveram metastase. A
sensibilidade para deteccdo de novas metastases foram 29% para S1008, 22% para
MIA, 2% para LDH e 17% para fosfatase alcalina. A acuracia diagnostica foi melhor no
MIA (86%) e S100B (84%), enquanto que na fosfatase alcalina foi de 79% e no LDH
77%. Os autores concluiram que os niveis de S1008 e MIA demonstraram uma maior
sensibilidade, especificidade e acuridcia no diagnéstico de novas metéstases
comparado com os outros marcadores tumorais (GARBE, et al., 2003).

Baseados em alguns estudos prévios, 0os niveis séricos de MIA possuem
aplicagdes clinicas como estadiamento de lesbes primarias de melanoma, deteccao da
progressdo de doenca localizada para doenca metastatica e monitoramento de terapia
em casos avangados.

Evidéncias obtidas através de experimentos in vitro e in vivo indicaram que o MIA
possui um papel funcional importante nos mecanismos de metastase e invasado do
melanoma (BOSSERHOFF e BUETTNER, 2002). Recentemente, tem sido sugerido
gue a expressao de MIA promove a progressdao do melanoma através da inducdo de
outros gens melanoma-associados (POSER, et al., 2004). Outros dados, também

recentes, descrevem a interacdo direta da proteina MIA com receptores de adesdo
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celular integrina a4f31 e integrina a5f1 e moléculas de matriz extracelular. Por modular
a atividade das moléculas de integrinas, a proteina MIA medeia o “desprendimento” das
células do melanoma das estruturas ao seu redor, resultando em aumento no potencial
de invasdo e migracao das células do melanoma (SCHMIDT e BOSSERHOFF, 2009).

Em continuidade a sua pesquisa, Schmidt e Bosserhoff mostraram que ap6s a
ligacdo da proteina MIA com a integrina a5B1, ela é internalizada na célula junto com
um receptor de adesédo celular. Este mecanismo permite a célula tumoral a migragéo
em uma direcdo definida, propiciando a metastase. O tratamento de células de
melanoma com inibidores de pkc inibe fortemente a internalizacdo da proteina MIA, o
gue poderia ser uma estratégia de tratamento do melanoma, para diminuir a formacao
de metastases (SCHMIDT e BOSSERHOFF, 2009). Além disto, foi demonstrada
também a interacdo de MIA e caderina 7, uma molécula de adeséo celular classica, que
esta muito menos expressa em células de melanoma metastatica que nas primarias, o
gue infere a interferéncia destas duas proteinas no mecanismo de migracao das células
do melanoma. (WINKLMEIER et al., 2009).

Como foi exposto anteriormente, a proteina MIA é expressa em outros tipos de
tumores. Assim, Sasahira e col. (SASAHIRA, et al., 2008) estudaram a expressao de
MIA em 62 carcinomas epidermodides da cavidade oral. Eles concluiram que a
expressdo de MIA esta significantemente associada a presenca de metastase para
linfonodos. Alguns genes relacionados ao MIA foram estudados em carcinoma
hepatocelular e, preliminarmente, parecem estar relacionados com o potencial

metastatico desta neoplasia (HELLERBRAND, et al., 2008).
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Diante do exposto, desenvolvemos um estudo clinico com o objetivo de
determinar se 0s niveis séricos de MIA s&o aplicaveis na pratica clinica do seguimento

dos pacientes com MC.



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o teste sanguineo ELISA-MIA em pacientes com MC do Estado do Mato

Grosso do Sul.

3.2 ESPECIFICOS

Comparar os niveis séricos de MIA entre pacientes com e sem metastase e/ou
recidiva de MC.

Comparar os niveis séricos de MIA entre pacientes com MC e com pessoas sem
MC.

Avaliar a viabilidade de execuc¢éo do teste MIA em pacientes com MC no Estado

do Mato Grosso do Sul.



4 METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa / CEP / Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, sob o protocolo N° 1038 (Anexo). Trata-se de um

estudo observacional transversal.

4.1 SELECAO DOS PACIENTES E DO GRUPO CONTROLE

Todos os pacientes diagnosticados de MC pelo exame histopatoldgico no LAC —
Laboratorio de Anatomia Patolégica e Citopatologia, entre o periodo de abril de 2008 e
outubro de 2009, foram convidados a participar do projeto de pesquisa. Pacientes com
o diagnostico de MC provenientes do Ambulatério de Dermatologia do Hospital
Universitario da UFMS, que possuiam acompanhamento regular, também foram
selecionados. Critérios de inclusdo: estar em acompanhamento com seu médico (clinico
ou cirurgido) na cidade de Campo Grande — MS.

Todos os pacientes foram averiguados pelos seus respectivos médicos para a
presenca ou ndo de doenca metastéatica, de acordo com o protocolo de seguimento de
melanoma que inclui: exame fisico completo e exames de imagens ou laboratoriais
guando pertinentes (MACHADO et al. 2004).

Quinze médicos (dermatologistas, oncologistas clinicos e cirdrgicos e cirurgides
gerais) da cidade de Campo Grande — MS foram contatados e esclarecidos sobre a
pesquisa. Seus pacientes com MC metastatico em acompanhamento e/ou tratamento

foram convidados a participar do estudo.
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O grupo controle consistiu de voluntarios sadios sem diagnéstico de MC,
funcionarios do LAC — Laboratério de Anatomia Patologica e Citopatologia.

Apobs contato por telefone com os pacientes que aceitavam participar da pesquisa,
foi agendado um dia e horario para comparecimento ao LAC — Laboratério de Anatomia
Patologica, onde era apresentado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e solicitada a assinatura do mesmo pelo voluntario. Para o0s pacientes
impossibilitados de locomocdo, a apresentacdo do TCLE foi realizada em local de
melhor conveniéncia ao voluntario, bem como a coleta de sangue.

Os pacientes foram rotulados com numeros cardinais consecutivos de acordo com
a coleta.

Todas as laminas histopatologicas onde o diagnéstico de MC foi feito foram

revisadas por um patologista (pesquisador principal) para confirmacéo diagnoéstica.

4.2 ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES

O acompanhamento dos pacientes foi realizado de acordo com o estadiamento
dos mesmos com, pelo menos, 3 visitas ao ano, com excec¢ao dos pacientes em estagio
| com melanomas menores que 1 mm de espessura, seguindo o protocolo previamente

estabelecido na literatura (Tabela 4):
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Tabela 4 — Recomendacgdes para seguimento dos pacien tes com MC:

Estagio Exame Linfonodo do Exames de Exames de
fisico ultrassom imagem b sangue ©

I: <1 mm em espessura 6 Nenhum Nenhum Nenhum

I+1l: >1 mm em espessura 3 6 Nenhum 6

Il 3 3-6 6 3-6

v Individual

Obs: O intervalo dos exames de seguimento esta em meses.

& estagiamento | e Il inclui tumores primarios, estagio Ill compreende metastases em transito ou para
nédulos regionais.

> ultrassom abdominal e RX de térax, ou tomografias.

°: Lactato desidrogenase (LDH), fosfatase alcalina e proteina S-100.

Fonte: GARBE, et al., 2003

4.3 COLETA DE SANGUE

As amostras de sangue foram obtidas por venopunc¢éo de 10 ml de sangue em um
tubo estéril contendo heparina-litio (BD, Brasil), em temperatura ambiente, por um
profissional habilitado para tal procedimento. As amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 90,000 ver/min (Omega, Labor line, Brasil). O soro foi removido e injetado em
outro tubo estéril (ependorf, BD, Brasil), previamente rotulado com o numero do
respectivo paciente. A quantidade de plasma coletado variou de coleta para coleta,
porém nédo foi menor que dois tubos e ndo foi maior que quatro tubos de ependorf. As
amostras de soro foram armazenadas em um freezer a menos 20°C no Departamento
de Farméacia do Hospital Universitario da UFMS para serem analisadas em grupos.

Foi realizada somente uma coleta de cada paciente.
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4.4 MENSURACAO DOS NIVEIS SERICOS DE MIA

A mensuracdo dos niveis séricos de MIA foi feita por meio do kit de ensaio
disponivel comercialmente (Roche, MIA-ELISA). Os niveis de MIA séricos foram
determinados por ensaios de ELISA (Boehringer, Mannheim, Alemanha). O responsavel
pela analise laboratorial ndo tinha informacdes clinicas do paciente.

A realizacdo da reacdo foi feita no Laboratério do Departamento de Farmacia e

Bioguimica — Laboratorio de Imunologia da UFMS.

4.4.1 Teste de ELISA do MIA

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para quantificar o nivel sérico de
MIA (MIA-Elisa, Roche, Mannheim, Alemanha). O ensaio ELISA foi realizado conforme
descrito no manual do fabricante. Brevemente, foram utilizados 2 anticorpos
monoclonais, direcionados contra o terminal NH2 (clone 2F7) conjugado a horseradish
peroxidase e contra a regido terminal COOH (clone 1A12) conjugado a biotina,
respectivamente. Dez microlitros do soro ou do padrdo (Roche, incluido no ELISA-MIA,
MIA purificado recombinante derivado de células ovarianas de hamster chinés
transfectado) foram incubados com 200 pl do reagente, contendo os 2 anticorpos, em
uma placa de 96 aros, revestida por estreptavidina, por 45 minutos, com movimentacgao.
Apoés 3 lavagens com tampao de lavagem (Roche, parte do kit ELISA-MIA, 200 ul de
2.2 azino-de-(3-etilbenzo-tiazolsulfonato), Roche) foram incubados nos aros por 30

minutos e medidos colorimetricamente a 504 nm. Utilizando-se de concentracdes
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padrdes indicadas, foram medidos os sinais lineares a concentragdes de MIA entre 0,1
ng/ml e 50 ng/ml. A reprodutibilidade deste ELISA foi demonstrada previamente

(BOSSERHOFF, et al., 1997).

Figura 10 — Kit MIA ELISA em sua embalagem original

Cada kit MIA-Elisa custou R$2800,00 (comprados diretamente da empresa

Roche) e em condi¢Ges ideais realiza, aproximadamente, 90 testes.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise estatistica com teste Student-Newman-Keuls entre os dados
obtidos nos pacientes com metastase, sem metastase e pacientes saudaveis.
Os dados foram coletados e analisados com ajuda de computador e programas

Microsoft Excel e SPSS 11.0 para Windows.
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4.6 ORCAMENTO FINANCEIRO

A Fundacédo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do
Estado do Mato Grosso do Sul (FUNDECT), através do edital Chamada
MS/CNPg/Fundect 04/2007 — SAUDE, financiou a compra de todos os Kits MIA-Elisa,

MIA-Elisa, Roche, Mannheim, Alemanha.



5 RESULTADOS

Todos os pacientes com MC que foram contatados aceitaram participar da
pesquisa. Porém, dois pacientes que foram diagnosticados de MC no Laboratério LAC
nao puderam ser contatados.

Todos os pacientes, com metastase ou ndo, se dirigiram ao Laboratério LAC para
a coleta de sangue, ndo havendo nenhum problema relacionado a coleta.

Ao total, houve 15 pacientes com MC sem metastase (grupo 1) e 10 pacientes
com MC com metastase (grupo 2). Foram ainda coletadas amostras sangiineas de
cinco pessoas sadias (grupo controle).

Todos os pacientes do grupo 2 possuiam metastase comprovada por exames
clincos e/ou radiologicos, sendo que apenas 4 dos 10 pacientes estavam em
tratamento quimioterapico no momento da coleta. Nenhum paciente do grupo 1 estava
em tratamento quimiotergpico. Cinco pacientes com metastases tiveram ressec¢ao
cirdrgica da metastase, porém possuiam algum foco de metastase comprovada no
momento da coleta de sangue.

Os dados clinicos de todos os pacientes e do grupo controle, bem como os niveis

séricos do MIA estdo resumidos na Tabela 5.



Tabela 5 — Dados clinicos e niveis séricos de MIAn  0s pacientes e no grupo
controle:

Nﬂmgro do Idade Sexo Presgnga de Em r_egime Qe Nivel sérico de
paciente metastase quimioterapia MIA (ng/ml)
1 41 M S S 12
2 47 M N - 11,1
3 52 M S N >30
4 55 M S N >30
5 60 M S N >30
6 39 M S S 17,6
7 52 M N - 8,4
8 28 F N - 8,7
9 48 M S N 18,8
10 80 F N - 7,1
11 65 F N - 6,4
12 69 F N - 7.9
13 55 M N - 5,4
14 60 M N - 6,1
15 46 M N - 8,6
16 65 F N - 6,2
17 55 M S N >30
18 64 F N - 8,1
19 67 F N - 3,9
20 57 M S S 5,8
21 59 F S S 7.9
22 70 M N - 6,4
23 61 F S >30
24 76 M N - 4,3
25 68 F N - 3,5

Controles
A 66 M 4,0
B 32 M 51
C 31 F 6,4
D 48 F 4,1
E 24 F 8,6

Sublinhado: grupo 2 (com metastase).
N&o sublinhado: grupo 1 (sem metastase).
Controle: voluntéarios sadios sem MC.
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O grupo 1 foi composto de oito pessoas do sexo feminino e sete do sexo
masculino. O grupo 2 foi composto por duas pessoas do sexo feminino e oito do sexo
masculino. O grupo controle foi composto por trés pessoas do sexo feminino e duas do
sexo masculino. A média de idade do grupo 1 foi de 60,3 anos, variando de 28 a 80
anos. A média de idade do grupo 2 foi de 60,8 anos, variando de 39 a 59 anos. Estes

dados estao resumidos na Tabela 6.

Tabela 6 — Descricdo dos dados clinicos de todos os participantes, quanto ao
sexo e idade.

Grupos Sexo Fem Sexo Masc Idade minima-méaxima
(média)
Grupo 1 (n=15) 8 7 28-80 (60,8)
Grupo 2 (n=10) 2 8 39-59 (52,7)
Grupo controle (n=5) 3 2 24-66 (40,2)

Todos os pacientes com MC eram da raga branca. No grupo controle, os
voluntarios letras A e B eram da raca amarela, C e D da raca branca e E da raca negra
(Vide Tabela 8).

Os niveis séricos de MIA do grupo 1 variaram de 3,5 ng/ml a 11,1 ng/ml, com
média de 6,78 ng/ml; do grupo 2 variaram de 5,8 ng/ml a 30,0 ng/ml com média de
21,21 ng/ml. Os niveis séricos do grupo controle variaram de 4,0 ng/ml a 8,6 ng/ml, com

média de 5,64 ng/ml. Estes dados estdo resumidos na Tabela 7.



Tabela 7 — Estatistica
grupos.

descritiva dos
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valores séric os de MIA (ng/ml) para os

Grupos Mediana Média + desvio Minimo Maximo
padréao
Grupo 1 6,4 6,8+2,1 3,5 11,1
Grupo 2 24,4 21,2+10,0 5,8 30,0
Grupo controle
51 56+1,9 4,0 8,6

Comparando os valores séricos de MIA entre 0s grupos sem e com metastase

(grupos 1 e 2), pelo teste de Student-Newman-Keuls, houve uma diferenca estatistica

significativa (p=0.002).

Comparando os valores séricos de MIA entre 0s grupos com metastase e o grupo

controle (grupos 2 e controle), pelo teste de Student-Newman-Keuls, houve uma

diferenca estatistica significativa (p=0.002).

Comparando os valores séricos de MIA entre 0s grupos sem metastase e o grupo

controle (grupos 1 e controle), pelo teste de Student-Newman-Keuls, ndo houve uma

diferenca estatistica significativa (p=0.443).



67

40—

Nivel
sérico de¢
MIA 20—

(ng/ml)
10—

0 I I !
Controle Com metastase Sem metéastase

Figura 11 — Mediana e quartis dos valores de MIA, segundo os grupos. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre o gr upo controle e o grupo sem
metéastase ( p=0,443). Houve diferenca estatisticamente significa  tiva entre o grupo
controle e o grupo com metastase ( p=0,002) e o grupo sem metastase e 0 grupo
com metastase ( p=0,002).

No grupo controle, houve diferencas entre os niveis séricos de MIA entre as racas
(Tabela 8), sendo que o voluntario da Raca Negra (letra E) teve maiores niveis séricos

de MIA que os demais.

Tabela 8 — Descricdo dos dados do grupo controle qu  anto ao nivel de MIA e raca:

Nivel sérico de MIA

Controle (ng/ml) Raca
A 4,0 Amarela
B 51 Amarela
C 6,4 Branca
D 41 Branca
E 8,6 Negra

Cada amostra foi realizada em triplicata, e no total, somando-se os testes

preliminares, foram utilizados 3 kits MIA-Elisa.



6 DISCUSSAO

Neste estudo, encontramos diferencas significativas entre os niveis séricos de MIA
entre pacientes com e sem metastase, porém nao houve diferenca entre pacientes sem
metastase e 0s voluntarios sem MC (grupo controle). Por contato prévio com um dos
principais pesquisadores sobre o assunto, Dra Bosserhoff, sabemos que o0s niveis
séricos de MIA estdo sendo utilizados de forma rotineira em pacientes com MC em
hospitais da Alemanha e Estados Unidos, entre outros paises. Ao nosso conhecimento,
este & o primeiro estudo brasileiro sobre os niveis séricos de MIA em pacientes com
MC.

A principal aplicacdo dos marcadores tumorais € 0 monitoramento da resposta a
terapia e deteccdo precoce de recorréncia e/ou metastase no acompanhamento dos
pacientes (MATSUSHITA, et al., 2002).

Atualmente, em geral a sobrevida em 10 anos de pacientes com melanoma
metastastico é pobre, menor que 10%, independente da modalidade de tratamento.
(BHATIA, et al., 2009). Porém, hoje, novas modalidades de tratamento estdo surgindo
com resultados mais promissores, como a bioimunoquimioterapia (GONZALEZ, et al.,
2009). Além disto, alguns estudos mostram que a detecgéo de recorréncia em uma fase
precoce parece estar associada com sobrevida prolongada significativa (GARBE, et al.,
2003). Isto indica que a deteccdo precoce das recorréncias e consequente remocao
cirirgica € muito importante na vigilancia do MC. Sendo assim, talvez o inicio precoce
de um tratamento adjuvante em pacientes com recidiva e/ou metastase poderia
aumentar a sobrevida destes pacientes e os marcadores séricos seriam fundamentais

para isto. Além disto, o custo do tratamento do MC em estagios avancados € muito
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maior que o dos estagios iniciais. Souza e col. (SOUZA, et al., 2009) avaliaram o custo
do tratamento do MC no Estado de S&o Paulo e demonstraram que 0s estagios inciais
(O, I e 1l) da doenca compreendem aproximadamente 4,2% (SUS) e 1,3% (convénios)
do custo total, e os estagios Il e IV consomem 95,8% (SUS) e 98,7% (convénios) do
custo total.

O nivel sérico de PSA (prostate specific antigen) € um marcador tumoral
amplamente utilizado para rastreamento e seguimento dos pacientes com cancer de
prostata (TOLEDANO, et al., 2008). Porém, diferentemente do cancer de proOstata, o
diagndstico definitivo do MC geralmente se da apos a retirada total do tumor. Sendo
assim, a avaliacdo sérica do MIA pré-retirado do tumor pode ndo ser possivel em
muitos casos. Porém, a medida do MIA pos-retirada do MC, assim como foi feito no
presente trabalho, pode ter grande importancia para a deteccdo da presenca de
metéstases assim como para 0 acompanhamento destes pacientes a longo prazo para
monitorar possivel recorréncia (BOSSERHOFF, et al., 1997). Além disto, pode ocorrer
gue o MIA ndo sirva como um teste de rastreamento para 0 MC e sim como um
marcador altamente sensivel e especifico, clinicamente atil para seguimento e
monitoramento de terapia em pacientes com MC (BOSSERHOFF e BUETTNER, 2002;
MATSUSHITA, et al., 2002), além de predizer a presenca de metastases ocultas em
pacientes que ja operaram de MC (MATSUSHITA, et al., 2002).

No presente estudo, encontramos uma diferenca estatistica significativa nos niveis
séricos de MIA entre pacientes com e sem doenga metastatica. Bosserhoff e col.
também encontraram diferencas estatisticas significantes entre estes 2 grupos
(BOSSERHOFF, et al., 1997). Neste mesmo trabalho, de 350 pacientes sem doenca

metastatica, havia 32 com niveis elevados de MIA. Destes 32, 16 desenvolveram
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metéstases clinicas logo apos a colheita do sangue. Porém, nenhum dos outros
pacientes sem niveis elevados de MIA desenvolveram metastase clinica. Isto
demonstra a grande especificidade do teste MIA para a deteccdo de metastase. No
nosso estudo, encontramos apenas 1 paciente sem metastase (numero 2) que
apresentou niveis de MIA maior que 9 (11,1ng/ml).

Um aumento da proteina MIA sérica durante o acompanhamento de um paciente
com melanoma € um marcador de grande impacto para predizer uma progressao da
doenca (BOSSERHOFF, et al., 1997). Matsushita e col. corroboram que niveis séricos
elevados de MIA em exames repetidos pode predizer a presenca de metéstases
clinicas ocultas (MATSUSHITA, et al., 2002). Apesar de todos o0s pacientes com
metastase do nosso estudo apresentarem metéstases clinicas (e ndo ocultas), nossos
resultados foram condizentes com a literatura mostrando niveis séricos de MIA
significantemente maiores em pacientes com que nos pacientes sem metastase.

No presente estudo, dos 10 pacientes com metastase, observamos baixos niveis
séricos de MIA em 2 (pacientes 23 e 24), ambos em tratamento quimioterdpico no
momento da coleta. Mihlbauer e col. (MUHLBAUER, et al.,, 1999) também
demonstraram niveis seéricos menores de MIA em pacientes com tratamento
guimioterapico e relacionaram isto a diminuicdo do numero de células malignas
sistémicas nestes pacientes. Sendo assim, a medicdo repetida dos niveis séricos de
MIA em pacientes metastéaticos pode indicar melhor ou pior resposta terapéutica.

Borssehoff e col. (BOSSERHOFF, et al.,, 1999) demonstraram que o MIA é
fortemente expresso e secretado por células de melanoma e em baixos niveis por
alguns nevos melanociticos, porém ndo € secretado por melandcitos normais da pele

(BOSSERHOFF, 2005). Um dos voluntarios sadios (grupo controle) era da raca negra e
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apresentou niveis de MIA sérico maior (8,6) que 0s outros voluntarios que eram brancos
e amarelos (4,0 — 6,4). Assim, postulamos que sao necessarios outros estudos mais
especificos para estabelecer os niveis séricos de MIA em pacientes negros. Felizmente,
a presenca de MC em pacientes da raca negra é incomum (KABIGTING, et al., 2009).

Além do MIA, existem outros marcadores tumorais para MC como S-100 e LDH.
Alguns estudos mostram que o MIA revelou ter maior sensibilidade e um potencial
prognoéstico melhor que o S-100 (SCHMITZ, BRENNER et al., 2000; LOPPIN, et al.,
2007). A maioria dos trabalhos faz a medicdo do S-100 por ensaios imunoradiométricos
(TAS, et al.,, 2004), ou ensaios imunoluminescentes (FARIES, et al., 2007) ou PCR
(GARBE, et al., 2003). Sabemos que o teste Elisa é realizado rotineiramente em
diversos laboratorios clinicos do pais e do Estado do Mato Grosso do Sul, pois sua
aplicacéo clinica € muito ampla, ndo sé no ramo da oncologia, mas principalmente para
doencas infecto-contagiosas (FIGUEIRO-FILHO, et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2008).
J4 o PCR e outros tipos de ensaio podem ser mais especializados e talvez com
dificuldade um pouco maior para serem realizados, dependendo do local.

No presente experimento, ndo houve dificuldades técnicas quanto a realizacdo do
teste ELISA-MIA. Todas as amostras foram avaliadas em 3 ocasifes distintas e néo
houve diferencas entre as medidas.

O teste ELISA-MIA é vendido comercialmente pela empresa Roche®, e facilmente
adquirido. O condicionamento do kit é feito em ambiente refrigerado (5-10°C) e pode ser
armazenado em qualquer refrigerador comum, conforme especificacdo do fabricante,
por até 1 ano e 6 meses. O custo do Kit de ELISA-MIA é de R$ 2.850,00, com
capacidade para 96 testes, sendo o custo unitario por cada avaliacdo menos de R$

30,00. Porém, devemos acrescentar o custo dos materiais da coleta sangiiinea como
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seringas, agulhas, tubos de ensaio, ependorf, etc. Para facilitar a execucédo do trabalho
e realizar o maximo de testes com cada kit, as amostras foram agrupadas e realizadas
em conjunto. Para armazenamento do soro antes da realizagédo do teste, foi necessario
um freezer de -20°C, gentiimente cedido pelo Departamento de Patologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude/UFMS.

Porém, caso este teste seja incorporado a rotina do acompanhamento dos
pacientes com MC, ele pode ser realizado com amostra Unica, assim como outros
testes Elisa, o que pode encarecer o custo do teste.

O nosso projeto foi realizado em triplicata, além de testes preliminares para testar
o kit, 0 que aumentou os custos do exame de cada amostra. Porém, se realizado em
grupos de diversas amostras, o custo de cada teste em relacdo ao kit sairia em torno de
R$ 30,00 por amostra (cotagdo realizada em agosto/2008). Porém, deve-se somar a
isto o custo de outros materiais de consumo para a colheita de sangue e
armazenamento do soro. Sendo assim, o teste MIA-Elisa mostrou ser um teste com

custo viavel a ser realizado na rotina dos pacientes com MC.



7 CONCLUSAO

1) Houve diferenca estatistica significante entre os niveis séricos de MIA em
pacientes com e sem metéstase.

2) Nao houve diferenca estatistica significante entre os pacientes sem metastase
e individuos sadios (grupo controle), porém houve diferenca estatistica significante
entre pacientes com metastase e individuos sadios.

3) O teste MIA é de facil execucdo, com custo viavel, e pode ser realizado em

pacientes com MC no Estado do Mato Grosso do Sul.
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