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“A va presuncao de se conhecer tudo, sé pode possuir como base, 0 hunca compreender
nada... Pois qualquer individuo que tenha experimentado, pelo menos uma vez, o
entendimento perfeito de um Unico objeto [e possa haver, realmente, experimentado como o
conhecimento é atingido...] saberia reconhecer que existe uma infinidade de outras
verdades sobre as quais ele nada compreende”.
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“Os homens sempre precisam estar pesquisando, sempre aprendendo; contudo, hd um
infinito além.”
ELLEN G. WHITE

Mensagens Escolhidas



A Deus,
autor e consumador

de todas as coisas.



A0 meu esposo, Everton,
pelo amor, compreenséo, carinho e

incentivo durante esses anos.

A minha mae, Maria Elena
(in memoriam),
por ter-me ensinado a

fazer as escolhas certas.

A minha familia e amigos,
todos muito importantes

em minha vida.



AGRADECIMENTOS

- Ao Prof. Dr. Oly Campos Corleta, pela orientacéo, sugestfes e incentivo
durante a confeccdo dessa dissertacao;

- Ao Prof. Dr. Renato Luiz Amaral, pelos ensinamentos, oportunidades e
incentivo ao longo de minha formacao académica e de minha vida profissional;

- Ao Prof. Dr. Luis Rohde, coordenador deste PPG, pela paciéncia e
incentivo a concluséo desse trabalho;

- Ao Prof. Dr. Luis Fernando Rivero, pela disposicdo e valiosas
orientagdes nas avaliagGes histoldgicas e imunoistoquimicas;

- Ao Dr. Gerson Junqueira Jr., pelas oportunidades profissionais e por
ceder casos a essa pesquisa;

- Ao Dr. Geraldo Geyer, do Laboratério Geyer, pela prontiddo em fornecer
material para a pesquisa;

- A Dra. Mbnica Blaya Azevedo, do Laboratério Anat-Pat, por colaborar
com o material para a pesquisa;

- Ao Prof. Dr. Roque Furian, do Laboratorio de Patologia da ISCMPA,
pela grande colaboracédo na identificacdo e separacdo de casos;

- A Sra. Estela Maris Araripe, secretaria do Programa de Pds-Graduag&o
em Medicina — Cirurgia da UFRGS, pela ateng&o e solicitude sempre demonstrados;

- A Sra. Flavia Giustti, técnica em imunoistoquimica, funcionéria do
Servico de Patologia do HCPA, pela dedicacéo, rapidez e eficiéncia na realizacdo das

rea¢Oes imunoistoquimicas;

VI



- A Sra. Zeli Fogaca Pacheco, funcionaria do Servico de Patologia do
HCPA, pela atencéo e disposi¢do na busca dos blocos de parafina;

- A FIPE, Fundo de Incentivo & pesquisa e Eventos, pelo auxilio

financeiro na aquisi¢do do material para as reagcdes imunoistoquimicas;

- A Sra. Vania Naomi Hirakata, estatistica, pelas orientagdes estatisticas;

- A Profe. Luciana Damiani, pela padronizacdo do texto em lingua
portuguesa;

- A Sra. Fatima, da Coordenadoria de Informacdes em Sadde da Secretaria
de Saude do Estado do Rio Grande do Sul, pela presteza no fornecimento de dados;

- As Sras. Jacira e S6nia, do SAMIS-HCPA, pelo apoio na coleta de dados;

- Ao colega Fabio Jung, pelo auxilio na versdao em lingua inglesa;

- A todos que de uma forma ou outra contribuiram para a realizagdo

desse trabalho.

VIl



SUMARIO

1 - AGRADECIMENTOS Vi
2 - SUMARIO VI
3 - LISTA DE ABREVIATURAS X
4 - LISTA DE TABELAS XII.
5— LISTA DE FIGURAS XIV
6 — LISTA DE ANEXOS XV
7 - INTRODUCAO 1
8 - ARTIGO

8.1-TITULO 9
8.2 - RESUMO 10
8.3 - INTRODUCAO 11
8.4 - PALAVRAS CHAVE 12
8.5 - PACIENTES E METODOS 13
8.6 - RESULTADOS 17
8.7 - DISCUSSAO 20
8.8 - CONCLUSAO 27
8.9 - AGRADECIMENTOS 28
8.10 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 29
8.11 - TABELAS 35
8.12 - FIGURAS 39
9 - REVISAO DE LITERATURA 44
10 —- TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA 64

VIl



11 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

12 - ANEXOS

66

73



LISTA DE ABREVIATURAS

AJCC: American Joint Committee on Cancer; (Comité Americano de Cancer)
ATP: adenosine triphosphate; (trifosfato de adenosina);

BANS: back, arms, neck and scalp; (dorso, bracos, cabeca e pescoco);

BCL-2: familia de genes envolvidos com a apoptose;

Bcl-2: proto-oncogene relacionado com a inibi¢do da apoptose;

bcl-2: proteina resultante da transcri¢do do gene;

BCNU: Carmustina;

DAB: 3,3’-diaminobenzedine;

DNA: Deoxyribonucleic acid; (acido desoxirribonucléico);

DTIC: Dacarbazina;

FDA: Food and Drug Administration; (Administracdo de alimentos e medicacgdes);
HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre;

HMYV: Hospital Moinhos de Vento;

HSR: Hospital Santa Rita;

ISCMPA: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre;

KDa: KiloDalton; QuiloDalton;

MC: Melanoma Cutaneo;

PBS: phosphate-buffered saline; (solucdo salina tamponada com fosfato);
PCR: polimerase chain reaction; (reacdo da polimerase em cadeia);

PUVA: Psoralen e radiacéo ultravioleta A;

SCDI: Severe combined immunodeficient; imunodeficiéncia combinada grave;



SNC: Sistema nervoso central,

TANS: trunk, arms, neck and sclap; (tronco, bragos, cabeca e pescogo);

TNM: Tumor, Node and Metastasis; (Tumor, linfonodos e metastases);

UAB-SMU: Base de dados da Universidade do Alabama e da Unidade de Melanoma de
Sydney; (University of Alabama at Birmingham — Sydney Melanoma Unit);

UV: radiacdo ultravioleta;

UVA: radiacdo ultravioleta A;

UVB: radiag&o ultravioleta B.

Xl



LISTA DE TABELAS

1-TABELAS DO TRABALHO:

1.1 — Tabela I: Classificacdo modificada da microespessura de tumor (Breslow), em mm,
segundo AJCC.

1.2 — Tabela I1: Classificacdo do grau de invasdo do MC nas camadas da pele (Clark).

1.3 — Tabela I11: Estadiamento TNM (Tumor, Node and Metastasis) — AJCC utilizado até
2001 para MC.

1.4 — Tabela 1V: Estadiamento TNM-AJCC utilizado a partir de 2002 para Melanoma
Cuténeo.

1.5 — Tabela V: Classificagao dos tipos e dermato-helioses segundo Fitzpatrick.

2 —-TABELASDO ARTIGO:

2.1 — Tabela I: Grau de positividade e intensidade da reacdo imunoistoquimica a proteina
bcl-2 em metastases de melanoma cuténeo.

2.2 — Tabela I1: Presenca da proteina bcl-2 entre os vivos, e entre os com lesdo metastatica
sugerida por imagem e ndo ressecada ao final do estudo. A porcentagem, na coluna bcl-
2 positivo e metéastase ndo ressecada, refere-se ao nimero total de pacientes vivos ao
final do estudo com bcl-2 positivo.

2.3 — Tabela IlI: teste qui-quadrado para a presenca da proteina bcl-2 nos trés tipos de
metastases (x°=1,34; P=0,510).

2.4 — Tabela IV: Analise Univariada de Cox das metastases linfonodais em relacéo a sexo,

idade e presenga da proteina bcl-2.

Xl



2.5 — Tabela V: Analise Univariada de Cox das metéstases subcutaneas em relacéo a sexo,
idade e presenga da proteina bcl-2.

2.6 — Tabela VI: Analise univariada de Cox das metastases viscerais em relacdo a sexo,
idade e presenga da proteina bcl-2.

2.7 — Tabela VII: Anélise Multivariada de Cox das metastases subcutaneas em relagdo a

sexo, idade e presenca da proteina bcl-2.

X1l



LISTA DE FIGURAS

1 - Figura I: Fotomicrografia de metastase linfonodal de MC apresentando reacéao
intensa apds coloracdo com a proteina bcl-2 (a coloracdo marrom escura e com padrédo
granular reflete a presenca do pigmento melanina) (200x).

2 - Figura I1: Fotomicrografia de metéstase linfonodal de MC exibindo reagéo fraca
a proteina bcl-2 (presenca de melanéfagos — macrofagos que fagocitaram melanina)
(200x).

3 - Figura Il1: Fotomicrografia de reacdo negativa a proteina bcl-2 em metastase
linfonodal de MC (200x).

4 - Figura IV: Fotomicrografia de metéstase subcutdnea de MC apresentando
expressao forte da proteina bcl-2 (200x).

5 - Figura V: Fotomicrografia de metastase subcutanea de MC exibindo coloracdo
fraca da proteina bcl-2 (presenca de melanina) (200x).

6 - Figura VI: Fotomicrografia de reacdo negativa a proteina bcl-2 em metastase
subcutanea de MC (200x).

7 - Figura VII: Fotomicrografia de metastase visceral de MC exibindo coloracdo
intensa da proteina bcl-2 (200x).

8 - Figura VIII: Fotomicrografia de metéstase visceral de MC apresentando reacao
fraca a proteina bcl-2 (200x).

9 - Figura IX: Fotomicrografia de reacdo negativa a proteina bcl-2 em metastase

visceral de MC (200x).

X1V



LISTA DE ANEXOS

1. Anexo 1: Protocolo de coleta de dados.

2. Anexo 2: Aprovagéo pelo Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

XV



INTRODUCAO

O cancer de pele € a neoplasia maligna mais frequente em humanos. O
melanoma cutaneo (MC) representa cerca de 3% de todas as neoplasias de pele, porém é
responsavel por cerca de 79% das mortes por cancer de pele (1). Origina-se nos
melandcitos da pele, as células produtoras do pigmento melanina. Essas células
localizam-se na camada basal da epiderme e emitem numerosos prolongamentos entre
as camadas superiores da pele (2). O melanoma geralmente ocorre na superficie
cutanea (melanoma cutaneo), ainda que outros tecidos, incluindo superficies mucosas
(oral, anogenital e esofagica), meninges e globo ocular possam também apresentar essa
neoplasia (3).

A incidéncia do MC tem aumentado significativamente nos ultimos anos.
Nos Estados Unidos, de 1973 a 2000, sua incidéncia cresceu de 5,7 para 14,3 casos por
100.000 habitantes. J& a mortalidade no mesmo periodo sofreu um acréscimo de 44%,
elevando-se de 1,6 para 2,3 6bitos em cada 100.000 habitantes. Estima-se que em 2007
serdo diagnosticados aproximadamente 59.940 novos casos e que cerca de 8.110
pessoas morrerdo por melanoma, neste ano, naquele pais . O gasto estimado é de cerca
de U$ 740 milhdes, anualmente (1). No Brasil, no periodo de 1978 a 1982, a incidéncia,
obtida a partir dos Registros de Cancer de Base Populacional de Sdo Paulo, Porto
Alegre, Recife e Fortaleza, variou de 1,3 a 4,0 casos por 100.000 habitantes. Tendo-se
em conta o sub-registro, comum em nosso pais, € licito supor que essa taxa esteja
subestimada. Para 2006, estdo previstos 2.710 casos novos em homens e 3.050

casos novos em mulheres, segundo as Estimativas de Incidéncia de Céncer no
Brasil. As maiores taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se na regiao

Sul (4).



O MC apresenta um aumento gradativo de incidéncia a partir dos dez
anos de idade até a quinta década de vida. Por acometer principalmente pacientes
jovens, que se encontram no periodo mais produtivo de suas vidas, 0 MC torna-se uma
doenca de grande repercussdo socioeconémica. Fenotipo caucasiano (pele clara, olhos
claros e cabelos loiros ou ruivos), presenca de maultiplos tumores benignos de pele
(nevos), histdria familiar e exposicdo solar excessiva - principalmente em pacientes
com historia de queimaduras solares - sdo considerados fatores de risco para 0 MC (5).

Apesar dos grandes avanc¢os em conhecimento do MC nos ultimos anos,
a cirurgia ainda permanece como base do tratamento do tumor inicial e das lesdes
metastaticas (6, 7 e 8).

O principal determinante do progndstico do melanoma maligno é a extensdo da
doenca no momento do diagnoéstico (7). No melanoma em fase inicial tém grande valor
a espessura do tumor (nivel de Breslow), o tipo histoldgico, a presenca de ulceragdo ou
de regressao, o género, a localizacdo do tumor e o nivel histoldgico de invasdo da pele
(nivel de Clarck) (Tabelas I e 1I). Sabe-se que esses fatores relacionados ao melanoma
primario perdem grandemente seu valor prognéstico ap6s o diagnostico da primeira
metastase, seja ela linfonodal regional ou ndo. A mortalidade é alta nos pacientes com
tumores considerados avancados (Tabela Il e 1V). A sobrevida em cinco anos para 0s
estagios Il e 1V é de 13% e 2% respectivamente. Pacientes com a doenca em estagio
IV tém um pior progndstico, com uma média de sobrevida, apds a primeira metastase

detectada, de 6,0 a 7,5 meses (8).

Tabela I: Classificacdo modificada da microespessura de tumor (Breslow), em mm, segundo

AJCC (American Joint Committee on Cancer).



Até 2001 A partir de 2002

Até 0,75 Até 1,00
0,76 21,50 1,01a2,00
1,51a4,00 2,01a4,00

Maior que 4,0 Maior que 4,00

Tabela II: Classifica¢do do grau de invasdo do Melanoma Cutaneo nas camadas da pele (Clark).

NIVEL LOCALIZACAO

| MELANOMA CUTANEO *“in situ”
I INVADE A DERME PAPILAR
Il INVADE A TRANSICAO ENTRE A DERME PAPILAR E

RETICULAR
\Y) INVADE A DERME RETICULAR
\% INVADE O TECIDO CELULAR SUBCUTANEO

Tabela Il11: Estadiamento TNM (Tumor, Node and Metastasis) — AJCC utilizado até 2001 para

Melanoma Cutaneo.

Classificacdo TNM — AJCC ate 2001

Tumor primario

pTX N&o h& como avaliar o tumor primario

pTO Sem evidéncia de tumor primario

pTis Melanoma in situ — Clark |

pT1l < ou =a0,75mm de espessura e/ou Clark 11

pT2 0,76 a 1,50 mm e/ou Clark 111

pT3 1,51 a 4,00 mm e/ou Clark IV

pT4 > do que 4,00 mm e/ou Clark V e/ou satelitoses a 2 cm do tumor primario
Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase linfonodal regional

N1 Até trés centimetros de maior didmetro

N2 Mais de trés centimetros de maior diametro e/ou metastase em transito
Metastases a distancia

MX Metéstases a distancia ndo podem ser avaliadas

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Presenca de metastase a distancia
Estadiamento por grupos

Estagio 0 pTis NO MO

Estégio | PT1 NO MO
PT2 NO MO

Estagioll  PT3 NO MO
PT4 NO MO

Estagio Il Qualquer pT N1 MO
Qualquer pT N2 MO
Qualquer pT Qualquer N M1




Tabela IV: Estadiamento TNM — AJCC utilizado a partir de 2002 para Melanoma Cutaneo.

T ESPESSURA ULCERACAO

T1 Até 1,0 mm a: auséncia de ulceragdo e nivel 11/111
b: com ulceracgéo ou nivel IV/V
T2 1,01 -2,00 mm a: auséncia de ulceragéo
b: com ulceracgéo
T3 2,01 -4,00 mm a: auséncia de ulceragéo
b: com ulceragéo
T4 maior do que 4,00 mm a: auséncia de ulceragéo
b: com ulceragéo
N No. LNS METASTATICOS INFILTRACAO TUMORAL DO LN
N1 Um linfonodo a: micrometastase *
b: macrometastase **
N2 Dois a trés linfonodos a: micrometastase *

b: macrometastase **
c: Metastases em transito/ Satelitoses/
sem metastases linfonodais

N3 Quatro ou  mais linfonodos

metastaticos, ou linfonodos

confluentes, ou MTX em transito /

satelitoses com linfonodos

metastaticos
M1  LOCALIZACAO LDH SERICO
Mla MTX cutanea, subcutdnea ou Normal

linfonodal a distancia
M1lb  Metastase em pulméo Normal
Mlc MTX em outras visceras Normal

Qualquer metastase a distancia Elevado

ESTADIAMENTO CLINICO *** ESTADIAMENTO
PATOLOGICO****

0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
IA Tla NO MO IA Tla NO MO
IB T1b NO MO IB T1b NO MO

T2a NO MO T2a NO MO
HA T2b NO MO HA T2b NO MO

T3a NO MO T3a NO MO
1B T3b NO MO 1B T3b NO MO

T4a NO MO T4a NO MO
lC T4b NO MO lC T4b NO MO
Il qqT N1 MO Il

N2 MO
N3 MO
A A T1-4a Nla MO
T1-4 a N2a MO

1B 1HIB T1-4b N1la MO




T1-4D NZ2a MO

Tl-4a Nilb MO
Tl-4a N2b MO
Tl-4ab N2c MO
nc Inc Tl-4b Nib MO
Tl-4b N2b MO
qq T N3 MO
IV qqT _ qgN qgM1 \Y qqT___ ggN__ QgM1

* Micrometastases sdo diagnosticadas apds pesquisa de linfonodo sentinela ou linfadenectomia
eletiva.

** Macrometastases sdo definidas como metastases em linfonodo clinicamente detectavel
confirmados por linfadenectomia terapéutica ou por metastase em linfonodo com extensao extracapsular
macroscopica.

*** Estadiamento clinico inclui microestadiamento do melanoma primario e avaliagdo clinica e
radiolégica das metastases. Por convencdo, deve ser usado apds completa excisdo do melanoma primario
com avaliacdo clinica das metastases regionais e a distancia.

**** Estadiamento patoldgico inclui microestadiamento do melanoma primario e informacdes
patoldgicas a respeito dos linfonodos regionais ap6s linfadenectomia parcial ou completa. Pacientes com
estagio patoldgico 0 ou IA séo a excecdo; eles ndo requerem avaliagdo patoldgica de seus linfonodos.

Acredita-se que o sitio da metdstase seja um importante fator
prognostico no melanoma cutdneo estagio IV. As metastases de melanoma séo
divididas em viscerais e ndo-viscerais (pele, tecido celular subcutaneo, masculo ou
linfonodos distantes). Os pacientes com metastases ndo-viscerais geralmente tém maior
sobrevida do que os com metastases viscerais, com ou sem nao-viscerais associadas
(média de sobrevida de oito meses versus trés meses; sobrevida em um ano de 46%
versus 18% respectivamente) (9).

Outros fatores prognosticos importantes, no estagio 1V, sdo o nimero de
sitios metastaticos e a duracdo do intervalo livre de doenga (10). Sabe-se que pacientes
com mais de um sitio metastatico tém uma sobrevida menor. Além disso, a sobrevida
também varia conforme a localizagdo do sitio metastatico. Pacientes com metastases
subcutaneas Unicas, ou multiplas apresentam melhor sobrevida que aqueles com uma
Unica metéastase visceral. O intervalo livre de doenca é outro fator importante em todos
0s estagios, visto que a sobrevida tende a ser maior naqueles pacientes com maior

intervalo entre o tumor primario e a metastase e entre metastases (5 e 11). Existem



também numerosos marcadores moleculares e biologicos com relevancia clinica em
estudo, alguns dos quais refinardo as atuais varidveis clinicas e patoldgicas que
predizem o prognostico e o padrdo de metastases. Entre eles, estd o estudo do Bcl-2 em
melanoma primario e metastatico (12). Nesse estudo utilizaremos a expressdao BCL-2
para designar a familia de genes denominada BCL-2; Bcl-2 quando nos referirmos ao
gene e bcl-2 para identificar a proteina oriunda do gene.

O gene Bcl-2 é um proto-oncogene responsavel pela expressdo de uma
proteina 26-KDa, localizada na mitocondria, reticulo endoplasméatico e membrana
nuclear, que inibe a morte celular programada (apoptose). Ele tem sido identificado no
pancreas (&cinos e células das ilhotas), mama (células epiteliais horménio-
dependentes), tiredide, prdstata, trato gastrointestinal (células epiteliais das criptas),
neurdnios especializados, tecido linfatico (células B) e pele (melandcitos e células da
camada basal) (12 e 13). A translocagdo 14:18 (g32;921) em linfoma folicular de
células B leva ao aumento da expressao de bcl-2, embora essa alteracdo genética ndo
tenha sido identificada em outros tecidos que expressam bcl-2 (12). Por seu efeito anti-
apoptdtico, o Bcl-2 tem sido alvo de vérios estudos nos Gltimos anos. Desses, muitos
tém relatado altos niveis da proteina bcl-2 em melandcitos normais na pele. Melanomas
primarios mostram imunopositividade a proteina bcl-2, mas em menor proporcdo que
nas lesdes benignas, enquanto lesbes metastaticas mostram menor expressdo ainda.
Conclui-se que, durante o processo de progressdo maligna, ha a substituicdo da acdo
antiapoptética do Bcl-2 por outras caracteristicas autdbnomas de desenvolvimento.
Grover et al. estudando 42 metéstases linfonodais regionais de melanoma cutaneo por
citometria de fluxo, verificaram que a expressao de bcl-2 € um fator de pior progndstico
independente na determinacdo da sobrevida. Sabe-se que isso também € verdade em

tumores de pulm&o ndo-pequenas células e em neuroblastomas (14).



Sugere-se que a citada manutengdo da expressdo do Bcl-2 em metastases
linfonodais regionais de MC deva explicar o pior prognostico delas. A causa para a
expressdao anormal de bcl-2 no melanoma é, até o momento, desconhecida. O
mecanismo classico de aumento da expressao (translocacdo do cromossomo 14:18) nao
tem sido detectado em melanomas primarios ou metastaticos (14).

A maioria dos tratamentos oncoldgicos ndo-cirurgicos (quimioterapia e
radioterapia), baseia-se na inducdo da apoptose, levando a destruicdo das células
neoplasicas. Uma maior expressdo de bcl-2 (inibidor da apoptose) causaria uma maior
resisténcia dessas lesdes a esses tipos de tratamento, o que poderia explicar a resisténcia
observada em melanomas cutaneos aos tratamentos quimioterapicos convencionais (14,
15,16 e 17).

Apesar de que a maioria dos melanomas cutaneos primarios com
espessura menor que 0,76 mm esta relacionada a um bom progndstico, varios estudos
tém mostrado que 5 a 22% dessas lesbes podem formar metastases e matar. Ao
contrério, hd& um grupo de pacientes com melanomas cutdneos primarios espessos
(maiores do que 3,6 mm) que apresentam uma longa sobrevida (mais de 10 anos). Essa
controvérsia podera ser mais bem esclarecida pelo estudo dos marcadores bioldgicos e
moleculares dessas lesdes, entre eles o Bcl-2 (18).

Com base nas controvérsias encontradas na literatura sobre a expressao
de bcl-2, desenvolvemos o presente estudo que tem por objetivo avaliar a expresséo
imunoistoquimica da proteina bcl-2 em metastases linfonodais regionais, subcutaneas e
viscerais de MC e relacionar essa expressdo com a sobrevida, no intuito de verificar se
ha ou ndo correlagdo entre a manutencdo da expressdo dessa proteina e um pior

progndéstico. Esse estudo sera encaminhado para publicacdo no Applied Cancer



Research, e foi escrito com base nas diretrizes de apresentacdo de trabalhos

encontradas em sua pagina na internet (19).
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RESUMO

A morte celular programada (apoptose) tem sido implicada no
desenvolvimento tumoral e no potencial metastatico. O Bcl-2, um proto-oncogene
inibidor da apoptose, vem sendo estudado em varias neoplasias incluindo o Melanoma
Cutaneo (MC). Esse estudo avaliou a expressdo imunoistoquimica da proteina bcl-2 em
35 metastases linfonodais regionais, 28 metéastases subcutdneas e 17 metastases
viscerais de MC e correlacionou com a sobrevida. O tempo médio de acompanhamento
foi de 29,7 meses nas metéstases linfonodais, 23,1 meses nas metastases subcutaneas e
22,9 meses nas metastases viscerais. A expressao de bcl-2 foi de 74,3% nas metéstases
linfonodais, 85,7% nas subcutdneas e 82,4% nas viscerais. Apds andlise uni e
multivariada ndo houve correlacdo entre a positividade para bcl-2 e a sobrevida em
nenhum dos tipos de metastases. Conclui-se que a avaliacdo imunoistoquimica da
proteina bcl-2 isoladamente, em metéstases, ndo é um marcador prognoéstico no MC.
Estudos posteriores das relacdes entre os membros da familia BCL-2 poderdo elucidar

seu papel no desenvolvimento do Melanoma Cuténeo.
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INTRODUCAO

O Melanoma Cutaneo (MC) é o tumor com maior aumento de incidéncia
em humanos nos ultimos anos (1). Entre os fatores apontados como causadores do
aumento, estd o maior nimero de exposicOes solares e conseqlientemente de
queimaduras, com inducdo de danos genéticos causados pela radiacdo ultravioleta (2).
O MC em estagio inicial é curavel, mas o progndstico para doenca metastatica é ruim,
apresentando taxas de sobrevida, em cinco anos, de 41%, em pacientes com metéstases
linfonodais regionais e de, no méaximo, dois anos, em pacientes com metéstases a
distancia (3). Apesar dos grandes avangos tecnolégicos, a cirurgia continua sendo a
base do tratamento, visto que as respostas a quimioterapia e radioterapia sdo ainda
baixas e pouco sustentadas (4 e 5). Como a via final da maioria dos tratamentos néo-
cirurgicos é a inducdo da apoptose (morte celular programada), grande interesse tem
sido demonstrado, ultimamente, no estudo dos mecanismos genéticos que regulam esse
evento celular fisiologico (6). Defeitos na regulacdo da apoptose tém sido implicados
na progressao tumoral, formacdo de metéstases e resisténcia a quimioterapicos (7 e 8).
Nos altimos, anos numerosas biomoléculas vém sendo estudadas no MC, na tentativa
de estabelecer quais lesdes apresentardo maior chance de responder a tratamentos néo-
cirtrgicos. Dentre essas biomoléculas, esta o bcl-2 (B cell limphoma/leukemia-2) (9).

O gene Bcl-2 localiza-se no seguimento cromossémico 18g21.3 em uma
orientacdo do teldmero para o centrémero (9). A proteina bcl-2 é uma proteina integral
de membrana (26kDa) que se situa no nucleo, mitocondria e reticulo endoplasmatico da
célula (10). Ela atua como inibidora da apoptose, ndo tendo qualquer influéncia na
proliferacdo celular (9). Recentemente foram descobertas varias outras proteinas
caracterizadas como parte da familia BCL-2, com atuacdo direta na apoptose, seja

inibindo-a ou promovendo-a. Dentre os membros antiapopt6ticos dessa familia, estdo
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o0s seguintes: Bcl-2, Bel-x., Bcl-w, Mcl-1, A1, Nr13, ORF 16, KS, Bcl-2 e 0 E1B-19K.
Ja os membros pro-apoptdticos sdo os seguintes: Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3,
Bim,, Bad, Bid, EGL-1 e o0 Bcl-xs (11).

Os resultados da pesquisa do Bcl-2 em MC sédo controversos. Enquanto
alguns autores encontraram um aumento de bcl-2, durante a progressdo de melandcito
normal ao melanoma, outros tém encontrado resultados opostos (12, 13, 14, 15 e 16).
Grover et al. demonstraram menor sobrevida em pacientes com metastases linfonodais
regionais de MC e positividade para a proteina bcl-2, na anélise por citometria de fluxo
(12).

Esse estudo foi realizado para determinar a relacdo entre a expressédo
imunoistoquimica da proteina bcl-2 e a sobrevida em pacientes com metastases
linfonodais regionais, subcutaneas e viscerais de MC.

Nesse trabalho os termos BCL-2, Bcl-2 e bcl-2 referem-se a familia,

gene e proteina respectivamente.

PALAVRAS CHAVE
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PACIENTES E METODOS

Com base em registros hospitalares, foram selecionados 50 pacientes,
atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (Rio Grande do Sul -
Brasil), Hospital Santa Rita da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre (HSR) e Hospital Moinhos de Vento (HMV) (Porto Alegre), no periodo de 1990
a 2000, com diagnostico de MC em estagios 11l e 1V, com primeira metastase tendo
sido ressecada em uma dessas instituicbes. Um total de 38 pacientes do HCPA, nove do
HSR e trés do HMV compuseram a presente amostra. Foram excluidos do estudo
pacientes com outras neoplasias prévias ou concomitantes, radioterapia ou
quimioterapia prévias ao diagndstico ou a ressec¢do da metastase, primeira metastase
ressecada em outro hospital ou ndo ressecada totalmente em um dos sitios, e aqueles
que morreram por outras causas que ndo o MC.

A amostra consta de 50 pacientes, 28 homens (56%) e 22 mulheres
(44%). O diagndstico do tumor primario foi em 21 casos de melanoma tipo
espalhamento superficial, 15 de melanoma nodular, cinco de melanoma amelanético e
dois de melanoma acral. Em sete laudos, ndo constava o tipo histolégico do melanoma
primario. Como a presenca de regressdo, ulceracdo, crescimento vertical, indice
mitdtico, invasdo vascular e infiltrado linfocitario ndo foi relatada em todos os
diagndsticos iniciais, ndo houve como avaliar a importancia desses parametros nesta
amostra. A localizacdo do tumor primario distribuiu-se da seguinte maneira: 30 casos
em tronco, 13 casos em membros inferiores, quatro casos em membros superiores e trés
casos em cabeca e pescoco. A idade média do diagndstico inicial foi de 43 anos,
variando de 16 a 74 anos e uma mediana de 42 anos. O indice de Breslow médio foi de

5,01 mm variando de 0,4 a 27,5 mm. O nivel de Clark variou de Il a V, sendo o nivel
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IV mais prevalente (22 casos — 44%). O seguimento variou de zero a 131 meses do
diagnostico primario de metastase até o desfecho final (6bito ou Gltima consulta em um
dos referidos hospitais). Trinta e cinco metastases linfonodais, 28 metéstases
subcutdneas e 17 metastases viscerais foram avaliadas. As metastases viscerais
avaliadas localizaram-se em anexo uterino (um), intestino delgado (quatro), adrenal
(dois), epiplon (um), intestino grosso (um) pulmao (trés), figado (dois), testiculo (um) e
mama (dois). Quando um paciente apresentou mais de um tipo de metastase, apenas a
primeira metastase de cada sitio foi avaliada para a expressdo da proteina bcl-2.
Somente pacientes com ressec¢do completa da primeira metastase em cada sitio
constaram do estudo. Nove pacientes receberam tratamento quimioterdpico com
esquemas que constaram das seguintes drogas: DTIC (Dacarbazina), BCNU
(Carmustina), Verapamil, Cisplatina e Tamoxifeno, em combinacdes variaveis e com
duracdo de um a cinco ciclos, todos com carater paliativo. Um paciente submeteu-se a
perfusdo isolada hipertérmica de membro inferior com uso de melphalam, apresentando
remissdo total da doenga na época do tratamento, porém com recidiva tumoral
posterior. Cinco pacientes receberam tratamento com interferon por periodos que
variaram de um a cinco meses. Cinco pacientes receberam tratamento radioterapico,
sendo quatro em sistema nervoso central (SNC) e um em axila, também com intengédo
paliativa.

O estudo consta de uma coorte histérica, em que o desfecho é a
sobrevida de pacientes portadores de MC metastatico. O fator em estudo é a expressdo
de bcl-2 em metéstases linfonodais regionais, subcutaneas e viscerais, para avaliar o
papel das alteracBes génicas na evolucdo da doenca. A reacdo imunoistoquimica

produzida pelo anticorpo monoclonal anti-bcl-2 produz uma coloragdo acastanhada de
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padrdo finamente granular como conseqiéncia da reacdo do corante DAB no
citoplasma e membranas.

As laminas foram avaliadas, conjuntamente pela pesquisadora e pelo Dr.
Luis Fernando Rivero (professor do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul) e classificadas, conforme a
coloragéo, em:

- 0 (negativa): com menos de 5 % das células tumorais coradas

com bcl-2;

- I (positiva fraca): de 5% a 50% das celulas tumorais coradas com
bcl-2.

- Il (positiva forte): mais de 50% das células tumorais coradas com
bcl-2.

A andlise estatistica foi realizada, primeiramente, agrupando-se 0s
grupos positivos | e Il e considerando-os como positivos. Apos, a anélise foi realizada
considerando-se os grupos 0 e | conjuntamente, para avaliar a possibilidade de
alteracéo de resultados finais. Como né&o houve alteracdo dos resultados finais, optou-se
por descrever, na analise estatistica, os grupos | e Il juntamente. Para analise descritiva
da amostra estudada, foram utilizados média aritmética, desvio-padrdo, mediana,
porcentagem (quando aplicavel), valor méaximo e minimo para as varidveis
quantitativas e qualitativas. O teste qui-quadrado, e 0 teste exato de Fisher foram
utilizados para avaliar a relacdo entre a expressdo da proteina bcl-2 nas metéstases
linfonodais, subcutaneas e viscerais, a relacdo entre a expressdo da proteina bcl-2 e a
sobrevida em cada tipo de metastase, 0 sexo e a idade do primeiro diagndéstico. Tabelas
de freqliéncia avaliaram a localizacdo da primeira metéstase, a presenca de lesdo

metastatica ndo tratada na Ultima consulta, a idade do diagnostico da primeira
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metastase, a sobrevida em cada tipo de metastase, o intervalo livre de doenca (definido
como o tempo entre o diagnostico inicial e a primeira metéstase), e a relacéo entre a
expressao da proteina bcl-2 e a sobrevida em cada tipo de metastase. Os testes log-rank
e Kaplan Méier, com médias, medianas, desvios padrdo e intervalo de confianca de
95%, foram utilizados para analisar a expressdo da proteina bcl-2 e a sobrevida em cada
tipo de metastase e a interacdo desses resultados com o sexo e a idade da primeira
metéstase. Para avaliar as interacOes entre as variaveis sexo, idade da primeira
metastase, sobrevida, tipo de metastase, expressao de bcl-2, foram realizados testes de
regressdo univariada e multivariada de Cox. Um valor de P menor que 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

O processamento e a analise dos dados foram executados com o auxilio

dos programas Microsoft Excel 2000 e SPSS verséo 6.0.
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RESULTADOS

A sobrevida média foi de 33,9 meses, mediana 16,5 meses a partir do
diagnostico da lesdo metastatica inicial (variando de zero a 131 meses), sendo que 24
dos 50 pacientes (48%) morreram por MC até o final do estudo. Dos 26 pacientes que
permaneciam vivos ao final do estudo, 09 (36%) apresentavam exames de imagem
sugestivos de multiplas lesGes metastaticas, ou lesdo metastatica Unica irressecavel. O
sitio anatdmico da primeira metastase foi linfonodal regional em 24 pacientes (48%),
subcutaneo em 13 pacientes (26%) e visceral em sete pacientes (14%). Cinco pacientes
(10%) apresentaram metastases visceral e subcutnea, concomitantes como sitio de
primeira metéastase e um (2%) apresentou os trés sitios j& como manifestacdo
metastatica inicial. A média do intervalo livre de doenca (do diagndstico inicial ao
diagndstico de primeira metastase) foi de 17,6 meses (0 a 83 meses) (mediana de 11,5
meses e desvio padréo de 21,5 meses).

O tempo médio de acompanhamento dos pacientes até o evento final
(6bito ou final do estudo) foi de 39,7 meses (mediana de 19,0 meses e desvio padrdo de
38,7 meses) nas metastases linfonodais. Nas metastases subcutdneas, a média de
acompanhamento foi de 23,1 meses (mediana de 10 meses e desvio padrdo de 30,6
meses). J& nas metastases viscerais, a media foi de 22,9 meses (mediana de 11,0 meses
e desvio padrdo de 30,2 meses).

A expressdo imunoistoquimica da proteina bcl-2, em metéstases
linfonodais regionais ocorreu em 26 dos 35 casos (74,3%), sendo que 17 casos (48,6%)
apresentaram coloracdo intensa (Figura 1); nove casos (25,7%) apresentaram coloragédo
fraca (Figura Il); os restantes nove casos (25,7%) foram negativos (Figura Il1). Dentre
as 28 metastases subcutaneas, 24 (85,7%) foram positivas, 20 casos (71,4%)

apresentaram coloragéo forte (Figura 1V), quatro casos (14,3%) apresentaram coloragédo
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fraca (Figura V) e quatro casos (14,3%) foram negativos (Figura VI). Das 17
metastases viscerais, 14 foram positivas (82,4%), sendo 11 (64,7%) com coloracao
intensa (Figura VII), trés (17,6%) com coloracdo fraca (Figura VIII) e trés (17,6%)
foram negativas (Figura 1X) (Tabela I).

Dentre os 35 pacientes que apresentaram metastases linfonodais, 16
morreram até o final do estudo (45,7%) e 12, dentre esses, apresentaram bcl-2 positivo
(75%). Dos 28 pacientes com metéstases subcutaneas, 16 (57,1 %) morreram até o final
do estudo, sendo 13, dentre os 16, positivos para bcl-2 (81,3%). Nos 17 pacientes com
metastases viscerais, a mortalidade total foi de nove pacientes (52,9%), sendo desses,
oito positivos para bcl-2 (89%). A anélise estatistica desses dados, pelo teste exato de
Fisher, ndo demonstrou significancia nos diferentes tipos de metastases, entre a
positividade para bcl-2 e o6bito (P= 1,0 para metéstases linfonodais, P= 0,613 para
metéstases subcutaneas e P=0,576 para metastases viscerais).

A anélise estatistica, utilizando o teste exato de Fisher, comparando a
presenca da proteina bcl-2 em cada tipo de metéstase, com a sobrevida e a presenga de
doenga metastatica ndo ressecada ao final do estudo, ndo demonstrou significancia
estatistica (P=1,0, P=0,333 e P=0,429 para metastase linfonodal, subcuténea e visceral
respectivamente) (Tabela I1).

O teste qui-quadrado, ao analisar a presenca da proteina bcl-2 nos trés
tipos de metastases, ndo encontrou diferenga estatisticamente significativa (x* = 1,34;
P=0,510) (Tabela IlI).

A analise de sobrevida de Kaplan-Meier ao comparar a sobrevida com a
idade, 0 sexo e a presenca da proteina bcl-2, encontrou a idade do diagnostico inicial (>

60 anos) (Log Rank= 6,17; P=0,0130), e 0 sexo masculino (Log Rank=3,17; P=0,0752)
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nos pacientes com metastases subcutaneas, como estatisticamente significativas nao
encontrando relacdo com os demais dados.

A anélise univariada de Cox, comparando presenca da proteina bcl-2 nos
trés tipos de metastases e comparando com sobrevida, sexo e idade, encontrou, o fator
idade (> 60 anos) e o sexo masculino como estatisticamente significativos nas
metastases subcutaneas (P=0,022), mas ndo encontrou significancia entre as demais
comparacBes (Tabelas IV,V e VI). A andlise multivariada de Cox, realizada com a
presenca da proteina bcl-2, sexo, idade e tipo de metastase, revelou o fator idade (>60
anos) e sexo masculino nos pacientes com metastases subcutdneas como
estatisticamente significativo (P=0, e HR= com I.C. de a ) e ndo encontrou relagédo

entre os demais dados (Tabela VII).
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DISCUSSAO

A apoptose, ou morte celular programada, foi definida em 1972 por
Kehr et al. como um processo genética e fisiologicamente controlado, mas somente ha
poucos anos vem recebendo interesse gradualmente maior (7, 9 e 17). A descoberta do
gene Bcl-2 na translocacdo 14;18 (g32;g21) em linfomas foliculares de células B e apds
a familia BCL-2 no estudo do nematédeo Caenorhabditis elegans abriu novas
perspectivas no estudo da morfogénese tecidual e da oncogénese (9, 11 e 18). A
inibicdo da apoptose pode ocorrer em qualquer fase do ciclo celular, mas o mecanismo
através do qual o Bcl-2 inibe a apoptose ndo é totalmente entendido (19). Na presenca
de superexpressdao de Bcl-2, a habilidade de remover danos celulares por apoptose
estard limitada. Dessa forma permite que tumores progridam para fenétipos altamente
malignos ou também mais resistentes a agentes quimioterapicos ou radioterapicos
indutores da apoptose, tendo como conseqliéncia a formacdo de metastases e
progressao tumoral, embora o Bcl-2 ndo atue diretamente na proliferagéo celular (8, 19
e 20). Varios tecidos, além da linhagem hematopoiética, expressam a proteina bcl-2.
Em algumas neoplasias oriundas desses tecidos, ha relacdo entre a expresséo de bcl-2,
maior intervalo livre de doenca e melhor prognéstico, como em linfonodos com
metéstases de carcinoma de mama. No entanto, em outros, ha relagdo inversa entre a
positividade para bcl-2 e o prognostico, como em carcinoma de prdstata, ovario,
carcinoma de pulmdo ndo-pequenas células, carcinoma folicular de tiredide,
neuroblastoma e carcinoma de mama (15 e 16). Em melanoma cuténeo, essa relagdo €
ainda indefinida e controversa.

As variaveis de confusdo, como tamanho da amostra, género e idade
devem ser avaliadas ao se analisar fatores prognésticos no MC. Quanto ao numero de

casos, a relativa pequena amostra do presente estudo deve-se principalmente a auséncia
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de um protocolo de atendimento de pacientes com MC em nosso meio, 0 que
impossibilita 0 acesso aos dados da maioria dos pacientes atendidos nos referidos
servigos. Também existe uma dificuldade quanto ao acesso aos dados de registro,
muitas vezes por mau preenchimento do prontuario médico ou pela auséncia de um
banco de dados nos Servicos de Patologia. Esse banco de dados possibilitaria o acesso
ao prontudrio, utilizando-se como dado inicial o diagnéstico anatomopatoldgico.

Quanto ao género, a tendéncia a superioridade feminina na sobrevida
geral, e especialmente nos pacientes com metastases subcutaneas, é compativel com a
literatura mundial (3, 21, 22, 23 e 24). Ainda que esse achado seja amplamente
difundido, o verdadeiro motivo para essa maior sobrevida ainda ndo foi totalmente
esclarecido. Sugeriram-se fatores hormonais e menor espessura tumoral nas lesdes
diagnosticadas em pacientes do sexo feminino, embora isso néo tenha sido confirmado
apos andlises multivariadas. Molife et al. avaliaram a sobrevida em pacientes com
tumores de mama, pulmao, colon e reto, esdfago, estbmago, pancreas, sarcomas de
partes moles e melanomas e dividiram por sexo. Eles observaram que, em seis desses
oito tipos de tumor, ha evidéncia de vantagem na sobrevida para o sexo feminino, entre
eles 0 MC, e que a vantagem € progressivamente maior, quanto mais inicial for o
estagio da doenca no momento do diagndstico primario (24).

As individualizagdes de risco utilizam a idade de 50 ou de 60 anos para
o diagndstico inicial como ponto de corte para a avaliacdo de pacientes com MC. Este
estudo, utilizou a idade de 60 anos e confirmou o achado de aumento de risco para
idade maior de 60 anos em pacientes com metastases subcutaneas de MC, bem como a
auséncia de influéncia da idade na sobrevida nos demais tipos de metastase (3, 22, 25 e
26). A maior espessura do tumor em pacientes com diagndstico acima dos 60 anos, bem

como o0 acumulo de danos genéticos adquiridos durante a vida poderia explicar esse
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achado (27). Fernandez-Pol e Douglas relacionam a presenca de bcl-2, a integridade
mitocondrial e a carcinogénese com o envelhecimento humano (28). Garbe e Blum ao
estudarem a epidemiologia do melanoma, na Alemanha, notaram que a maioria dos
melanomas foi diagnosticada entre a sexta e sétima décadas de vida, sendo apenas 22%
diagnosticados antes dos 40 anos de idade (29).

As caracteristicas histologicas do tumor primario ndo estavam
disponiveis em todos 0s casos e, portanto, ndo puderam ser avaliadas. Nao foram
avaliadas as relacfes entre localizacdo da lesdo priméria, sobrevida e bcl-2. As
caracteristicas da lesdo priméaria perdem sua importancia progndstica a partir do
diagndstico da primeira metastase (3, 26, 30, 31 e 32). A importancia de dados do
tumor inicial é controversa, visto que alguns autores encontraram resultados
conflitantes a respeito do papel das caracteristicas histoldgicas e sitio da lesdo primaria
em relacdo ao prognostico (1, 3, 21, 22, 26 e 30).

O gene bcl-2 é superexpresso em células epiteliais benignas, tanto em
pele normal quanto em nevos (14, 15, 18, 33 e 34). Plettenberg et al. demonstraram,
através de estudo imunoistoquimico, que ha uma expressdo maior de bcl-2 em células
de melanoma em cultura, quando comparadas a células de melandcitos em cultura, e
que ndo existe diferenca entre a expressdo de bcl-2 em melandcitos normais de éareas
expostas e ndo expostas ao sol. Eles também demonstraram que ndo ha diferenca entre
a expressao de bcl-2 entre pecas de MC primario e melandcitos normais (5). J& Tron et
al. encontraram uma expresséao forte de bcl-2 em melandcitos humanos normais e uma
diminuicdo da expressdo em nevus € MC primarios quando comparados com 0S
melandcitos. Sua conclusdo foi de que a perda da expressdo possa dever-se a aquisicao
de caracteristicas autbnomas de crescimento durante o processo de malignizagédo (14).

Reed, Tang, van den Oord e Ramsay também demonstraram uma diminuicdo da
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expressao de bcl-2 em metastases de MC quando comparadas com a leséo primaria (10,
15, 35 e 36). Ja Mikhail et al., ndo encontraram evidéncias de correlacdo entre a
expressao imunoistoquimica da proteina bcl-2 em 127 melanomas primarios e o
prognostico, apos um seguimento medio de 12,8 anos (13).

Em nosso estudo, avaliamos a expressao de bcl-2 em metéstases de MC
sem correlacionar com a expressdo em melandcitos normais. I1sso nédo foi realizado por
tratar-se de um estudo retrospectivo, baseado em blocos de parafina armazenados e
dados de registro, ndo sendo possivel a obtencdo de amostras de pele normal ou de
nevos dos pacientes avaliados.

Os dados percentuais de positividade para a proteina bcl-2 em nosso
estudo foram semelhantes aos encontrados por Morales-Ducret, Tron, Collins e White
que também utilizaram método imunoistoquimico (14, 15, 34 e 37).

Grover e Wilson avaliaram, através de citometria de fluxo, 42 pacientes
com metéstases linfonodais de MC. Eles encontraram a expressao de bcl-2 como fator
progndéstico independente na determinacdo da sobrevida de pacientes com MC
metastatico, contudo a manutencao da expressdo de bcl-2 ndo esteve relacionada com a
resposta ao tratamento quimioterapico (12). Algumas diferencas encontradas entre o
trabalho de Grover e o presente estudo podem justificar resultados distintos. O método
de avaliagéo foi diferente, enquanto Grover utilizou a citometria de fluxo para avaliar a
expressdo de bcl-2, o presente estudo utilizou a expressao imunoistoquimica da mesma
proteina. O material utilizado neste estudo foi oriundo de cortes de tecidos fixados em
formalina e embebidos em parafina enquanto Grover utilizou pegas “a fresco”. A
analise de Grover constou de 42 metéstases linfonodais de MC, enquanto este estudo
avaliou 36 metastases linfonodais de MC. Grover acompanhou seus pacientes por um

tempo médio de 45 meses; em nosso estudo, o tempo de acompanhamento foi contado
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a partir do diagnostico da primeira lesdo metastatica até uma nova lesdo metastéatica,
obito ou final do estudo, o que resultou num tempo curto de acompanhamento.

Semelhante ao presente estudo, Leiter et al. ndo encontraram relacéo
entre a sobrevida e a expressdo de bcl-2. Em seu trabalho, Leiter analisou a expressdo
de bcl-2 e de bcl-x,_ através de PCR (“polimerase chain reaction”) e imunoistoquimica.
As proteinas bcl-2 e bcl-x_ apresentaram aumento de expressdo com a progressdo do
MC (16).

Ao contrario, Selzer et al., ao analisarem por “Western blotting” a
expressao de Bcl-2, Bax, Bak, Bcl-x. Bcl-xs, Mcl-1 e Bad, em melandcitos normais,
MC primério e metastatico, encontraram taxas semelhantes dessas proteinas nos tecidos
examinados. Baseados nesses resultados, eles sugerem que o bcl-2 e seus homdlogos
ndo desempenham um papel dominante na transformacdo maligna dos melandcitos
(38). Loggini et al. também ndo encontraram relacdo entre a expressdo de bcl-2 em
melanoma primario e a resisténcia a multiplas drogas (39).

Em nosso estudo, ndo houve relacdo entre a positividade de bcl-2 e a
sobrevida nos trés tipos de metastases. Tal fato pode ser interpretado de trés formas
distintas: realmente ndo ha relacdo entre a expressdo imunoistoquimica da proteina bcl-
2 em metéastases de MC; essa relacdo existe, porém ndo foi determinada por uma
amostra pequena e pouco tempo de acompanhamento; a existéncia de interacdo entre 0s
demais membros da familia BCL-2. A regulagdo dos componentes pré e
antiapoptoticos da familia BCL-2 € complexa. Muitos membros dessa familia estéo
ainda sendo descobertos como o Bim e 0 GRS (40 e 41). As relagcGes entre os membros
pré e antiapoptéticos ocorrem atraves da formacdo de homo e heterodimeros entre 0s
membros da familia e suas proteinas de ligacdo. A funcdo da proteina bcl-2 pode ser

alterada ao ligar-se com o BAG1, bad e bax, assim como com outros membros da
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familia como bcl-x, e bcl-xs. O proto-oncogene Bcl-x,, assim como o Bcl-2, funciona
como um inibidor da apoptose, enquanto o Bcl-xs serve como um inibidor negativo
dominante do Bcl-x. e do Bcl-2. A proteina de ligacdo do Bcl-2, BAGL, inibe a
apoptose, enquanto o Bad e Bax promovem a apoptose. A habilidade do Bcl-2 de inibir
a apoptose depende do balanco intracelular entre os membros de sua familia (7). A
funcdo do Bcl-2 e do Bcl-x. pode ser modificada pelo Bax levando a aceleragdo da
apoptose através da formacdo de heterodimeros (16). A relacdo bax/bcl-2 determina a
suscetibilidade de células de melanoma humano in vitro a apoptose induzida por
CD95/Fas, sendo que uma baixa proporcdo caracteriza as células resistentes e uma alta
propor¢do caracteriza as células sensiveis a apoptose induzida por esse estimulo (42).
As complexas relacfes entre os membros da familia BCL-2 s8o apenas parcialmente
conhecidas até o momento. Possivelmente, no futuro, o conhecimento mais
aprofundado de suas inter-relagdes e principalmente de sua funcionalidade, ndo s6 de
sua presenca, propicie uma utilizacdo adequada dos membros da familia BCL-2 para a
predicédo da sobrevida em MC.

Outro dado interessante sobre o papel do Bcl-2 no melanoma, é a
observacgdo de que terapias com oligonucleotideos voltadas a redugdo da expressao de
bcl-2 tornam células de melanoma, em ratos (SCDI - Severe Combined
Immunodeficient) e em humanos com MC metastatico, mais sensiveis a quimioterapia
(5, 44, 45, 46, 47, 48 e 49). Esses oligonucleotideos sdo partes quimicamente
modificadas de uma fita Gnica de DNA, que sdo regides complementares de codons
especificos do RNA-mensageiro de um gene alvo, e sdo capazes de inibir a expressdo
desse gene (5). Isso demonstra que a proteina bcl-2 desempenha um papel importante,

embora ainda ndo totalmente entendido, na quimiorresisténcia no MC.
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Tais dados demonstram que um entendimento mais amplo das acGes e
relacbes entre os membros da familia BCL-2 serd necessario mediante estudos
posteriores, para realmente ser definido o papel exato da proteina bcl-2 na patogénese e
prognostico do melanoma cutaneo primario e metastatico e em varios outros tumores

(45 e 46)
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CONCLUSAO

A relacdo entre a expressdo da proteina bcl-2 e a sobrevida em
melanoma metastatico ainda é controversa. Nosso estudo ndo encontrou relagdo entre
essas variaveis. O interesse crescente, demonstrado por um ndmero cada vez maior de
estudos sobre terapias que alterem o funcionamento de proteinas da familia BCL-2,
demonstra que um entendimento mais amplo das acdes e relagcdes entre os membros
dessa familia se faz necessario. Estudos posteriores definirdo o papel da proteina bcl-2,
e das demais proteinas da familia BCL-2, na patogénese, prognostico e resposta aos

novos tratamentos no melanoma cuténeo primario e metastéatico.
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Tabela I: Graus de positividade e intensidade da reacdo imunoistoquimica a proteina bcl-2 em metastases

de melanoma cutaneo

bel-2 Negativo Positivo | Positivo Positivo total
, (%) (%) I (%)
Metastase (%)
LINFONODAL 9 (25,7) 9 (25,7) 17 (48,6) 26 (74,3)
SUBCUTANEA 4 (14,3) 4 (14,3) 20 (71,4) 24 (85,7)
VISCERAL 3(17,6) 3 (17,6) 11 (64,7) 14 (82,4)
TOTAL 16 16 48

Tabela II: Presenga da proteina bcl-2 entre os vivos, e entre os com lesdo metastéatica sugerida por
imagem e nao ressecada ao final do estudo. A porcentagem, na coluna bcl-2 positivo e metastase ndo

ressecada, refere-se ao nimero total de pacientes vivos ao final do estudo com bcl-2 positivo.

Vivos ao final bcl-2 positivo  bcl-2 positivoe  Valor de
do estudo entre 0s Vivos metéstase ndo P
(%) (%) ressecada (%)
LINFONODAL 19 (54,3) 14 (73,7) 4 (28,7) 1,0
SUBCUTANEA 12 (42,8) 11 (91,7) 8 (72,7) 0,333
VISCERAL 7 (41,2) 6 (85,7) 4 (66,6) 0,429

35



Tabela I11: Teste qui-quadrado para a presenca da proteina bcl-2 nos trés tipos de metéstases (y° =

1,34; P=0,510).

bcl-2 positivo (%) bcl-2 negativo (%) TOTAL
LINFONODAL 26 (74,3) 9 (25,7) 35(?{%)0)
SUBCUTANEA 24 (85,7) 4 (14,3) 28 (100)
VISCERAL 14 (82,3) 3(17,7) 17 (100)
TOTAL 64 (80,0) 16 (20,0) 80 (100)

Tabela 1V: Analise Univariada de Cox das metastases linfonodais em relacdo a sexo, idade e presenga da

proteina bcl-2.

Total (%) Obitos RR * (ic 95%)
N (%)
SEXO
MASCULINO 19 (54,3) 10 (52,6) 1,872 (0,679 a5,160)
FEMININO 16 (45,7) 06 (37,5) 1,0
IDADE
> 60 ANOS 5(14,3) 4 (80) 2,606 (0,824 a8,245)
<=a 60 ANOS 30 (85,7) 12 (40) 1,0
bcl-2
POSITIVO 26 (74,3) 12 (46,1) 1,103 (0,353 a 3,445)
NEGATIVO 09 (25,7) 04 (44,4) 1,0

* Risco Relativo estimado através da regressdo de Cox.
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Tabela V: Analise Univariada de Cox das metastases subcutaneas em relagdo a sexo, idade e presenga da

proteina bcl-2.

Total (%) Obitos RR * (ic 95%)
N (%)
SEXO
MASCULINO 16 (57,1) 12 (75) 2,664 (0,858 a 8,274)
FEMININO 12 (42,9) 04 (33,3) 1,0
IDADE
> 60 ANOS 05(17,9) 05 (100) 3,735 (1,209 2 11,536)t
<= A 60 ANOS 23 (82,1) 11 (47,8) 1,0
bcl-2
POSITIVO 24 (85,7) 13 (54,2) 0,854 (0,238 a3,064)
NEGATIVO 04 (14,3) 03 (75,0) 1,0

* Risco Relativo estimado através da regressdo de Cox.
t P=0,022

Tabela VI: Analise Univariada de Cox das metastases viscerais em relacdo a sexo, idade e presenca da

proteina bcl-2.

Total (%) Obitos RR * (ic 95%)
N (%)
SEXO
MASCULINO 08 (47,1) 06 (75) 1,689 (0,403 a7,076)
FEMININO 09 (52,9) 03 (33,3) 1,0
IDADE
> 60 ANOS 02 (11,8) 01 (50) 0,699 (0,085 a5,742)
<= A 60 ANOS 15(88,2) 08 (53,3) 1,0
bcl-2
POSITIVO 14 (82,3) 08 (57,1) 0,334 (0,029 a 3,866)
NEGATIVO 03 (17,7) 01 (33,3) 1,0

* Risco Relativo estimado através da regressdo de Cox.
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Tabela VII: Analise Multivariada de Cox das metastases subcutaneas em relagdo a sexo, idade e presenca da

proteina bcl-2.

Total (%) Obitos RR * (ic 95%)
N (%)
SEXO
MASCULINO 16 (57,1) 12 (75) 3,376 (1,057 a10,787)t
FEMININO 12 (42,9) 04 (33,3) 1,0
IDADE
> 60 ANOS 05 (17,9) 05 (100) 5,062 (1,570 a 16,325)tt
<= A 60 ANOS 23 (82,1) 11 (47,1) 1,0
bcl-2
POSITIVO 24 (85,7) 13 (54,2) 0,760 (0,207 a2,797)
NEGATIVO 04 (14,3) 023 (75) 1,0

* Risco Relativo estimado através da regressdo de Cox.

t P=0.040

tt1 P=0,007
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Figura I: Fotomicrografia de metéstase linfonodal de MC apresentando reagdo intensa ap6s colora¢do com a

proteina bcl-2 (a coloragdo marrom escura e com padréo granular reflete a presenca do pigmento melanina) (200x).

Figura I1: Fotomicrografia de metastase linfonodal de MC exibindo reacéo fraca a proteina bcl-2 (Presenca

de melano6fagos — macréfagos que fagocitaram melanina) (200x).
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Figura I1l: Fotomicrografia de reacdo negativa a proteina bcl-2 em metéstase linfonodal de MC (200x).

Figura IV: Fotomicrografia de metastase subcutanea de MC apresentando expressao forte da proteina bcl-2

(200X).
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Figura V: Fotomicrografia de metastase subcutdnea de MC exibindo coloracdo fraca da proteina bcl-2

(presenca de melanina) (200x).

Figura VI: Fotomicrografia de reacdo negativa a proteina bcl-2 em metastase subcutanea de MC (200x).
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Figura VII: Fotomicrografia de metéstase visceral de MC exibindo coloragdo intensa da proteina bcl-2

(200x).

Figura VI1II: Fotomicrografia de metastase visceral de MC apresentando reacéo fraca a proteina bcl-2 (200x).
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Figura IX: Fotomicrografia de reacéo negativa a proteina bcl-2 em metéstase visceral de MC (200x).
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REVISAO DE LITERATURA

O melanoma origina-se de células denominadas melandcitos, localizadas
na camada basal da epiderme. Os melandcitos originam-se da crista neural e tém por
funcdo produzir melanina, um pigmento enddgeno, nao derivado da hemoglobina, com
coloracdo marrom-escura. A melanina pode ser transferida a células vizinhas
(queratindcitos), sob a forma de granulos, através de prolongamentos celulares que se
encontram entre as camadas mais superiores da epiderme (3). A melanina tem por
funcdo a protecdo da pele da radiacdo ultravioleta. Essa funcdo torna-se evidente apds a
exposicdo solar, aguda ou cronica, quando se nota um escurecimento da pele,
denominado bronzeamento, que pode ser mais ou menos intenso conforme o tipo de
pele do individuo .

Embora o0 MC represente apenas 4% das neoplasias malignas de pele, é
o0 responsavel por 79% das mortes por cancer de pele. Sua incidéncia tem aumentado
grandemente nas Ultimas décadas. Uma taxa de aumento de 3 a 4% ao ano vem sendo
observada, maior que a de qualquer outro cancer em humanos (20). Entre os nascidos
na década de 1930, estimava-se que um entre cada 1.500 americanos desenvolveria MC
durante a vida. Essa estimativa mudou para um em cada 74 nascidos na década de 2000
(21 e 22). Desde 1973, a incidéncia anual de MC nos Estados Unidos aumentou de 5,7
para 14,3/100.000 habitantes. A Sociedade Americana de Cancer estima que, no ano de
2002, naquele pais, sejam diagnosticados cerca de 53.600 casos novos de MC (1). A
maior taxa de incidéncia no mundo é em Queensland na Australia, onde a incidéncia
dobrou em homens, entre 1979 e 1987, chegando a 55,8 casos/100.000 habitantes e
aumentando mais do que a metade em mulheres, totalizando 42,9 casos em 100.000
habitantes. Apesar de que uma grande propor¢do desse aumento foi representada por

lesbes de pouca espessura (até 0,75mm), que tém excelente prognostico, a incidéncia de
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lesbes mais espessas (>3,00 mm), com pior prognostico, quase dobrou em homens e
aumentou cerca de 40% em mulheres (11). No Brasil, a incidéncia obtida a partir dos
Registros de Céancer de Base Populacional de Séo Paulo, Porto Alegre, Recife e
Fortaleza para os anos de 1978 a 1982 variou de 4,0 a 1,3 casos por 100.000 habitantes.
A estimativa para incidéncia no ano de 2001 era de 2.930 casos no Brasil, com uma
taxa/ano de 1,66/100.000 habitantes em homens e 1,70/100.000 habitantes em mulheres
(4).

As taxas de mortalidade para melanoma, apesar das melhorias no
diagndstico e tratamentos cada vez mais eficientes, continuam aumentando. De 1973 a
2000, a taxa de mortalidade nos Estados Unidos cresceu de 1,6 para 2,3/100.000
habitantes e estima-se que cerca de 7.400 pessoas morrerdo ao ano, a partir de 2001,
por MC naquele pais (1). J& a mortalidade na Australia aumentou de 5,2 para
8,8/100.000 habitantes em homens e de 3,6 para 4,7/100.000 habitantes em mulheres,
durante o periodo de 1965 a 1985 (11). No Brasil, previu-se uma taxa de mortalidade
de 1.050 pessoas no ano de 2001, com uma taxa de 0,66/100.000 habitantes em homens
e 0,50/100.000 habitantes em mulheres (4). Levando-se em conta 0 sub-registro,
freqiiente em nosso pais, esses nimeros devem, com certeza, ser bem maiores. Nos
Estados Unidos, as taxas de mortalidade vém mantendo-se estaveis nos ultimos dez
anos (1).

O aumento da incidéncia dos canceres de pele ndo é ainda totalmente
compreendido, mas o aumento da exposicdo solar total e, no caso do melanoma, a
alteracdo no padrdo de exposicdo solar tém sido fortemente implicados. O risco de
melanoma é maior em pessoas de pele clara, especialmente aquelas com cabelo ruivo
ou loiro que se queimam facilmente ao exporem-se ao sol, e naquelas com sardas. A

incidéncia de melanoma em pessoas de pele clara é inversamente proporcional a
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latitude de sua residéncia. A maior incidéncia mundial é na Austrdlia, um pais
subtropical com a maioria da populagdo de origem celta. Os melanomas séo incomuns
em pessoas de pele escura. Nos Estados Unidos, a incidéncia entre negros é somente
1/10 da incidéncia entre brancos. Em negros e asiaticos, os melanomas tendem a
ocorrer em sitios de pele ndo expostos ao sol, como leito ungueal e regides palmar e
plantar (melanoma acral) (11). Em familias predispostas ao surgimento de nevus
melanociticos atipicos e melanomas por mutacdo do gene CDKN2A que codifica as
proteinas supressoras de tumor p16 e p19 e possivelmente de outros genes, uma analise
retrospectiva sugere que o aumento na incidéncia de melanoma, nas Gltimas geracgdes,
deva-se ao aumento na exposic¢éo solar como fator de risco independente (23). O Rio
Grande do Sul também possui uma grande parte de sua populacdo de origem européia
(pele, cabelos e olhos claros) e possui também um clima subtropical, com grandes
periodos de exposicdo solar, o que poderia explicar o0 nimero crescente de casos de
melanoma observado em nossos hospitais e clinicas.

A radiacdo solar divide-se em ultravioleta A (UVA) (320-400 nm) e
ultravioleta B (UVB) (280-320 nm). Um dos fatores de risco para MC é o numero de
queimaduras solares, como medida de excesso de exposicdo. Como as queimaduras
solares sdo primariamente causadas por radiacdo UVB, essa € a que tem sido implicada
na patogénese do MC (24). Além disso, a radiacdo UVB é a radiacdo responsavel pela
formagdo de lesBes principais no DNA (dimeros de pirimidina ciclobutano e
fotoprodutos pirimidina (6-4) pirimidona) que se ndo forem corretamente corrigidas
levam a mutagdes; também esta relacionada com a indugdo de carcinoma epidermoide
em ratos (23). Porém a largura de banda da radiacdo UVA (80 nm) é duas vezes a da
radiacdo UVB (40 nm), e 90% a 95% da radiacdo solar UV (medida em watts por

metro quadrado) que atinge a superficie da Terra é radiagdo UVA; somente 5% a 10%
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correspondem a radiacdo UVB. Além da exposicdo a radiacdo solar, altas doses de
radiacdo UV A podem ser emitidas por lampadas de bronzeamento artificial e unidades
de terapia PUVA (psoralen e radiacdo UVA), para tratamento da psoriase (25). A
radiacgio UVA tem maior comprimento de onda e, portanto, penetra mais
profundamente na pele. Estima-se que cerca de 19% a 50 % da radiacdo solar UVA
alcancem a profundidade dos melandcitos, enquanto somente cerca de 9% a 14% da
radiacdo solar UVB consigam penetrar nesse nivel. Essa propriedade de grande
comprimento de onda da radiacdo UVA também lhe permite ultrapassar através da
maioria das janelas de automdveis, escritorios e casas, enquanto a radiacdo UVB é
bloqueada pelos vidros dessas janelas (23 e 24). Wang et al. demonstraram que a
radiacdo UVA também causa dano ao DNA mediante reacGes de fotossensibilizacéo,
que resultam em radicais de oxigénio. As espécies reativas de oxigénio podem causar a
quebra de uma das fitas de DNA, mutacGes, trocas entre as cromatides irmas e
aberragfes cromossdmicas que podem resultar em citotoxidade e carcinogénese.
Entretanto os anions de oxigénio isolados e superoxidos, gerados pela radiacdo UVA1L
(340 a 400 nm), podem causar lise da mitocondria e induzir a apotpose em células em
cultura. Wenczel et al. demonstraram que a pré-melanina e/ou a melanina intermediéria
sdo os cromoforos que mais comumente reagem com a radiacgdo UVA, levando a
quebra de uma das fitas de DNA. Marrot et al. sugerem que o pigmento endégeno ou
moléculas relacionadas a melanina aumentam o dano ou quebra do DNA ap0ds
irradiagdo UVA. Ha evidéncias de que a quebra do DNA é maior em melandcitos que
em fibroblastos, em células com alto contelido de melanina, e em células estimuladas
para melanogénese por cultura em meios ricos em tirosina. Além disso, eles
demonstraram um aumento no nivel de expressdo de p53 em melandcitos irradiados,

sugerindo dano no DNA. Burren et al. sugerem, também, que o dano na pele humana é
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causado tanto pela radiagdo UVA, quanto pela radiacdo UVB. A radiacdo UVA
também induz imunossupresséo, ao menos parcialmente, por uma via oxidativa (24).

Outras evidéncias sobre a acdo da radiacdo solar causando danos no
DNA foram obtidas pela observacdo de pacientes com Xeroderma Pigmentoso, uma
doenga familiar caracterizada por reducdo a metade da capacidade de reparo de
fotoprodutos do DNA, induzidos por radiagéo ultravioleta. Os pacientes apresentam um
risco de fotocarcinogénese multiplicado por 1.000, quando comparados a populacdo em
geral (23).

A radiacdo UVB € cerca de 1.000 vezes mais efetiva que a radiacdo
UVA na producdo de queimaduras solares. A radiacdo UVA, por outro lado, é muito
mais potente em induzir escurecimento imediato e escurecimento persistente da pele
em pessoas de pele mais escura (Fitzpatrick tipo I11 e IV) (Tabela V). Como a radiagéo
UVA néo produz eritema ou pigmentacdo em pessoas de pele mais clara (Fitzpatrick
tipo I e 1) e como a maioria dos protetores existentes no mercado ndo produz protecéo
efetiva para a radiacdo UVA, seus efeitos sdo virtualmente “silenciosos”. 1sso também
poderia explicar 0 aumento da incidéncia de melanoma, visto que pessoas, utilizando
protetores solares, acabam expondo-se a um periodo maior de sol do que se exporiam
sem 0 mesmo, e por fim recebem uma quantia bem maior de radiagdo UVA. Sobre a
relacdo causal entre a exposicdo a radiacdo UVA e MC, até o0 momento as evidéncias
epidemioldgicas e de observagOes clinicas ndo foram conclusivas, embora sejam

consistentes com a hipotese (24).
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Tabela V: Classificagdo dos tipos de pele e dermato-heliose segundo Fitzpatrick

Cor da
Caracteristicas
Tipo de Pele pele

I Branca  Sempre queima, nunca bronzeia
I Branca Em geral queima, bronzeando menos que a média

As vezes queima pouco, com bronzeamento mais ou

i Branca
menos medio
v Branca Raras vezes queima, bronzeando mais que a média
\Y Parda Raras vezes queima, bronzeando profusamente
Vi Negra Raras vezes queima, sendo profundamente pigmentada

O aumento na incidéncia de melanoma também tem sido relacionado
com o numero de queimaduras solares e periodo de sua ocorréncia na vida. A
existéncia de um periodo critico da vida no qual haveria alta suscetibilidade a iniciacdo
do MC, devido a excessivas doses de radiacdo UV, tem sido sugerida por alguns
autores baseados em resultados de estudos em populagdes migrantes e em alguns outros
do tipo caso-controle. Para avaliar essa hipétese, Pfahlberg et al., analisaram dados
sobre histdria de queimaduras solares em um estudo multicéntrico em paises europeus,
com 603 casos de melanoma e 627 controles da populacdo. Ele analisou grupos com
queimaduras na infancia (até 15 anos) e na idade adulta (> 15 anos), ndo tendo
encontrado diferenca entre eles no risco para MC. Além disso, observou que um
nimero maior do que cinco queimaduras solares durante a vida dobraram o risco de
melanoma, independentemente do periodo da vida em que elas ocorreram (26).

Em melandcitos, uma Unica exposicdo a altas doses de radiacdo UV

pode causar dano substancial no DNA, mas ndo causa apoptose (morte celular
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programada — vide abaixo). Consequientemente, os melandcitos que sobrevivem podem
conter mutacdes genéticas e continuarem a ter divisao celular. De fato, o surgimento de
sardas em criangas, ap0s uma exposicdo aguda a altas doses de radiacdo solar, é
consistente com essa especulacdo, ja que se acredita que as sardas representem clones
de melandcitos com mutagdes e que sua presenca esteja associada a um aumento no
risco de MC. Os melandcitos que sobrevivem sdo muito lesados por exposi¢es
intermitentes a altas doses de radiacdo ultravioleta, quando o seu contetido de melanina
e sua capacidade basal de reparo de danos do DNA sdo baixos, ou menos lesados
durante exposic¢des frequentes a baixas doses de radiagdo UV, quando seu contetdo de
melanina e sua capacidade de corrigir danos no DNA séo altos. Assim, espera-se que
exposic¢des intermitentes a altas doses de radiagdo UV sejam mais relacionadas com a
génese de MC do que exposi¢des mais frequentes a doses mais baixas radiacdo UV,
pela baixa capacidade de reparo do DNA e acimulo de danos celulares no primeiro
caso. Consequentemente, o efeito final da radiagio UV ndo deve ser atribuido
simplesmente a dose cumulativa - a soma aritmética de todas as exposic¢des individuais
durante a vida - mas deve ser fortemente influenciado pela dose por exposi¢éo e pelo
padrédo de exposicoes (23).

Para evitar os potenciais efeitos deletérios da radiacdo UV, as atuais
recomendacgOes da Academia Americana de Dermatologia séo que se evite a exposi¢ao
ao sol do meio-dia, utilizem-se protetores solares de amplo espectro e roupas com
capacidade reconhecida de protegéo contra radiagdo UV (22).

Os fatores de risco aceitos para o desenvolvimento do MC sdo o0s
seguintes: exposicdo solar cumulativa durante a vida; episodios de exposi¢do solar
intensa aguda; numero de queimaduras solares durante a vida; sindrome do nevo

displésico; imunossupresao; historia familiar positiva para MC em familiar de primeiro
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grau; uso de cameras de bronzeamento ou PUVA; nivel socioeconémico elevado;
numero de nevos melanociticos; pele clara; olhos claros; cabelos loiros ou ruivos;
presenca de ceratoses actinicas e xeroderma pigmentoso (22 e 25).

Apbs o diagnostico de MC, varios fatores clinicos e patologicos sdo
reconhecidos como de valor prognoéstico: sexo, localizagdo anatdmica da lesdo
priméria, idade, espessura tumoral (indice de Breslow — Tabela ), presenca de
ulceracdo, nivel de invasdo histologica (nivel de Clark — Tabela Il), padrdo de
crescimento, presenca de regressdo, presenca de microsatelitoses (a microscopia) e
atividade mitdtica (11 e 27). Garbe et al., em um estudo multicéntrico que reuniu 5.264
pacientes de quatro centros germéanicos de dermatologia, utilizando analise
multivariada de Cox, encontraram a espessura do tumor, sexo, localizacdo anatémica,
como fatores prognosticos independentes altamente significativos (P<0,0001).
Entretanto os subtipos histologicos nodular e acral, bem como a idade foram menos
significantes (P<0,05). Como fatores de pior progndstico, eles encontraram a espessura
tumoral (quatro mm pior que trés mm; trés mm pior que dois mm; dois mm pior que
um mm; um mm pior que 0,9mm); o nivel de Clark (Il ou maior, pior que Il); sexo
(masculino pior que feminino); localizacdo anatémica (térax, membros superiores,
regido cervical e couro cabeludo — regides denominadas “TANS” pior que outras
localizacGes) (28); subtipo histolégico (acral e nodular piores que lentigo maligno e
espalhamento superficial) e idade (mais de 60 anos de idade pior que 60 anos ou
menos). Entretanto esses autores, por basearem seus estudos em dados retrospectivos,
ndo puderam avaliar a influéncia da ulceracédo, regressdo e mitoses, pois esses dados
ndo estavam disponiveis em todos os registros (29).

Com relagdo a localizacdo anatdbmica, Wong et al. realizaram uma

analise retrospectiva de um banco de dados de 3.428 pacientes, acompanhados de 1971
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a 1989, com MC primario com ou sem metastases linfonodais regionais, comparando
MC nas chamadas areas “BANS” (regido dorsal, bragos, cabeca e pescoc¢o). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo dos niveis de Clark ou na
extensdo do envolvimento linfonodal entre zonas “BANS” e ndo-“BANS”. A
sobrevida, em cinco anos, dos pacientes com MC primario sem metastases linfonodais
foi de 87% nos localizados em zonas “BANS” e de 89% nas zonas ndo-"BANS”. A
sobrevida, em cinco anos, no grupo com metastases linfonodais foi de 38% nos
localizados em zonas “BANS e de 69%, em zonas ndo-“BANS”. Os dados parecem
correlacionar um pior progndstico para pacientes com MC originados nessas areas e
com metastases linfonodais regionais (30).

Buttner et al., analisando dados de 5.093 pacientes de quatro centros
germanicos de dermatologia, encontraram uma relagdo linear entre a espessura do
tumor e o risco de morte causada por MC com até seis mm de espessura (31).

Com relacdo a possivel influéncia do género na sobrevida do MC, Shaw
et al. analisaram dados computadorizados de 780 pacientes com MC atendidos na
Clinica de Melanoma do Hospital de Sydney entre janeiro de 1950 e marco de 1978,
sendo 372 homens e 408 mulheres. Foram examinados a espessura do tumor, evidéncia
de regressao, tipo histopatolégico e atividade mitética. A média da espessura do tumor
foi menor nas mulheres e maior nos homens. Tanto em homens, quanto em mulheres,
provou-se uma correlagdo direta entre a espessura do rumor e a sobrevida em cinco
anos, mas as mulheres apresentaram uma taxa de sobrevida maior do que os homens
em cada nivel de espessura. Esses ultimos dois achados, em combinagdo, podem
contribuir para a superioridade feminina geral na sobrevida. Ndo foram encontradas
outras correlacBes entre 0 sexo e a sobrevida ao comparar-se outras caracteristicas

histopatologicas (32). Stadelmann et al. estratificaram os fatores de risco pelos estagios
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do MC. Os fatores do MC estagios | e Il foram espessura do tumor, presenca de
ulceracdo, localizacdo anatdémica, tipo de tratamento cirargico (margens), nivel de
invasdo e sexo. As sobrevidas estimadas em cinco anos para os estagios | e 11 sdo 93%
e 77%, respectivamente. J& em estagio 11, detectou-se que a cada metastase linfonodal
desenvolvida, as caracteristicas do tumor primario assumem significado cada vez
menor na predigdo da sobrevida. Na base de dados da Universidade do Alabama e da
Unidade de Melanoma de Sydney (UAB-SMU), em andlise multivariada, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre sexos, tamanho de linfonodos palpaveis,
intervalo livre de doenca e idade do diagndstico inicial em pacientes em estagio Ill.
Quanto ao namero de linfonodos comprometidos houve uma variagdo de sobrevida da
seguinte ordem: um linfonodo, 40%; dois a quatro linfonodos, 26% e cinco ou mais
linfonodos, 15% em 10 anos (P<0,001). Em melanoma, como na maioria dos tumores
solidos, um dos mais poderosos indicadores progndésticos de sobrevida é a extensdo do
envolvimento linfonodal. Em pacientes com MC, a presenca de linfonodos metastaticos
reduz a sobrevida em cinco anos em 40%, quando comparados com pacientes sem
comprometimento linfonodal. Embora muitos outros fatores relacionados ao tumor
priméario devam ser levados em consideragdo, como determinantes do prognéstico para
modelos de sobrevida, todos séo relativamente sem importancia quando se considera a
presenca de metastases linfonodais. A sobrevida média em pacientes em estégio 111 é de
cerca de 41% em cinco anos. Pacientes em estagio IV (metastases a distancia)
apresentam um pior progndéstico, com uma média de sobrevida, apds o diagnostico da
metéstase a distancia, de 6,0 a 7,5 meses e sobrevida, em cinco anos, de
aproximadamente 6%. Perdem sua importancia progndstica nesse estagio o sexo, a
localizacdo do tumor primario e a idade, embora pacientes em estagio IV tendam a ser

mais velhos que pacientes em estagios | e Il. Ja o intervalo livre de doenca, se maior
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que 12 meses, associa-se a melhor progndstico. Outro fator de grande importancia € o
sitio da metastase a distancia. Existe uma diferenca importante entre sitios viscerais e
ndo viscerais. Em analise multivariada, a presenca de metastase ndo visceral isolada
(por exemplo, tecido celular subcutaneo ou tecido muscular esquelético) apresenta uma
média de sobrevida apos o diagnostico, de oito meses, com uma sobrevida, em um ano,
de 48%. A presenca de metéstases viscerais, com ou sem metastases ndo viscerais
associadas, reduz a sobrevida média para trés meses, apds o diagnostico, e a sobrevida,
em um ano, para 18%. O numero de sitios metastaticos também é de importancia,
sendo que quanto menor o ndmero de sitios, melhor o progndstico. Outros fatores de
bom prognéstico sdo o sexo feminino, bom estado geral (“status performance”),
auséncia de envolvimento hepético e presenca de envolvimento ésseo isolado (11).

Em uma outra série, Barth et al. analisaram retrospectivamente dados
armazenados de 1.521 pacientes em estdgio IV tratados no John Wayne Cancer
Institute, durante o periodo entre 1971 e 1993. A média de sobrevida foi de 7,5 meses, e
a taxa estimada de sobrevida, em cinco anos, foi de 6 %. Trés variaveis independentes
foram positivas na predigdo de sobrevida: sitio inicial da metastase, intervalo livre de
doenca antes da metéstase a distancia e o estagio da doenca antes do surgimento da
metastase a distancia. As metastases linfonodais, subcutaneas ou gastrointestinais (ndo-
hepaticas) apresentaram uma média de sobrevida de 12,5 meses, com uma sobrevida
estimada, em cinco anos, de 14%. J& as metastases pulmonares obtiveram uma média
de sobrevida de 8,3 meses, com sobrevida estimada, em cinco anos, de 4% e as
metastases hepaticas, cerebrais ou 6sseas, uma média de sobrevida de 4,4 meses e a
sobrevida, estimada em cinco anos, de 3%. N&o houve modifica¢do significativa na
taxa de sobrevida em cinco anos para pacientes com estagio IV a despeito das novas

modalidades de tratamento surgidas (33). Ryan et al., Eberlein e Presant et al.
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encontraram resultados semelhantes em relacdo a presenca de metastases hepaticas,
pulmonares, numero de sitios metastaticos ndo 0sseos, baixo estado geral (“status
performance”) e presenca de sintomas relacionados a metastase como indicativos de
pior progndstico (34, 35 e 36).

Markowitz et al., em uma série de 231 pacientes com MC metastéatico,
encontraram como sitio primario de recorréncia linfonodos regionais (41%), tecido
celular subcutaneo (36%) e visceras (23%). A média de intervalo livre de doenca foi de
32 meses (um a 218 meses). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
intervalo livre de doenca entre metastases subcutadneas (média de 37 meses),
linfonodais (média de 30 meses) e viscerais (média de 25 meses). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na sobrevida dos grupos de recorréncia subcutanea e
linfonodal, porém os com metastases viscerais tiveram um pior progndstico. Apos a
analise multivarada, o fator mais importante foi o sitio inicial da recorréncia, com a
metastase visceral com apenas 11% de sobrevida em cinco anos; porém, se a ressec¢ao
cirurgica foi completa e quimioterapia agressiva, cinco (25%) dos 20 pacientes
sobreviveram até cinco anos. Estagio da doenca no momento do diagndstico inicial foi
0 segundo fator de risco independente mais importante. O fator de risco final foi o
género: 1,4 homem para cada mulher. Shaw, Karakousis e Reingten, ao avaliarem
séries diferentes de pacientes inicialmente em estagio | que evoluiram para lesdes
metastaticas, também encontraram que a sobrevida depende apenas, ou principalmente,
do sitio metastatico, com pior sobrevida esperada para pacientes com metastases
viscerais (20). Ja Schlagenhauff et al., analisando metéstases cuténeas, subcutaneas,
linfonodais e viscerais de MC de sitio priméario indeterminado, encontraram uma
sobrevida semelhante entre os estdgios com os casos de MC de sitio primério

conhecido (37).
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O tratamento para 0 MC metastatico permanece basicamente cirdrgico
sendo que a resseccdo de lesdes metastaticas esta associada a melhora nas taxas de
sobrevida. Tradicionalmente a eficacia da quimioterapia contra o MC tem sido
desapontadora. Dacarbazina (DTIC) permanece como a Unica droga aprovada pelo
FDA para tratamento quimioterapico do MC e tem uma taxa de resposta de cerca de
25%. O Interferon alfa 2b (IFN) € atualmente aprovado pelo FDA para imunoterapia do
MC estagios Ilb e Il (Tabela Il e 1V), com efeito positivo confirmado no intervalo
livre de doenca, mas ndo na sobrevida e associado com alta toxicidade e custo elevado.
Outra citocina é a Interleucina-2 (IL-2), com atividade antimelanoma reprodutivel e
taxas de resposta del0% a 20%. Apresenta uma taxa de resposta completa de 6%
apesar de suas taxas também altas de toxicidade. A radiorresisténcia do MC ¢ algo
bastante conhecido, embora alguns pacientes respondam bem ao tratamento
radioterapico, principalmente, em metéastases 0sseas (fraturas patoldgicas) e em sistema
nervoso central (SNC), como tratamento paliativo. Um aumento na sobrevida foi
encontrado ao combinar-se resseccdo cirdrgica e radioterapia em metéstases de SNC,
com taxas de resposta a radioterapia variando de 60% a 70%. Algumas outras formas
de tratamento estdo sendo alvo de grandes investigacdes cientificas, como
modificadores da resposta imunoldgica, bioquimioterapia, marcadores imunoldgicos,
imunoterapia e terapia genética (22).

Esses baixos resultados de sobrevida e de resposta a tratamentos néo
cirdrgicos em pacientes com MC metastatico tém levado muitos investigadores a
buscar marcadores que identifiguem quais pacientes ttm um maior potencial de
responder a tratamentos mais agressivos com agentes citotoxicos, ou que
independentemente do tipo de tratamento apresentardo uma méa evolucdo (38).

Numerosos marcadores bioldgicos e moleculares com relevancia clinica estdo sendo
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continuamente estudados. Alguns seguramente ajudarao a refinar as variaveis clinicas e
patoldgicas que predizem o desfecho clinico e o padrdo de metastases. Entretanto, ndo é
provavel que cada melanoma respondera de uma maneira previsivel, deixando claro por
que foi considerado de comportamento caprichoso e randdmico (8). Dentre esses
marcadores, encontram-se o ICAM-1, MUC-18, Cd44, DOPA, 5-S-cysteinyldopa (5-S-
CD), 6H5M12C, p53, p16 e Bcl-2, entre outros (8 e 39).

A via final da maioria dos tratamentos ndo-cirargicos das neoplasias ¢ a
inducdo da apoptose (morte celular programada). Kher et al., em 1972, cunharam o
termo “apoptose” de uma palavra grega utilizada para descrever a queda das folhas das
arvores ou das pétalas das flores, referindo-se a um tipo particular de morte de células
isoladas em termos morfofisiologicos (12, 13, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 e 48). Kehr
et al. também enfatizaram que a morte celular programada (apoptose) ndo é randémica,
mas tem caracteristicas morfolOgicas distintas, que incluem a compactacdo da
cromatina contra a membrana nuclear, contracdo celular com preservagdo das
organelas, perda da adesdo as células vizinhas, “embolhamento” nuclear e
citoplasmatico para formar fragmentos “envelopados” por membrana, conhecidos como
“corpos apoptdticos”, que sdo rapidamente fagocitados por células parenquimatosas
adjacentes ou macrofagos. Apoptose geralmente afeta células individuais. Caso todas as
células de uma area particular sejam iniciadas, entdo o processo é bastante rapido,
podendo levar apenas uma hora para ser concluido (42 e 48). A ingestdo de células
apoptaticas pelos macréfagos ndo induz a liberacdo de enzimas proteoliticas ou radicais
livres de oxigénio. A fragmentacéo celular ocorre sem a liberagdo de conteudo celular
no espaco extracelular e a remocdo dos corpos apoptéticos ndo causa resposta
inflamatoria. A auséncia de inflamacdo é uma caracteristica crucial, j& que permite a

morte celular sem lesar as células adjacentes. Apoptose tem lugar durante a
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embriogénese, no curso da renovacdo tecidual normal, e em tecidos hormonio-
responsivos, apos a retirada de horménios tréficos. Exemplos de apoptose em células
somaticas adultas incluem: queratinécitos, descamacdo do epitélio de revestimento
intestinal, atrofia prostatica apos castracdo, involugdo mamaria apos a lactacdo e morte
de neutrdfilos maduros. A homeostase tecidual é mantida através de um delicado
balanco entre a proliferacdo celular e a apoptose. Ao contrario da necrose, a apoptose
necessita energia, sob a forma de ATP (adenosin triphosphate), para ocorrer (42 e 43).
A célula pode responder a uma gama de lesdes de varias maneiras: ela pode
interromper a divisdo celular até que o dano seja reparado, ela pode submeter-se a
apoptose ou prosseguir no ciclo celular sem interrupcdo (42). Defeitos na apoptose
estdo implicados na génese de diversas doengas. Por exemplo, doencgas auto-imunes,
como a tireoidite de Hashimoto e Lupus Eritematoso Sistémico sdo causadas por morte
celular excessiva na tiredide e em outros 6rgaos alvo. Por outro lado, a diminuigdo da
apoptose nas células imunes auto-reativas, além da sua inducdo e proliferacéo,
desempenha um papel importante no desenvolvimento de auto-imunidade. Apoptose
neuronal tem um papel importante no desenvolvimento de doencas degenerativas do
SNC, por exemplo, nas doencas de Parkinson e Alzheimer, e nas desordens do sistema
nervoso periférico, como diversas neuropatias (40 e 43). A apoptose também esta
relacionada a doencas como sindrome da imunodeficiéncia adquirida, infarto agudo do
miocardio e doencas vasculares cerebrais. A apoptose é um excelente método de
prevenir a transformacdo maligna. Apoptose anormal pode contribuir para o
desenvolvimento do céancer, tanto por acimulo de células em divisdo, quanto por
obstruir a remocdo de variantes genéticas com potencial maligno. O que determina o
caminho que a célula vai seguir apds o dano no DNA, quer seja parar o ciclo celular

para reparo, quer seja induzir a apoptose néo € ainda totalmente entendido, mas sabe-se
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que alguns oncogenes que estimulam a divisdo celular —como o ¢c-myc — podem ajudar a
encaminhar a celula para apoptose (42). Entre os oncogenes relacionados com a
carcinogénese, existem 0s que promovem a apoptose e que, quando funcionam mal,
estimulam o crescimento tumoral, tais como o p53 selvagem (denominado de “guardido
do genoma”), o FAS e 0s membros pro-apoptoticos da familia BCL-2; os que inibem a
apoptose, como o p53 mutante e os membros antiapopt6ticos da familia BCL-2 (41).

Os mecanismos genéticos e moleculares da apoptose foram pela
primeira vez caracterizados perto do final dos anos 1980 e inicio dos anos 1990 em
estudos no verme Caenorhabditis elegans. A morte celular programada durante o
desenvolvimento do C. elegans é extremamente precisa e previsivel: genes especificos
sdo ativados para destruirem exatas 131 células, deixando 959 células no adulto normal.
Os estudos nesse verme revelaram que a apoptose consiste em quatro passos
sequenciais bem definidos: 1) disparo de estimulos de morte intra ou extracelulares; 1)
morte (execucgdo) celular pela ativacdo de proteases intracelulares (caspases); IlI)
fagocitose dos corpos apoptdticos por células circunvizinhas ou macréfagos e 1V)
degradacao desses corpos apoptoticos dentro das células fagociticas. No C. elegans, os
produtos dos genes ced-3 e ced-4 (proteinas) sdo necessarios para a execucdo da
apoptose, e 0 produto do gene ced-9 previne a apoptose por inibir a agdo do ced-3 e
ced-4. A proteina ced-9 é uma proteina multifuncional que estd localizada na
membrana externa da mitocondria e de outras organelas intracitoplasmaticas (48).

O gene Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2), homologo funcional do
ced-9 nos mamiferos, foi identificado na translocacdo 14:18 (g32;921) em linfomas
foliculares de células B e correlacionado com a inibicdo da apoptose (morte celular
programada) , sem, porém, interferir na proliferacdo celular (12, 14, 17, 18, 21, 49, 50,

51, 52, 53, 54 e 55). O Bcl-2 inibe a apoptose induzida por uma série de insultos
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citotoxicos como, por exemplo, a radiacdo ultravioleta e gama, retirada de citocinas,
dexametazona e drogas citotoxicas. A proteina codificada por esse gene (bcl-2) € uma
proteina integral de membrana (26kdA) que se localiza no nucleo, membrana externa
da mitocondria e reticulo endoplasmatico (12, 13, 14, 38, 41, 45, 48 51 e 56). Além de
presente em linfocitos B, o Bcl-2 também estd habitualmente presente nos seguintes
epitélios adultos normais: | - células ductais de todas as glandulas exdcrinas, incluindo
pancreas, glandulas salivares e sudoriparas; Il - células basais ou proliferativas, como
0s queratindcitos basais, melandcitos e as células da base das criptas intestinais; 111 -
células epiteliais responsivas a estimulos hormonais como as do endométrio, prostata, e
glandulas mamarias; e IV - neurbnios (12, 13, 14, 38, 51, 52, 55 e 56). Em tumores o
Bcl-2 esté presente, em tumores como linfoma de células B, cancer de prostata e mama,
carcinoma de pulmdo ndo-pequenas células, neuroblastoma, cancer de c6lon, cancer de
ovario, cancer de tiredide e melanoma cutaneo e uveal (12, 14, 15, 16, 49 e 51).
Elevados niveis de bcl-2 aumentam a resisténcia as drogas e estdo relacionados com
pior prognostico em alguns tumores solidos, como o carcinoma de prostata. Nao h4,
entretanto, correlagdo entre altos niveis de bcl-2 e pior prognéstico em outras
neoplasias malignas como tumores de mama, ovario, pulméo e tireide. H4 uma relacéo
inversa entre a expressao de bcl-2 e prognéstico em cancer de célon e ndo ha relacdo
entre a expressao de bcl-2 e melanoma uveal (15 e 57).

O Bcl-2 é um dos membros de uma familia de muitos genes envolvidos
com a morte e sobrevida celular, sem afetar a proliferacdo celular. Todos possuem um
de quatro dominios homdlogos. Entre os membros da familia BCL-2 com func¢éo
antiapoptética em células de mamiferos, estdo Bcl-2, Bcl-x,, Bel-w, Mcl-1, Al, NR-13,
ORF 16, KS-Bcl-2 e 0 E1B-19K. J& os membros com fungdo pro-apoptoética sdo: Bax,

Bcl-xs, Bak, bok, Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bim_, Bad, Bid e EGL-1 (50 e 54). O
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oncogene antiapoptotico mais bem estudado entre os que regulam a morte celular
apoptotica é o Bcl-2 (52).

A expressdo de Bcl-2 tem sido relatada em epitélios normais (tanto
horménio-responsivos, como ndo) e doencas malignas epiteliais. Apesar de o maior
numero de ceélulas epiteliais que expressam bcl-2 encontrar-se nas zonas de
proliferacdo, sua expressdo ndo esté diretamente relacionada com a proliferacédo celular.
O Bcl-2 também esta relacionado com células-tronco comissionadas a diferenciacdo e
morfogénese. A vantagem na sobrevida advinda da presenca de bcl-2 prolonga o tempo
de vida das células epiteliais com potencial de diferenciacdo e permite que a
proliferacdo, diferenciacdo e morfogénese acontecam. A superexpressdao de bcl-2
protege as células epiteliais da morte, mas ndo é capaz de imortalizar a célula, nem de
causar transformagéo maligna (56).

Rodriguez-Villanueva et al., analisaram, por método imunoistoquimico,
a expressao de bcl-2 em pele normal e canceres de pele ndo-melanoma, utilizando
anticorpo monoclonal especifico para bcl-2 (anti-bcl-2 monoclonal antibody — DAKO).
Esse estudo demonstrou a presenca de bcl-2 em queratindcitos basais, melandcitos,
papilas dérmicas dos foliculos pilosos, camadas queratinizadas de Henle e Huxley e nas
células queratinizadas do istmo e infundibulo piloso. Além disso, intensa coloragdo foi
observada nas células da espiral secretoria das glandulas sudoriparas écrinas. A
distribuicdo da proteina bcl-2 na pele normal, ndo demonstrou correlacdo com a
localizac@o histolégica conhecida dos compartimentos de células basais. O carcinoma
basocelular apresentou altos niveis de proteina bcl-2. Ja o carcinoma epidermdéide ndo
exibiu reacdo imunoistoquimica detectavel para bcl-2 (52).

Em relagdo a expressdo de bcl-2 no MC, os achados sdo contraditorios.

Tron et al., analisando a expressdo imunoistoquimica da proteina bcl-2, utilizando
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anticorpo monoclonal (em diluicdo 1:100) (DAKO 124, mouse monoclonal),
demonstraram forte coloracdo em melandcitos normais (trés de quatro amostras), em
nevus comuns adquiridos (cinco de sete). Ja em MC, somente trés dos 23 melanomas
primarios e trés dos nove melanomas metastaticos coraram fortemente quando com
parados a melandcitos da pele normal e de nevus adquiridos. E interessante observar
que nenhum dos seis nevos displasicos, precursores do melanoma, coraram fortemente
com bcl-2, comparados com melandcitos e nevus, mas com expressdo similar aos
melanomas. Sua conclusdo foi de que a expressdo de bcl-2 em melanécitos diminui
com a malignizacdo e que isso pode estar relacionado a aquisicdo de caracteristicas
autondmicas de crescimento durante o processo de transformagdo maligna (51).

J& Morales-Ducret et al., utilizando anticorpo monoclonal bcl-2 (em
diluicdo 1:500) (M887, DAKO) em técnica de imunoistoquimica, encontraram
expresséo positiva de bcl-2 nos 23 carcinomas basocelulares analisados, em dois dos 20
carcinomas epidermoéides (pequenos focos ou coloracdo difusa e bem fraca), em
nenhum dos oito carcinomas epidermdides “in situ”, em nenhum dos oito casos de
ceratose actinica e em 16 dos 18 casos de MC. Os autores sugeriram que a expressao de
bcl-2 em MC pode ser somente um reflexo da presenca de bcl-2 nos melandcitos ou
pode ser um interessante marcador de resisténcia tumoral & quimioterapia e radioterapia
(55).

Tang et al., empregaram técnica imunoistoquimica para deteccao de bcl-
2 (bcl-2 mouse monoclonal; DAKO), encontraram uma expressao diminuida de bcl-2
em todos os casos de MC quando comparados aos nevus benignos. Sua concluséo é de
que outros genes relacionados com a apoptose, como o0 Bcl-x., tenham maior

importancia na evolugdo do MC que o Bcl-2 (15).
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Leiter et al., ao utilizarem PCR, identificaram forte expressao de bcl-2
em 14 de 16 melanomas metastaticos (87,5), em sete de 13 casos de MC primarios
(53%), sete de 15 nevus (46%) e sete de 16 amostras de pele normal (43%) (P<0,05).
Eles sugeriram que a expressdo de bcl-2 aumenta com a progressdo do tumor (21).

Collins et al., analisaram a expressao de bcl-2 por imunoistoquimica em
MC in situ, primério e metastatico, e graduaram a intensidade de 0-4+. Dos melanomas
in situ, 75 % apresentaram coloracdo de média intensidade (1-2+). J& os melanomas
primarios (80%) e metastaticos (95%) apresentaram coloracdo de média a forte
intensidade (2-4+) (18).

Grover et al., utilizaram citometria de fluxo e anticorpo monoclonal
contra bcl-2 humano (Dako Ltd. UK) em diluicdo 1:20 e avaliaram 1.000 eventos
(células) por amostra. Seus achados revelaram a expressao de bcl-2 como fator
prognostico independente na determinagdo da sobrevida em pacientes com metéstases
linfonodais regionais de MC (¢2=7,02; P<0,01) (14).

Atualmente, um dos grandes desafios da medicina moderna estd em
obter dados suficientes para um adequado progndstico dos pacientes com MC. Apesar
de a maioria dos MC primarios com espessura inferior a 0,76 mm apresentar um bom
prognostico, varios estudos tém demonstrado que 5% a 22% desses pacientes morrerao
por doenca metastatica. Ao contrario, ha um grupo de pacientes com melanomas
espessos (>3,6 mm) que apresentam uma longa sobrevida (mais de 10 anos) (18).
Muito ainda ha a descobrir-se na biologia molecular do MC que certamente ajudara a

entendermos o porqué de diferencas como as discutidas acima.
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TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

A expressdo de bcl-2 foi avaliada por método imunoistoquimico.
Realizaram-se cortes de cada bloco das metastases e foi realizada coloracao
convencional por Hematoxilina e Eosina. Ap0s a avaliacdo do patologista e da
pesquisadora, foram escolhidos os blocos com maior representacdo tumoral. Desses
foram realizados cortes de quatro um e deixados em estufa a 56° C por 24 horas.
Procedida a desparafinizacdo e hidratagdo por meio de imersdo seriada em xilol e
alcool em concentracBes decrescentes (100 a 20%) a temperatura ambiente, foi
realizada a recuperagdo antigénica com o objetivo de recuperar os sitios antigénicos
inibidos pelo processo de fixacdo. Para tanto se utilizou o método de irradiacdo em
forno de microondas em que os cortes sdo incubados em tampao citrato com pH seis e
levados ao forno de microondas na poténcia maxima por trés vezes de cinco minutos,
com descanso de dois minutos entre cada vez. Apos, sdo deixados em descanso de 20
minutos dentro do aparelho e a seguir em descanso de 15 minutos em temperatura
ambiente. Sdo entdo lavados em &gua corrente, em agua destilada e imersos em tampéao
PBS por cinco minutos. Para bloguear as enzimas do tecido que podem interferir na
reacdo, foi utilizado o método de blogueio da peroxidase enddgena, que consiste em
dois banhos de 20 minutos cada, em perdxido de hidrogénio a 5 % em agua destilada, e
lavagem em agua corrente, dgua destilada e imersdo em tampdo PBS por cinco
minutos. Com o objetivo de bloquear as reacdes inespecificas que determinariam um
resultado falso positivo, utilizou-se um banho com leite em pd desnatado, reidratacao
em tampéo PBS a 5 % por 40 minutos, com posterior lavagem em &gua corrente, agua
destilada e imersdo em tampdo PBS por cinco minutos. A reacdo de anticorpo
especifico foi realizada com anticorpo Bcl-2 (IgG um, kappa, 280mg/L - Monoclonal

Mouse Anti-Human bcl-2 Oncoprotein Clone 124 Code no. M0887 Lot 018 / DAKO
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CORPORATION —Carpinteria, CA 93013 USA) diluido em tampédo PBS (1:500). Os
cortes sdo entdo levados a camara escura por uma hora a 37° C ou deixados durante a
noite em geladeira a 4°C. As laminas séo lavadas individualmente com trés banhos em
tampdo PBS de cinco minutos cada. Utilizou-se o anticorpo secundario do Kit
DAKO/LSAB (Dako Liquid DAB Large Volume Substrate-Chromogen System Code N°:
K3466/ DAKO CORPORATION -Carpinteria, CA/USA), por 30 minutos. Apés,
ocorreram trés banhos de cinco minutos cada com tampdo PBS. Para revelacéo,
utilizou-se o kit DAB. A contracoloracéo foi realizada com Hematoxilina de Harris, por
20 segundos, apos lavagens sequenciais com agua corrente, dgua amoniacal a 2%,

alcool e xilol, com posterior montagem.
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Anexo 1 : Protocolo de coleta de dados

1 — Identificacéo:

1.1 - Nome:
1.2 - Prontuario: 1.3 - Cidade de Nascimento:
1.4 - Cidade de Origem: 1.5 - Profissao:

2 —Datadenascimento:_ / /  3.—Sexo: () Feminino () Masculino

4— Data do primeiro diagndstico:_ / /

5- Tipo de leséo: ( ) Espalhamento supenﬁl ( ) Lentigo maligno () nodular
( )acral ( ) Amelanoético

ulceracgéo: sim( ) nao( )
crescimento vertical : sim( ) nao( )
indice mitético: sim( ) ndo( ) __/campo de grande aumento
infiltrado linfocitéario: sim( ) ndo( )
reacao estromal: sim( ) nao( )
proliferacdo vascular: sim( ) ndo( )
regressao: sim( ) ndo( )
6 — Breslow: mm

7-Clark: ()1 - OO OV (v
8 — Localizacdo anatdmica: () cabeca e pescoco () Tronco ()Membros superiores
()Membros inferiores ()Plantar () Palmar
9 — Recidiva local: Sim( ) Nao( ) AP. Peca n®:
10 — Primeira metastase: __ /[ AP. Peca n®:
11 — Localizagdo anatdmica: () cabeca e pescoco () Tronco ( )Membros superiores
()Membros inferiores ()Plantar () Palmar
12 — Tratamento: ( )Ressecc¢do cirurgica () Observacdo
13 — Doencas associadas:
14 — Tratamento adjuvante:
14.1 Quimioterapia:
- drogas:
- ciclos:
- periodo:_/ [/ _a__ [ |
14.2 Radioterapia:
- dose:
- localizacéo:
- periodo:__ /| a_ | [
15 — Metéstases a distancia:
15.1 Localizagdo anatdmica: () cabega e pescoco () Tronco ()Membros
superiores ( )Membros inferiores ()Plantar () Palmar
15.2 Tratamento: ( )Resseccdo cirurgica () Observacao
15.3 AP. n° da peca ou local (ex:Geyer,etc):
16 — Ultima consulta: /[

17 - Obito: |

18-Bcl-2: ()0 () ()N
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Anexo 2: Aprovacdo pelo Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagdo da Faculdade

de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Anexo 2: Aprovagio pelo Grupo de Pesquisa ¢ Pis-Gradua¢iio da Faculdade de

Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
% HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacgao
COMISSAD CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAD

A Comissdo Cientifica @ a Comissio de Pesquisa e Etica em Salide, que é reconhecida pela Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEPYMS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pela Office
=or Human Research Protections (OHRPYUSDHHS, como Institucional Review Board (IRBODODDS921)
analisaram o projeto:

Projeto: 01-108

Pesquisadores:
I_¥ CAMPOS CORLETA,
v23iLla BITTENCOURT ESPINDOLA

Titulo: EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DA PROTEINA BCL-2 METASTASES DE
MELANOMA CUTANEC E SUA RELAGAQ COM A SOBREVIDA.

Zxa projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de
—=nsentimento Livre e Esclarecide, de acordo com as Diretrizes e Nommas Intemacionais e Macionais,
sscacialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Consalho MNaclonal de Saide

Porto Alegre, 18 de Maio de 2001.
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Frofa. Tnenu"'s Reyerbel da Silveira
Coordenadord de GFFG e CEP-HCPA
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