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RESUMO

Introducdo: O melanoma maligno é uma doenca agressiva e sua incidéncia esta
aumentando no mundo. A predisposicdo genética e a exposicdo a fatores
ambientais, principalmente a luz solar, sdo fatores de risco. A distingdo
histopatoldgica entre nevos e melanomas pode ser dificil. Prevé-se que a avaliacao
da expressdo imuno-histoquimica de alguns genes poderia contribuir para o
diagnéstico diferencial de lesdes histogicamente questionaveis. Objetivo: Investigar
se a avaliacdo da expressao imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWISTL1 e
CDH1 (E-caderina), que participam dos mecanismos de adesé&o celular e transigao
epitelial-mesenquimal, contribui para o diagndstico diferencial das lesdes
melanociticas de dificil diagnéstico. Metodologia: Estudo transversal retrospectivo
baseado na avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica dos genes CADMI,
TWIST1 e CDH1 por imuno-histoquimica em amostras de 30 nevos compostos
displasicos, 30 melanomas com menos de 1,0 mm de espessura e 30 melanomas
com mais de 1,0 mm de espessura, diagnosticados no periodo de 2013 a 2016, em
Joinville/SC. Foi utilizado um score que avaliou a intensidade da coloracdo e a
proporcao de células coradas. Resultados: Em comparacdo aos nevos melanociticos
compostos displasicos, observou-se reducdo significativa da expressdo dos genes
CADM1 e CDH1 nos melanomas (abaixo e acima de 1,0 mm de espessura) e nos
melanomas de mais de 1,0 mm de espessura, respectivamente. Também se
verificou menor expresséao dos genes CADM1 e CDH1 nos melanomas com mais de
1,0 mm de espessura em relacdo aos melanomas com menos 1,0 mm. O gene
TWIST1 néo apresentou diferenca significativa da expressdo entre 0S grupos.
Concluséo: Estes achados permitem concluir que a expressao imuno-histoquimica
do CADML1 tem potencial para contribuir como ferramenta auxiliar ao diagndsico

diferencial entre nevos melanociticos compostos displasicos e melanomas.

Palavras chave: Imuno-histoquimica, CADM1, TWIST, CDH1, melanoma, nevo

displasico.



ABSTRACT

Introduction: Malignant melanoma is an aggressive disease and its incidence is
increasing worldwide. Genetic predisposition and exposure to environmental factors,
especially sunlight, are risk factors. Histopathologic distinction between nevi and
melanoma can be difficult. It is anticipated that the evaluation of the
immunohistochemical expression of some genes could contribute to the differential
diagnosis of questionable histologically lesions. Objective: To investigate wether the
evaluation of the immunohistochemical expression of genes CADM1, TWIST1 and
CDH1 (E-cadherin), that take part in mechanisms of cell adhesion and epithelial-
mesenchymal transition, contributes to the differential diagnosis of melanocytic
lesions difficult to diagnose. Methodology: Retrospective cross-sectional study based
on immunohistochemical expression evaluation of genes CADM1, CDH1l and
TWIST1 in samples of 30 dysplastic compound nevus, 30 melanomas with less than
1.0 mm thick and melanomas with more than 1.0 mm thick, diagnosed between 2013
and 2016, in Joinville/SC. A score was used to evaluate color intensity and proportion
of cells stained. Results: There was a significant reduction in the expression of the
genes CADM1 and CDH1 in melanomas (below and above 1.0 mm thick) and in
melanomas of more than 1.0 mm in thickness, respectively, compared to dysplastic
melanocytic nevi. There was also lower expression of the genes CADM1 and CDH1
genes in melanomas greater than 1.0 mm thick compared to melanomas less than
1.0 mm. The gene TWIST1 showed no significant difference in expression between
groups. Conclusion: These findings allow us to conclude that the
immunohistochemical expression of CADM1 has the potential to contribute as an
auxiliary tool to the differential diagnosis between dysplastic compound nevus and

melanoma.

Key-words: immunohistochemstry, CADM1, TWIST, CDH1, cutaneous melanoma,

dysplastic nevus.
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1. INTRODUCAO

O melanoma maligno é uma das doencas mais agressivas nos seres
humanos. O numero estimado de mortes por melanoma é de 48.000 por ano, em
todo o mundo (ZHANG,; LI, 2012) e ha um aumento na incidéncia nas populacdes
caucasianas (KISZNER et al., 2014).

O melanoma é muito resistente a quimioterapia convencional e apenas em
torno de 14% de pacientes com doenca metastatica sobrevivem por 5 anos
(ZHANG; LI, 2012). A remocdo cirargica da lesdo primaria, antes das metastases, €
o0 principal tratamento e o mais eficaz, embora a abordagem terapéutica do
melanoma metastatico j& tenha terapias alvo (UGUEN et al., 2015).

A predisposicdo genética e a exposicdo a fatores ambientais aumentam o
risco para melanoma. Individuos com histérico familiar comprovado tem risco
significativamente maior para o desenvolvimento desta malignidade (JHAPPAN;
NOONAN; MERLINO, 2003). A exposicdao ocupacional, o estilo nutricional e
principalmente a exposicdo a luz solar sdo fatores ambientais relacionados ao
desenvolvimento do melanoma cutaneo. Mudancas significativas na expressao de
micro &cido ribonucleico (microRNA) em resposta a exposicao ambiental tém sido
relatadas (MELNIK, 2015).

A precisdo do diagnéstico do melanoma é critica para a contencdo da
malignidade. Portanto, se pacientes com melanoma forem subdiagnosticados, eles
podem ser inadequadamente tratados e estarem em risco potencial para a
disseminagéo regional ou sistémica da doenca (ZHANG,; LI, 2012).

O exame histopatologico permanece atualmente como "padrdo ouro" para o
diagnéstico de lesbes melanociticas. No entanto, a distingdo histopatologica
definitiva entre as lesdes benignas e as malignas, em alguns casos, pode ser dificil
(UGUEN et al., 2015). Apesar de varias caracteristicas histolégicas do melanoma
terem sido descritas, muitos critérios se sobrepdem aos dos nevos displasicos e de
outras formas de nevos benignos, como 0s nevos de Spitz. Portanto, o nivel de
discordancia no diagnostico de certas lesbes melanociticas pode ser elevado,
mesmo quando examinados por patologistas experientes (KASHANI-SABET et al.,
2009). E descrita uma discordancia interobservador relativa ao diagndstico de nevo

e melanoma variando de 2,3 a 25% das lesdes (UGUEN et al., 2015).
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A expressédo génica pode ser Util para a classificacdo de neoplasias, definicao
de progndstico e ainda como um marcador preditivo para terapia (KASHANI-SABET
et al.,, 2009). Marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramentas
diagnoésticas nas lesbes melanociticas uma vez que nevos e melanomas diferem
pela auséncia ou presenca de aberragbes cromossdmicas (UGUEN et al., 2015). As
vias de sinalizacao celular, controle do ciclo celular e de apoptose, dentre outras,
tém sido implicadas no desenvolvimento do melanoma. Porém, ha evidéncia que
nevos benignos podem ser clonais e conter alteracfes genéticas predisponentes
para 0 melanoma, como exemplo a mutacdo BRAF-V600E (quinase B do
fibrossarcoma rapidamente acelerado, V600OE). (KISZNER et al., 2014).

Ferramentas citogenéticas, tais como hibridizacdo genbmica comparativa
(CGH) e a hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) foram desenvolvidas para
ajudar na classificacdo de les6es melanociticas ambiguas. No entanto, estes
métodos moleculares requerem equipamentos apropriados e patologistas
qualificados, portanto, ndo sao utilizados rotineiramente na maioria dos laboratérios
(KASHANI-SABET et al., 2009).

Ao contrario, a imuno-histoquimica € difundida e utilizada na maioria dos
centros de patologia. No entanto, nenhum dos marcadores isolados, ou mesmo um
conjunto deles, até o momento, é suficiente para classificar inequivocamente uma
lesdo melanocitica como nevo ou melanoma (UGUEN et al., 2015).

Moléculas de adeséo celular, incluindo as caderinas, integrinas e as da
superfamilia das imunoglobulinas estdo envolvidas em um ou multiplos passos da
cascata de metastase (MCGARY; LEV; BAR-ELI, 2002). A E-caderina e a Molécula
de adeséao celular 1 (CADM1) sdo moléculas de adesédo que tem demonstrado sua
expressdo anormal nos melanomas (REES, 2012).

A perda da E-caderina representa a marca da transicao epitelial mesenquimal
em tumores epiteliais e também € evidente nos estagios tardios do melanoma,
especialmente em metastases nodais (CARAMEL et al., 2013).

A perda da expressédo imuno-histoquimica do CADM1, que frequentemente
ocorre nos melanomas, indica que esta molécula de adesao poderia servir como um
marcador de melanoma em lesdes histologicamente questionaveis (YOU; ZHANG;
ZHENG, 2012).
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E descrito que os niveis de CADM1 s&o inversamente relacionados aos niveis
de expressdo do gene do fator 1 de transcricdo hélice-alca-hélice basico da familia
Twist (TWIST1) que é responsavel por regular genes envolvidos na adeséo celular
(HARTSOUGH et al., 2015).

O TWIST1 esta envolvido no processo de transicdo epitelial mesenquimal
(TEM) (KHAN et al.,, 2013) que € um processo onde as células perdem as
propriedades de adesdo e adquirem critérios mesenquimais, permitindo sua invasao
e migracao (BECK et al., 2015).

Portando, avaliar a expressdo imuno-histoquimica em conjunto dos genes
CADM1, TWIST1 e CDH1 (E-caderina) em nevos e melanomas € importante para
determinar se estas moléculas podem auxiliar no diagnostico diferencial das les6es

melanociticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWIST1 e CDH1

em lesdes melanociticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se a expressdo imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWIST1 e
CDH1, nas lesbes melanociticas pode contribuir para o diagndstico diferencial entre
nevos melanociticos compostos displasicos e melanomas;

Analisar a expressao imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWIST1 e

CDH1, em relagéo a espessura dos melanomas;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 LESOES MELANOCITICAS

3.1.1 Conceito

As lesdes melanociticas caracterizam-se pela proliferacdo de melanécitos que
sdo células derivadas da crista neural (GRANT-KELS, 2007). Os melanandcitos
estdo na camada basal da epiderme ao lado de queratindcitos na propor¢éo de 1:30
(Figura 1). A principal funcdo dos melandcitos é proteger o acido desoxirribonucleico
(DNA) da radiacdo solar através da producdo do pigmento melanina
(PAPADOGEORGAKIS, 2013).

As lesbes benignas da linhagem melanocitica sdo denominadas de nevos
melanociticos e as lesdes malignas de melanomas (BASTIAN, 2014). Os nevos
displasicos sédo descritos como sendo um continum entre nevo e melanoma porque
eles sdo morfologicamente e biologicamente intermediarios entre estas duas
entidades (GOLDSTEIN; TUCKER, 2013)

O diagnéstico de nevo e melanoma € comum na pratica anatomopatoldgica.
Ainda assim, a familiaridade de tais proliferacbes nem sempre esta ligada ao
conforto interpretativo na determinacdo de suas propriedades bioldgicas (WICK;
PATTERSON, 2005). O diagnéstico diferencial entre nevo, nevo displasico e
melanoma, em muitos casos, pode ser desafiador (ZEMBOWICZ; PRIETO, 2010).

3.1.2 Epidemiologia
Os nevos séo alteracbes melanociticas cutaneas comuns, tendo em média

entre 10 a 40 nevos por pessoa. Em contrapartida, o melanoma € muito menos
frequente (MAGANA, 1994).
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Figura 1. Melanécitos humanos confinados a camada basal da epiderme. Fonte: Adaptada de
PAPADOGEORGAKIS, 2013.

Os nevos displasicos sao relativamente comuns na populacdo geral. Autores
tém descrito uma prevaléncia variando de 2 a 53% em diferentes estudos,
dependendo do critério diagnéstico (clinico e histolégico). Uma estimativa mais
acurada considera estar presente entre 2 a 8% dos caucasianos, apresentando-se
frequentemente em individuos com menos do que 30 a 40 anos de idade. A
frequéncia de nevo displasico em pacientes com histéria de melanoma € muito mais
alta chegando a 59% (SILVA et al., 2011).

Apesar do melanoma néo ser tao frequente quanto os carcinomas de pele, ele
tem alta taxa de mortalidade, com mais de 2.000 mortes no Reino Unido, em 2011.
Na Irlanda do Norte, o numero de melanomas aumentou de 103 casos por ano entre
1984-1992 para 258 casos por ano entre 2004-2009 (MCCOURT; DOLAN;
GORMLEY, 2014).

A American Cancer Society estima que para 2016, nos Estados Unidos da
América (EUA), aproximadamente 87.110 novos melanomas serdo diagnosticados,
sendo 52.170 em homens e 34.940 em mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017)

O melanoma cutaneo representa aproximadamente 4% de todos os tumores
malignos da pele e sua frequéncia estd aumentando no Brasil e em muitos outros
paises (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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A distribuicdo global do melanoma demonstra a importancia da radiagao
ultravioleta (UV) na patogenese desta doenca. Paises que estdo localizados em
latitudes mais perto da linha do Equador tem maiores taxas de melanoma em
pessoas de pele clara. Altitude elevada é também um factor de risco para o
desenvolvimento de melanoma, presumivelmente, porque a radiacdo UV é maior
devido a uma menor interferéncia entre a energia solar e material particulado
presente na atmosfera. Embora a latitude e a altitude possuam um papel
fundamental para desenvolvimento do melanoma, o fototipo também €é um
componente importante para explicar as variagdes na incidéncia de melanoma em
todo o mundo. A América Central, apesar de estar mais perto do equador do que a
América do Norte, tem uma taxa de incidéncia mais baixa presumivelmente devido o
predominio de pele mais escura (Figura 2) (HAWRYLUK; FISHER, 2011)

Equador

Incidéncia de melanoma cutaneo
(por 100.000 individuos)

. 41+

Bl 18-4.1

I 0.89-1.6
[ 0.48-0.89
[ <048

[1 Sem registro

Figura. 2 Variacdo geogréfica da incidéncia de melanoma no mundo por 100.000 habitantes
Fonte: Adaptada de HAWRYLUK; FISHER, 2011.

Conforme estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2016 no
Brasil, o melanoma afetara de 4 a 6 pessoas por 100.000 habitantes e com
incidéncia mais alta nas regifes sul e sudeste (COSTA; FERNANDES; BORGES,
2015).
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Um estudo que avaliou as caracteristicas dos melanomas em Joinville/SC, no
periodo de 2003 a 2014, encontrou uma incidéncia elevada em comparagdo aos
indices do Brasil. Uma das explicacGes para esse achado é que Joinville é habitada
predominantemente por populacdo de pele clara que vive préximo ao litoral onde,
muitas vezes, tem atividades recreativas com exposi¢ao solar de modo intermitente,
numa area com relativa rarefacdo da camada de oz6nio e com alto indice de
radiagdo UV (STEGLISH, 2015).

3.1.3 Classificacao

Os nevos sdo lesbes melanociticas benignas e os melanomas lesées
melanociticas malignas (BASTIAN, 2014). O melanoma in situ e o lentigo maligno
sdo consideradas lesdes pré-malignas (MCCOURT; DOLAN; GORMLEY, 2014) e os
nevos displasicos sédo descritos como sendo lesdes intermediarias entre nevo e
melanoma (GOLDSTEIN; TUCKER, 2013).

3.1.3.1 Nevos

Os nevos podem ser adquiridos, que Sao 0s mais comuns e possuem trés
estagios histoldgicos: juncional (Figura 3), composto (Figura 4) e intradérmico
(Figura 5). Os nevos podem ser congénitos que sdo aqueles presentes ao
nascimento e correspondem em torno de 1% de todos os nevos. Ha nevos
melanociticos fusiformes que se encontram na derme entre os feixes de colagenos e

excepcionalmente se associam com melanoma (MAGANA, 1994).
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Figura 3. Nevo melanocitico juncional. Proliferacdo de células névicas na juncdo dermo-

epidérmica. Fonte: MACKEE, 2012.
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Figura. 4. Nevo melanocitico composto. Proliferacdo de células névicas na juncdo dermo-
epidérmica e na derme. Fonte: MACKEE, 2012.

Figura. 5. Nevo melanocitico intradérmico. Proliferacdo de células névicas na derme. Fonte:
MACKEE, 2012.

Os nevos ainda sdo classificados como displasicos baseados em
caractéristicas clinicas e histopatolégicas (DUFFY; GROSSMAN, 2012a).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e o National Institutes of
Health (NIH), o diagnéstico histopatologico de nevos displasicos € baseado em
critérios maiores (mandatorios) e critérios menores (pelo menos dois precisam estar
presentes). Os critérios maiores sao hiperplasia melanocitica contigua ou lentiginosa
e atipia focal melanocitica. Os critérios menores sao fenébmeno de “ombro”, fusao
epitelial dos cones, fibrose lamelar concéntrica subepidérmica e infiltrado

inflamatério linfocitico perivascular superficial (Figura 6) (SILVA et al., 2011).
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Figura 6. Nevo melanocitico juncional displasico. Presenca de atipias celulares, hiperplasia

melanocitica, fibrose lamelar, jun¢éo dos cones epidérmicos. Fonte: MACKEE, 2012.

A presenca de 100 ou mais nevos com pelo menos um nevo com diametro
maior do que 8 mm e um nevo com caracteristicas clinicas de atipia, em pacientes
com antecedente familiar de melanoma cutaneo, caracteriza a sindrome do nevo
atipico classica, descrita por Clark (CLARK et al., 1978). No entanto, a definicdo
dessa sindrome é controversa. Em 1992 o NHI definiu esta sindrome como sendo a
ocorréncia de melanoma em pelo menos um parente de primeiro ou segundo grau,
grande quantidade de nevos (mais de 50), sendo alguns clinicamente atipicos e com
caracteristicas histologicas distintas (REZZE; LEON; DUPRAT, 2010).

3.1.3.2 Melanomas

O melanoma compreende subtipos relacionados a diferentes caracteristicas
clinicas, histoldgicas e a localizacdes anatémicas. A OMS baseia-se na classificacao
proposta por Clark hd quase 30 anos que utiliza aspectos morfolégicos para
diferencia-lo em quatro tipos principais: melanoma de disseminac¢édo superficial, o
mais frequente (Figura 7), lentigo maligno melanoma, melanoma nodular e

melanoma acral lentiginoso (BASTIAN, 2014).
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Figura 7. Melanoma de disseminacdo superficial. Presenca de células frequentemente

migrando para a superficie. Fonte: WEEDON, 2010.

O Colégio Americano de Patologistas utiliza a classificacdo da OMS
modificada, que inclui os seguintes subtipos: melanoma de disseminacdo superficial,
melanoma nodular, lentigo maligno melanoma, melanoma lentiginoso acral,
melanoma lentiginoso de mucosa, melanoma desmoplasico neurotrépico, melanoma
com origem em nevo azul, melanoma com origem em nevo congénito gigante,
melanoma da infancia, melanoma nevoide, melanoma sem outra classificacéo
(FRISHBERG et al., 2009) (LAGA; MURPHY, 2010).

Os melanomas sdo caracterizados clinicamente pela presenca de macula
hipercrémica com variagdo na coloracdo e bordas irregulares (COSTA,;
FERNANDES; BORGES, 2015). As lesbes pigmentadas s&o avaliadas pelo
mnemonico ABCDE (Figura 8) que inclui assimetria, irregularidade nos bordos,
variacdo na cor, diametro maior que 5 mm e evolucdo (SHIRAZI et al., 2015). A
sensibilidade do diagnéstico clinico dos melanomas para dermatologistas
experientes € relatada em torno de 70% (GARBE et al.,, 2012). A associacdo da
dermatoscopia pode aumentar a sensibilidade para 90% e apresentar com
especificidade de 50% (BOURNE et al., 2012).

Os critérios que formam a base do esquema de estadiamento incluem
espessura do tumor primario, ulceracdo, mitoses, metastases. A classificacdo T
baseia-se na espessura do tumor: menor ou igual a 1 mm, maior que 1 a 2 mm,

maior que 2 a 4 mm e superior a4 mm (DUNCAN, 2009).
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Figura 8. Lesdo assimétrica com bordas irregulares e pigmentacdo variegada. Fonte:
MCCOURT; DOLAN; GORMLEY, 2014.

3.1.4 Fatores de risco

O risco significativo para o desenvolvimento de melanoma em humanos esta
associado a predisposicdo genética e a exposicdo a fatores ambientais (Figura 9)
(JHAPPAN; NOONAN; MERLINO, 2003).

Pele, cabelos e alhos claros, Latitute geografica \\

Capacidade de bronzear, Exposicio 4 radiacio UV

Propensdo para queimar cumulativa

P Histaria de queimaduras solares
Multiplos nevos comuns . Melanoma

Newvos displasicos

Historia pessoal ou familiar de

melanoma

Figura 9. Fatores genéticos e ambientais que contribuem para o desenvolvimento do
melanoma. Fonte: PSATY et al., 2010.

3.1.4.1 Fatores de risco genéticos

Em 1820, Norris descreveu o que atualmente é considerado predisposicdo

familiar ao melanoma. Em 1978, Clark, relatou um aumento da incidéncia de
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melanoma cutaneo em familias com multiplas lesées melanociticas (Figura 10),
introduzindo o modelo de progressdo do tumor de melanoma a partir de nevo
melanocitico. Na época, Clark usou o termo sindrome B-K usando as iniciais dos
sobrenomes de pacientes. Atualmente, os termos sindrome do nevo displasico e
sindrome familiar do nevo displasico/melanoma tem sido utilizado. Em 1985, Elder
estendeu a teoria do “nevo-melanoma” para nevos displasicos esporadicos como um

possivel precursor de melanoma esporadico (SILVA et al., 2011).

Figura 10. Paciente com multiplos nevos displasicos. Fonte: (PSATY et al., 2010)

Pode-se argumentar que 0 melanoma tem um componente genético, uma vez
que os fatores de risco hereditarios, como caracteristicas fisicas tais como pele
clara, cabelos ruivos, olhos azuis e a sindrome familiar do nevo displasico-
melanoma sao determinados geneticamente (TSAO et al., 2012). Além disso, a
histéria pessoal de melanoma aumenta o risco para um segundo melanoma. Sabe-
se que de 1 a 8%, ou mais, dos pacientes com historia prévia de melanoma véao
desenvolver multiplos melanomas primarios e o risco de um segundo melanoma
primario aumenta para 19% entre pacientes com histéria familiar positiva (PSATY et
al., 2010).

3.1.4.2 Fatores de risco ambientais

Dos fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do melanoma, a luz
solar é considerada a principal causa (BRESSAC-DE-PAILLERETS et al., 2002).
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A radiacdo UV, que estd associada ao desenvolvimento do melanoma, pode
ser classificada em UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (100-280 nm). A
UVC e a maioria dos comprimentos de onda UVB sédo bloqueados pela camada de
ozbnio e apenas uma fracdo de UVB e UVA atinge a superficie da Terra
(MCCOURT; DOLAN; GORMLEY, 2014).

O aumento dos melanomas que ocorreu nos Ultimos anos foi associado com a
deplecdo da camada de ozbnio, que resulta em maior radiacdo UVB alcancando a
Terra. No entanto, estudos afirmam que a maioria dos melanomas, em torno de
92%, sao decorrentes de danos indiretos ao DNA, causados pela radiacdo UVA,
supondo-se que a deplecdo da camada de ozbnio ndo é a responsavel pelo
aumento radical dos melanomas nos ultimos anos (VOLKOVOVA et al., 2012).

Na lesdo direta ao DNA, a radiacdo UVB faz com que haja a formacédo de
ligagbes covalentes entre os pares de bases de citosina e timina no DNA e forma
dimeros de pirimidina (dimero de ciclobutano). Na lesdo indireta ao DNA, h&
absorcdo da radiacdo UVA por moléculas fotossensibilizadoras que transferem
energia para moléculas de oxigénio que se transformam em oxigénio singleto, que é
altamente reativo (VOLKOVOVA et al, 2012). Diversas sdo as moléculas
fotossensibilizadoras, dentre elas o dinucletideo de nicotinamida e adenina (NADH)
e dinucleotideo fosfato de nicotinamida adenina (NADPH), acido urocanico e
esterdis (ANNA et al., 2007).

A eficacia dos protetores solares que agem somente contra a radiacdo UVB é
discutida, uma vez que por evitar a queimadura, eles proporcionam maior tempo de
exposicao solar aos raios UVA (WOODHEAD; SETLOW; TANAKA, 1999).

Fatores ambientais que aumentam o risco de melanoma, tais como a
radiacdo, estdo associados com o0 aumento do micro acido ribonucleico (21miR-21)
que é um oncomiR. O aumento da expressado de miR-21 tem sido observado durante
a transicdo de uma lesdo melanocitica benigna para o melanoma maligno. Mutacdes
comuns no melanoma como genes BRAF e o homélogo do oncogene viral RAS do
neuroblastoma (NRAS) estdo associadas ao aumento da expressdo de miR-21, que
afeta genes alvo resultando em proliferacdo, diminuicdo da apoptose, instabilidade
genética, aumento do estresse oxidativo, angiogénese, invasdo e metastase (Figura
11) (MELNIK, 2015).
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Figura 11. Radiagcdo UV associada ao risco de melanoma pelo aumento
miR21. Fonte: Adaptada de MELNIK, 2015.

3.1.5 Patologia molecular

3.1.5.1 Patologia molecular dos melanomas

Os mecanismos patogénicos do desenvolvimento do melanoma ndo estéao
totalmente estabelecidos, mas sabe-se que varios genes e vias metabdlicas estédo
ativados (PALMIERI et al., 2009).

A progressdo do melanoma esta associada com ativacdo de oncogenes e
com eventos epigenéticos (YAJIMA et al.,, 2012). A ativacdo dos oncogenes pode
ocorrer por mutacao genética, delecdo, amplificacdo ou translocacdo. Os eventos
epigenéticos, que sdo mudancas reversiveis e ndo provocam alteragbes na
sequéncia de DNA, geralmente resultam da modulagéo transcripcional por metilacéo
de DNA e/ou por alteracbes na cromatina, como a modificacdo das histonas
(PALMIERI et al., 2009).

Os melanomas ndao mostram 0 mesmo cenario primario de eventos clonais,
mas alguns destes eventos sdo mais comuns do que outros. Algumas vias de
sinalizagcdo sdo mais conhecidas e geralmente controlam a proliferacdo celular, a
apoptose e a senescéncia celular (BENNETT, 2008).

A via proteino-quinase ativada por mitogénio/quinase regulada por sinal
extracelular (MAPK/ERK) participa do controle da proliferacéo celular (PALMIERI et
al., 2009). Esta via de sinalizacdo € regulada pelos receptores da tirosina quinase,
citocinas e receptores acoplados a proteina G (MOZURAITIENE et al., 2015).
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A proteina G RAS (HRAS, KRAS e NRAS) esta localizada na membrana
plasmatica e ativa o RAF formando um complexo que leva a fosforilacdo da proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK também conhecida como ERK) via ativacao
da MEK. ERK, quando fosforilada, entra no nucleo e afeta a expressédo de genes.
Isto conduz a mudancgas que controlam a proliferagéo celular (Figura 12) (YAJIMA et
al., 2012).
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Figura 12. Vias de controle da proliferagcéo celular e apoptose. Fonte: PALMIERI et al., 2009.

ERK esta hiperativada em 90% dos melanomas humanos por fatores de
crescimento e por alteragbes genéticas de fatores a montante, proteinas RAS e
RAF. Os genes NRAS e BRAF estdo mutados em 15 a 30% e em 50 a 70% dos
melanomas humanos, respectivamente (YAJIMA et al., 2012).

Na via de proliferacdo celular MAPK-ERK tem sido observado que os
melanomas possuem mutacfes ou do NRAS ou do BRAF, mas ndo de ambos, além
disso, aqueles com aumento do numero de coépias de ciclina D1 (CCND1)
geralmente ndo apresentam as ativacdes de NRAS e nem BRAF (BENNETT, 2008).
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A ativacao da via fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) desempenha um papel
significativo no melanoma, frequentemente em um cenario da ativagdo concorrente
da via de sinalizacdo RAS/RAF/MEK/ERK (MOZURAITIENE et al., 2015).

O gene supressor de tumor homélogo de tensina e fosfatase (PTEN) codifica
um lipideo e uma proteina fosfatase que regulam o crescimento celular e a
sobrevida através da sinalizacdo do fosfatidilinositol 3-quinase/serina/treonina
quinase (PISK/AKT). AKT é um gene que envia sinais inibitérios que promovem o
crescimento e a sobrevida celular. No melanoma, niveis elevados de fosfo-AKT
podem correlacionar adversamente com a sobrevida do paciente (TSAO et al.,
2012). PTEN, contendo um dominio fosfatase, estd inativado em 12% dos

melanomas através de mutacdo ou metilacdo (YAJIMA et al., 2012).
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Figura 13. Vias de crescimento celular e de sobrevida. Fonte: (TSAO et al., 2012).

7

A senescéncia celular, que é uma barreira para o desenvolvimento do
melanoma, corresponde a uma interrupgdo irreversivel da proliferacdo de células
somaticas que € induzida por encurtamento dos teldbmeros e estresse oncogénico
(BENNETT, 2008).

31



A redugdo no comprimento dos teldmeros parece exercer danos a
sinalizacdo do DNA pela ativacdo de proteina p16°PXN?A Portanto, os melanomas
nao podem crescer indefinidamente sem um mecanismo para reduzir os teldmeros.
A expressdo e a atividade das telomerases € de fato inibida na progressdo do
melanoma (PALMIERI et al., 2009).

A via de supresséo de tumor do inibidor da ciclina dependente de quinase 2A
(CDKN2A), gene envolvido na patogénese do melanoma, codifica duas proteinas,
pl6INK4a e pl4ARF. A perda da funcdo da pl6INK4a promove ativacao da ciclina
dependente de quinase (CDK4) e ciclina dependente de quinase 6 (CDKG6)
resultando em hiperfosforilacdo da proteina do retinoblastoma promovendo a
proliferacdo celular (Figura 12). A perda da fung&o no locus CDKN2A é a anomalia
genética mais frequente no melanoma familiar, cerca de 40% dos casos, e nos
pacientes sem historia ocorre em cerca de 8,2% dos individuos (MOZURAITIENE et
al., 2015).

Nos melanomas a inativacdo da via de p53 supressora de tumor ocorre mais
frequentemente pela via CDKN2A devido a perda da funcéo de seu produto p1l4ARF
que previne a degradacdo da p53 pela proteina E3 ubiquitina ligase MDM2 (Figura
12) (MOZURAITIENE et al., 2015). As mutagdes diretas em p53 séo infrequentes
nos melanomas; uma meta-analise com 645 espécimes de melanoma revelou
mutacédo direta em apenas 85 dos casos (13,2%) (TSAO et al., 2012).

Os melanomas comumente resistem a inducédo de apoptose e parecem estar
protegidos por multiplos mecanismos que incluem a ativacdo das vias MAPK e
PIBK/AKT. No melanoma, a via MAPK antagoniza a apoptose por multiplos
mecanismos que incluem a expressao anti-apoptética do BCL2 (B-cell lymphoma 2),
através do fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF) e da supressao da
proteina proapotética agonista de BCL2 da morte celular (BAD) (Figura 13) (TSAO
et al., 2012).

3.1.5.2 Patologia molecular dos nevos

Estudos relatam que existe clonalidade em 81% de nevos, sendo que destes
25% sdao displasicos. No entanto, a demonstracdo de clonalidade néo informa se o

nevo displasico se originou de novo ou de um nevo comum pré-existente, uma vez
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que em ambas as circuntancias as células se originariam a partir de uma Unica
progenitora (Figura 14) (DUFFY; GROSSMAN; TANAKA, 2012a).
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Figura 14. Aberracdes moleculares na progressdo do melanoma. Fonte: Adapatada de
MOZURAITIENE et al., 2015)

As mutagbes BRAF ocorrem em mais de 80% dos nevos melanociticos,
sugerindo que estas alteragcdes somaticas possam ocorrer cedo na melanogénese
(MOZURAITIENE et al., 2015).

A mutagdo BRAF tem sido detectada em torno de 62 a 67% dos nevos
displasicos. No entanto, ndo ha correlacdo entre mutacdo BRAF e a ativacdo da
MAPK (DUFFY; GROSSMAN; TANAKA, 2012b). A mutacdo V600E que é prevalente
no melanoma, no cancer colorretal e no cancer de tireoide, ndo é identificada com a
mesma frequéncia nos nevos (TSAO et al., 2012).

Em contraste com o0s nevos congénitos, que comumente possuem a mutagao
RAS, esta mutacdo raramente esta presente nos nevos displasicos, sendo
identificada em apenas 1 de 19 casos e 1 de 18 casos, em dois estudos realizados
(DUFFY; GROSSMAN; TANAKA, 2012b).

Alguns nevos displasicos exibem alteraces em pl6 ou p53. Um estudo
encontrou trés nevos displasicos com mutacdes de pl6 entre doze nevos
examinados. Diferencas significativas entre nevos displasicos e nevos comuns nao
sdo observadas (DUFFY; GROSSMAN; TANAKA, 2012b). A mutagbes no gene
Tp53 € muito menor nos nevos displasicos do que nos melanomas. O acumulo da
proteina p53 nos nevos displasicos tem sido reportado com uma frequéncia muito
menor que nos melanomas, em torno de 5% a 15% (HUSSEIN; WOOD, 2002).
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Na sindrome familiar do nevo displasico-melanoma as muta¢cdes em CDKN2A
assim como CDK4 e ARF, tem sido demonstradas por participar do desenvolvimento
da doenca (PSATY et al., 2010).

3.1.5.3 Moléculas de adesao celular

As moléculas de adesdo celular participam de processos bioldgicos
importantes como a diferenciacdo, crescimento, proliferacdo e migracdo celular
(REES, 2012). As moléculas de adesao celular como as caderinas, as integrinas e
as da superfamilia de imunoglobulinas participam dos processos de crescimento e
metastase do melanoma maligno (MCGARY; LEV; BAR-ELI, 2002).

A molécula de adesdo célular do melanoma (Mel-CAM) pertence a
superfamilia das imunoglobulinas. Mel-CAM ndo é expressa em melandcitos
normais, mas € expressa em nevos benignos e em melanomas. A interacdo entre
Mel-CAM e seus receptores pode induzir sinais celulares necessarios para a
progressdo do tumor. No entanto, a molécula de adeséo celular do melanoma néo é
atil na distingdo entre leses melanociticas benignas e malignas (FIGUEIREDO et
al., 2003).

Integrinas sd@o proteinas transmembrana que funcionam principalmente pela
migracdo e aderéncia a células na matriz extracelular, bem como a outras células. A
integrina avb3 esta associada com a progressao do melanoma e pode ser usada no
diagndstico para distinguir nevo benigno do melanoma maligno (FIGUEIREDO et al.,
2003).

A E-caderina é uma molécula de adesdo celular que estd envolvida nas
interagfes queratindcito-melandcito. A perda da expressdo da E-caderina tem sido
relatada na progressdo e metastase dos melanomas cutaneos (ANNA et al., 2007).

A molécula de adesdao celular 1 (CADM1) é uma proteina de adesao que tem
sido demonstrada estar reprimida em tecidos tumorigénicos e sua expressao imuno-

histoquimica anormal tem sido relatada nos melanomas (REES, 2012).

3.1.5.4 Mecanismo de transi¢ao epitelial mesenquimal

Transicéo epitelial-mesenquimal (TEM) & um termo que se refere a eventos

de desenvolvimento como 0s que ocorrem na gastrulacéo e na segregacéo da crista
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neural quando as células emergem de um epitélio e se tornam isoladas (fibroblastos-
like) (BENNETT, 2008).

Este processo bioldgico permite que uma ceélula epitelial, que interage com a
membrana basal, submeta-se a multiplas alteracées bioquimicas que Ihe permitam
assumir fenotipo celular mesenquimal, que inclui aumento na capacidade migratoria
e de invaséo, resisténcia a apoptose e maior producdo de componentes da matriz
extracelular (KALLURI; WEINBERG, 2009).

O mecanismo de TEM estad associado a capacidade de invasividade dos
canceres, incluindo a do melanoma (BENNETT, 2008). No entanto, é fundamental
entender que o mecanismo de TEM classico, como descrito nos carcinomas e no
desenvolvimento embrionario, ndo existe nos melanomas (PAPADOGEORGAKIS,
2013).

A linhagem melanocitica evolui a partir da crista neural com células
embrionérias reguladas pela TEM (CARAMEL et al.,, 2013) (TULCHINSKY et al.,
2013). Nas lesGes melanociticas 0 mecanismo de TEM refere-se a transformacao de
melandcitos em vez de células epiteliais. Os melandcitos transformados adquirem
um namero muito grande de modificacdes moleculares, incluindo a perda gradual de
moléculas de adesé&o celular como as caderinas (PAPADOGEORGAKIS, 2013).

Uma das caracteristicas do mecanismo de TEM, nas células epiteliais, é a
regulacdo negativa da E-caderina que esta relacionada ao aumento da expressao de
caderina mesenquimal neuronal (N-caderina), o que resulta em alteracdo da adesao
celular, onde as células epiteliais adquirem afinidade por células mesenquimais
atraves de interacBes com N-caderina (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014).

Um paradoxo € que os melandcitos adquirem um fenétipo que tanto a E-
caderina, um marcador de células epiteliais, como a vimentina, uma proteina de
filamento intermediario sintetizado principalmente por células de origem
mesenquimal, sdo fortemente expressas. Portanto, os melandcitos ndo sdo nem
células epiteliais nem mesenquimais e podem ser melhor classificados como um tipo
de célula mista exibindo propriedades de ambas (PAPADOGEORGAKIS, 2013).

O mecanismo de TEM é controlado por varios fatores de transcri¢do, incluindo
TWIST1, TWIST2, o repressor transcripcional 1 da familia snail (SNAIL1), repressor

transcripcional 2 da familia snail (SNAIL2) e ligagéo dedo de zinco E-Box homeobox
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1 (ZEB1) e ligacdo dedo de zinco E-Box homeobox 2 (ZEB2) (Figura. 15)
(TULCHINSKY et al., 2013).

A regulacdo das funcdes dos fatores indutores de transcricdo da transicao
epitelial-mesenquimal (FT-TEM) nos melanomas malignos é diferente do epitélio
(CARAMEL et al.,, 2013). Estudos mostram que o0s melanécitos normais sao
positivos para SNAIL2 e ZEB2, mas negativos para ZEB1 e TWIST1 (TULCHINSKY
et al., 2013). SNAIL2 e ZEB2 se comportam como proteinas supressoras de tumores
através da ativacdo de uma via de diferenciacdo de melandcitos dependente de
MITF (Figura. 15) (CARAMEL et al., 2013).

Ativacao Feedback
oncogénica negativo
Diferenciacao <—> Tumorigenecidade/Invasao
SNAIL2 P-ERK  pERK . _ TWISTH
ZEB2 baixo alto >FR7A1 \
) ZEB1

Figura 15. Via ERK durante a melanogénese que impacta na expressdo fenotipica dos
melanomas malignos. Fonte: Adapatada de TULCHINSKY et al., 2013.

Ativacdo de NRAS/BRAF media a TEM em um estagio tardio do melanoma
(MOZURAITIENE et al., 2015). Em resposta a ativacdo de NRAS/BRAF, a TEM
sofre uma reorganizacdo em favor de TWISTL1. Esta chave reversivel coopera com
BRAF na promocdo da desdiferenciacdo e transformacdo neoplasica dos
melandcitos. Esta chave resulta em perda de E-caderina e constitui um fator de mau
prognostico em pacientes com melanoma (Figura 16) (CARAMEL et al., 2013).

As alteracbes das interacdes de células com a matriz extracelular sé@o
essenciais para a iniciagdo e progressao da TME. As alteragcdes nas integrinas

durante TME correlacionam-se com a expressdo aumentada das proteases, tais
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como metaloproteinase 2 (MMP2) e metaloproteinase (MMP9) (LAMOUILLE; XU;
DERYNCK, 2014).

TEM 4
Migracéo

/&
(-con)
;)Stose @

Proliferacao

Figura 16. Fatores de transcricdo que controlam o mecanismo de transicdo epitelial-
mesenquimal -TEM (EMT). Fonte: Adapatada de (BENNETT, 2008).

3.2 DIAGNOSTICO DE LESOES MELANOCITICAS

O diagnéstico histolégico das proliferacbes melanociticas é inerentemente
dificil, necessitando de integracdo de mudltiplos critérios arquiteturais e citoldgicos.
Nenhum critério isolado € diagndstico desta entidade particular uma vez que critérios

similares podem ser encontrados em nevos benignos e melanomas. Estudos
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complementares tem potencial para auxiliar na categorizagdo dos tumores
melanociticos (ZEMBOWICZ; SCOLYER, 2011).

3.2.1 Patologia molecular como auxiliar no diagnostico

A analise histopatoldgica dos tecidos corados por hematoxilina e eosina, em
correlagdo com o contexto clinico, € o padrao ouro para o diagndéstico de melanoma.
No entanto, ha um subgrupo de lesbes com achados histopatolégicos conflitantes.
Por este motivo, patologistas tem explorado técnicas complementares para
aumentar a acuracia diagnéstica das lesdes melanociticas. Métodos citogenéticos
podem ser usados para a distingdo entre nevos e melanomas, dentre eles o FISH e
0 CGH (BUSAM, 2013).

Além dos métodos citogenéticos, a imuno-histoquimica tem um papel
importante no diagndstico de lesdes melanociticas. No entanto, ndo ha um unico
marcador, ou a combincdo deles que estabeleca um diagndstico preciso de
melanoma ou nevo (PRIETO; SHEA, 2011).

3.2.2 Marcadores de imuno-histoquimica

Nas lesbes em que os critérios clinicos e histopatolégicos de melanoma
sobrep6em aos do nevo, a imuno-histoquimica pode ser sugerida para auxiliar na
diferenciacéo destes casos de dificil diagnostico. (PALIT; INAMADAR, 2011).

Dentre os marcadores utilizados para a distingdo entre nevo e melanoma, 0
HMB-45 e o Ki-67 tem sido descritos como sendo 0s mais Uteis. Quando o padrao
de expressao é intraepitelial ou periepitelial e quase completamente ausente na
derme profunda, estas lesdes sdo mais consistentes com nevo que com melanoma.
O Ki-67, que expressa o indice proliferativo, geralmente € menor que 1% nos nevos
e maior que 10% nos melanomas (PRIETO; SHEA, 2011).

Estudos tem mostrado que a perda da expressdo imuno-histoquimica do
CADM1 frequentemente ocorre nos melanomas e pode servir como um marcador
para o0 diagnostico diferencial das lesbes melanociticas histologicamente

questinaveis (YOU et al.,, 2012). Ha evidéncias que o CADM1 é regulado
negativamente pelo TWIST1 que pode agir como um supressor da invasdo do
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melanoma (HARTSOUGH et al, 2015). Na progressao do melanoma ocorre a perda
da funcdo de E-caderina e ganho na expressdo de N-caderina (FERNANDES,
2011).

3.2.2.1 CADM1

O CADM1, um gene localizado no cromossomo 11g23.2, recebeu 0 nome
oficial de cell adhesion molecule 1 (CADM1) pelo Human Genome Organization
Gene Nomenclature Committee (LIANG et al., 2011) No entanto, este gene é
conhecido também como: membro 4c da muperfamilia de imunoglobulina (IGSF4);
gene supressor de tumor 1, no cancer de pulmédo (TSLC1); molécula de adesédo
singptica  (SYNCAM) (NATIONAL CENTER FOR  BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2017).

A perda ou a reducao da expressao do CADML1 esté envolvida na progressao
e metastase de diferentes tipos de neoplasias, incluindo o carcinoma de pulmao,
estbmago, ovario, pancreas, mama e leucemia de células T (YOU et al., 2014). No
melanoma € descrita a sua expressao diminuida pelo método de imuno-histoquimica
(Figura 17) (REES, 2012).

8.00 4
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Figura 17. Representagdo da expressdo imuno-histoquimica dos niveis de CADML1. Barra 1:
melanoma cutaneo; Barra 2: nevo displasico; Barra 3: pele normal. Os melanomas mostram niveis
mais baixos de expressdo de CADML1. Fonte: Adaptada de YOU et al., 2012

A CADML1 faz parte de uma ampla categoria de moléculas de adeséao celular

que facilitam as ligacbes célula a célula e célula matriz extracelular. Elas séo
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capazes também de transmitir sinais mecanicos e quimicos através da membrana. A
sinalizacdo mediada pelas moléculas de adesdo é importante na regulacdo de
muitos processos celulares incluindo a diferenciacdo, a proliferacdo e a migracao
celular (REES, 2012).

O CADM1 é uma glicoproteina transmembrana com 442 aminoacidos,
composta por um dominio extracelular do tipo imunoglobulina e um dominio
intracelular citoplasmatico (LIANG et al., 2011).

O dominio extracelular € homologo a outros da superfamilia das
imunoglobulinas de moléculas de adesao celular (CAM) e funcionalmente serve
como mediador para a formacdo de homodimeros de CADML1 ou de heterodimeros
de outros membros das moléculas de adeséo celular. Estudos demonstraram que o
CADM1 estd envolvido na adesdo celular através de interagbes homofilicas,
independentes de calcio e magnésio. Portanto, é provavel que o CADM1 seja um
supressor de tumor pelo seu dominio extracelular melhorando a adesdo entre
células, suprimindo a invasao e metastase (LIANG et al., 2011).

No entanto, existem evidéncias que o dominio intracelular do CADM1 também
desempenha um papel importante na supressao tumoral, interagindo com proteinas
citoplasmaticas (LIANG et al., 2011). Acredita-se que CADM1 possa estar
relacionado com a actina do citoesqueleto citoplasmatico para uma ligacdo estavel
entre as células (YOU et al., 2010).

Os mecanismos exatos do CADM1 associados a supressao do crescimento
tumoral e de metastases no melanoma ainda permanecem elusivos (YOU et al.,
2014). Sabe-se que a perda da expressdao do CADM1, tem como principal
mecanismo subjacente a hipermetilacdo do gene promotor ou a perda da
heterozigose, que frequentemente se correlaciona com pior prognostico das
neoplasias (VAN DER WEYDEN et al., 2012).

A perda da funcdo do CADM1 presumivelmente conduz a rompimentos na
adesdo célula a célula e célula matriz extracelular, levando a uma proliferacéo
celular descontrolada e a distorgdo progressiva da arquitetura normal do tecido,
transformando nevos displasicos de um fenotipo benigno para maligno (YOU et al.,
2012).

O CADM1 pode executar a fungao supressora de tumores por desencadear a
resposta imunoldgica citotoxica dos linfécitos NK e T CD8 (MURAKAMI, 2005). Os
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mecanismos pelos quais as células tumorais interagem com o sistema imunoldgico
permanecem pouco compreendidos. Um estudo observou que os efeitos
supressores do CADM1 estavam ausentes em camundongos sem imunidade
mediada por linfécitos T. Portanto, os dados deste estudo sugerem que a funcao do
CADM1 na supressdo de metastases acontece pelos mecanismos de vigilancia
imunoldgica (FARAJI et al., 2012).

O CADML1 inibe a ligagdo do receptor de tirosina quinase 2 com receptor de
tirosina quinase 3 (2ErbB2/ErbB3), sinalizando a morte celular, suprimindo o tumor.
O miR-214 suprime o CADM1 e aumenta a ligacdo ErbB2/ErbB3, observado no
cancer colorretal (MOMOSE et al., 2013).

Observou-se, em um estudo in vitro, que o CADML1 inibe a invaséo de células
de melanoma através da supressao da matriz metaloproteinase. A degradacéo da
matriz extracelular e da membrana basal pode ser facilitada pelas metaloproteinases
que sao enzimas proteoliticas associadas a invasdo tumoral por facilitarem a
migracdo de células tumorais através da matriz extracelular (YOU et al., 2014).

Os niveis de CADM1 sé&o inversamente relacionados aos niveis de TWIST1,
que é responsavel por regular genes envolvidos na adesao celular. Demonstrou-se
gque o TWIST1 interage fisicamente com o promotor de CADM1 reduzindo seus
niveis, sugerindo que o CADM1 é negativamente regulado pelo TWIST1
(HARTSOUGH et al, 2015).

A perda da funcdo de uma molécula de adeséao celular como a CADM1 pode
induzir invasdo e metastase, em células cancerosas, através da intervencdo no
mecanismo de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) (NATIONAL CANCER
CENTER RESEARCH INSTITUTE JAPAN, 2017).

Sabe-se que ha perda da expressdo do CADM1 no citoplasma de melanomas
e que esta perda esta associada com estagios tardios do tumor e com o decréscimo
na sobrevida dos pacientes, apesar de nenhum mecanismo exato ainda ter sido
determinado (REES, 2012). Portanto, o CADM1 pode constituir um marcador
prognéstico importante e um potencial alvo para o desenvolvimento de novas
terapias (YOU et al., 2014).

3.2.2.2 TWIST1
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O gene TWIST1 estad localizado no cromossomo 7p2l1.2 e é conhecido
também como TWIST ou fator de transcricdo TWIST (ONLINE MENDELIAN
INHERITANCE IN MAN, 2017). Ele é um fator de transcricdo basic helix-loop-helix
(bHLH) que forma tanto homodimeros quanto heterodimeros com outras proteinas
bHLH para a construgdo de uma sequéncia core E-box na regido do promotor de
genes alvo (SINGH; GRAMOLINI, 2009).

O TWIST é um regulador nuclear na morfogénese embriologica (QIANG et al.,
2014) e participa do desenvolvimento da mesoderme, da miogénese, da neurogénse
e também age como um regulador de metastases (SINGH; GRAMOLINI, 2009).

E conhecida a superexpressdo do TWIST em tumores de diferentes origens,
como sarcomas, gliomas, carcinomas de células escamosas, carcinomas da mama e
melanoma (BECK et al., 2015). Esta superexpressdao tem sido associada ao
aumento da migracao celular, invasdo e metastase de neoplasias. O TWIST1 esta
ativado na maioria dos melanomas e este achado correlaciona-se com pior
sobrevida dos pacientes (WEISS et al., 2012).

O TWIST esta envolvido no processo de transicdo epitelial mesenquimal
(TEM) que desencadeia uma funcdo essencial nas metastases dos canceres
(KHAN et al., 2013). Na TEM as células epiteliais perdem as propriedades de

adesdo e adquirem critérios mesenquimais permitindo sua migracdo e invasao
(BECK et al., 2015). O TWIST ativa a N-caderina e inibe a E-caderina que sao
importantes para a TEM (Figura 18) (KHAN et al., 2013).
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Figura 18. TWIST inibe a E-caderina que é fundamental para o mecanismo de TEM (EMT).
Fonte: Adaptada de WANG; ZHOU, 2011.
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Existem evidencias que a IL-6 induza a TEM e aumente a capacidade de
invasdo das células tumorais de origem epitelial. No entanto, ndo se sabe se a IL-6
afeta tumores mesenquimais. Um estudo examinou os efeitos da IL-6 nas células de
melanoma e encontrou que a IL-6 pode aumentar seu potencial metastatico por
regular a expressao do TWIST e N-caderina (NA; LEE; SEOK, 2013).

Encontrou-se que RAS-RAF-MEK-ERK (via ERK1/2) sinaliza o aumento da
expressdo de TWIST1 que aumenta as propriedades de invasdo na derme e, pelo
menos em parte, eleva o0s niveis da matriz metaloproteinase (Figura 19)
(HARTSOUGH, et al, 2015). A hiperativacao desta via € comum em multiplos tipos
de céancer, especialmente no melanoma, onde mutacdes N-RAS ou B-RAF sé&o
prevalentes (WEISS et al., 2012).

Invasao
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Figura 19. Modelo da via ERK1/2-TWIST1-MMP-1 na cascata do melanoma. A ativa¢do do
ERK1/2 leva a um aumento na transcricdo do TWIST1. Fonte: Adapatada de (WEISS et al., 2012)
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A superexpressao do TWIST também protege as células de cancer da morte
por apoptose (KHAN et al., 2013) através da inibicdo da p53 (BECK et al., 2015). O
TWIST pode afetar indiretamente a p53 através da modulacéo da via ARF/MDM/p53
(MAESTRO et al., 1999).

A associacdo da expressdo do TWIST1 em lesdes metastaticas de
melanoma, incluindo metastases nodais e a distancia, foi relatada. Observou-se
também que a coloracdo forte nuclear do TWIST esta presente na maioria dos
melanomas primarios, enquanto que a expressao do TWIST geralmente é negativa
em lesdes benignas (Figura 20) (PAPADOGEORGAKIS, 2013).
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Figura 20. (A e B) Auséncia de expressdo nuclear do TWIST1 em nevos melanociticos
intradérmicos. (C e D) Metastase de melanoma em linfonodo mostrando imunorreatividade para
TWIST1. (PAPADOGEORGAKIS, 2013).

Um estudo mostrou que (TGF) beta-1 se combinado com PLX4032, um
inibidor de BRAF, ou GSK1120212, um inibidor de MEK, aumenta substancialmente
a morte celular em linhagens de células de melanoma com mutagdo BRAF. Este
estudo sugere que o TWIST desempenha uma funcdo crucial mediando resisténcia
as drogas inibidoras moleculares de BRAF e MEK (MENON et al.,, 2013). O
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desenvolvimento de terapias alvo envolvendo o TWIST tem uma grande promessa

na terapéutica do cancer (KHAN et al., 2013).

3.2.2.3 CDH1 (E-caderina)

O gene CDH1 tem o nome oficial de cadherin 1, pelo HGNC e sindnimo de E-
cadherin (HUGO GENE NOMENCLATURE COMMITTEE, 2017). Este gene esta
presente no cromossomo 16 e codifica uma caderina classica da superfamilia das
caderinas. Esta é uma proteina de adesdo célula-célula que contém regido
extrecelular, transmembrana e citoplasmatica. A perda da funcdo deste gene
contribui para progressado, invasdo e/ou metastases (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2017).

Caderinas sao glicoproteinas transmembrana célcio dependentes que
mediam a adesdo célula-célula. A E-caderina estd envolvida nas interacdes
gueratindcito-melandcito. A perda da expressdo da E-caderina tem sido relatada na
progressao e metastase dos melanomas cutaneos. A proteina B-catenina se liga a
E-caderina no citoesqueleto desempenhando um papel importante na adeséo celular
(ANNA et al., 2007).

O TWIST1 suprime a E-caderina. (PAPADOGEORGAKIS, 2013). A perda da
E-caderina representa a marca da TEM em tumores epiteliais e também é evidente
nos estagios tardios do melanoma, especialmente em metastases nodais
(CARAMEL et al., 2013). O mecanismo de transi¢do epitelial mesenquimal (TEM)
nas células de melanoma ocorre pela modulacdo de genes especificos, reprimindo a
E-caderina e induzindo a N-caderina e proteases (BENNETT, 2008). Na progressao
do melanoma ocorre a perda da funcdo de E-caderina e ganho na expressdo de N-
caderina (Figura 21) (FERNANDES, 2011).

A expressdo de N-caderina facilita a ligacdo de células melanociticas com
fibroblastos e com células endoteliais, facilitando o extravasamento das células de
melanoma para a circulagdo. A E-caderina ativada retarda o crescimento e pode
reverter o fenétipo invasivo de células do melanoma. Porém, ndo existem evidéncias
de que a diminuicdo de E-caderina funcione como um promotor do melanoma
FERNANDES, 2011).
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Figura 21. Aumento da expressdo da N-caderina e diminuicdo da E-caderina no melanoma
invasivo. Fonte: Adapatada de MCGARY; LEV; BAR-ELI, 2002
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo transversal retrospectivo para a investigacdo da expressdo imuno-
histoquimica dos genes CADM1, TWIST1 e CDH1.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Centro de Diagnoésticos Anatomo-Patolégicos
(CEDAP), Laboratério de Anatomia Patoldgica, localizado na cidade de Joinville em
Santa Catarina, credenciado pelo Colégio Americano de Patologistas e pela
Organizacao Nacional de Acreditacdo. Possui uma equipe com 10 patologistas e 70
colaboradores e atua na area de anatomia patoldgica, incluindo a citopatologia,
histopatologia, imuno-histoquimica, imunofluorescéncia e patologia molecular.
Atende pacientes principalmente da regido norte do estado, sendo que
aproximadamente metade sdo provenientes da rede publica de saude. Devido a sua
abrangéncia de atendimento, o CEDAP constitui um local apropriado para estudos
de lesdes melanociticas, incluindo os melanomas, que séo prevalentes na regiao
norte (STEGLISH, 2015).

4.3 PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado em amostras coletadas nos anos de 2013, 2014, 2015
e 2016. A reavaliacdo histolégica e as andlises imuno-histoquimicas foram
realizadas no periodo de maio de 2016 a janeiro de 2017.

4.4 AMOSTRAS E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram selecionadas amostras a partir dos diagnoésticos registrados no banco
de dados do CEDAP. Os pacientes eram provenientes da rede publica e privada e
todos tinham indicacao clinica para a realizagdo do procedimento.

Inicialmente foram selecionadas 120 amostras consecutivas, todas com

acordo diagnéstico de dois patologistas, sendo 40 amostras de melanomas com
47



menos de 1,0 mm de espessura, 40 melanomas com mais de 1,0 mm de espessura
e 40 nevos melanociticos compostos displasicos, com atipias moderadas. Foram
excluidas as amostras que nao apresentavam material suficiente para as analises
subsequentes e as amostras que na reavaliacdo histolégica apresentaram critérios
diagnésticos duvidosos, totalizando 18 exclusbées (9 amostras de melanomas com
menos de 1,0 mm de espessura, 4 de melanomas com mais de 1,0 mm de
espessura e 5 de nevos melanociticos). Por fim, para fins do estudo foram incluidas
as 30 amostras consecutivas com diagnosticos mais recentes de cada grupo

Dentre os melanomas com menos de 1,0 mm de espessura, a média de idade
foi 51 £ 17 anos. Conforme a classificacdo histoldégica do Colégio Americano de
Patologistas, 27 eram de disseminacdao superficial e 3 melanomas sem outra
classificacdo. A média da espessura foi de 0,5 mm = 0,3 mm. Dentre os melanomas
com mais de 1,0 mm de espessura, a média de idade foi 60 + 14 anos. Dez eram do
tipo histoldgico de disseminacao superficial, 14 do tipo nodular, 1 melanoma acral, 1
melanoma nevoide e 4 melanomas, sem outra classificacdo. A média da espessura
foi de 3,9 mm + 3,8 mm. Dentre os nevos melanociticos compostos displasicos, com
atipias moderadas, a média de idade foi 40 £ 13 anos e todos tinham a informacao

clinica ou de andlise macroscopica de diametro maior que 5,0 mm.

4.5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

As laminas das amostras selecionadas, coradas por hematoxilina e eosina
foram reanalisadas microscopicamente para a confirmacdo do diagnostico
histolégico. Os blocos de parafina correspondentes foram analisados

macroscopicamente para avaliacdo da quantidade de material presente.

4.5.1 Técnica de imuno-histoquimica

As amostras foram previamente fixadas em formalina a 10% e dispostas em
blocos de parafina. Foram realizados cortes com espessura de 4 micrdmetros e
dispostos em laminas silanizadas e deixadas “overnight” em estufa a 60°C para que

o material do corte aderisse a lamina. A recuperagdo antigénica foi feita no
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equipamento PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca) em solucdo de recuperacéo
antigénica em pH 9.0 (“EnVision FLEX Target Retrieval Solution High pH (50x),
Dako). O processo de recuperacdo antigénica foi realizado durante 20 minutos a
95°C. ApoOs esta etapa e em todas as etapas subsequentes, as laminas foram
lavadas em tampéao “EnVision FLEX Wash Buffer’ (Dako), diluido 1:200 em agua
destilada, por 5 minutos. Os cortes foram demarcados com caneta hidrofébica. Para
todos os anticorpos a diluicdo utilizada foi determinada em testes em amostras
prévias.

Para a investigacdo da expressédo do gene CADML1 foi realizado bloqueio por
20 minutos com 100 pL de peroxido de hidrogénio a 3% (Dako). Foram adicionados
100 pL do anticorpo CADM1, diluido 1:600 na soluc¢do “EnVision FLEX Antibody
Diluent” (Dako), por 16 horas “overnight’. O anticorpo anti-CADM1 é conjugado,
policlonal isotipo Ig de coelho, que reage na regidao N-terminal da proteina CADM1
(SynCAM humano) (ABBIOTEC, Le Plessis Robinson, Franca).

Para a investigacdo da expresséo do gene TWIST1 foi realizado bloqueio por
20 minutos com 100 pL de perdxido de hidrogénio a 3% (Dako). Foram adicionados
100 pL do anticorpo monoclonal, diluido 1:3000 na solucdo “EnVision FLEX Antibody
Diluent” (Dako), por 16 horas “overnight”. O anticorpo anti-TWIST1 € conjugado,
monoclonal (clone 10E4E6, Genetex, Irvine, Estados Unidos da Ameérica) e
reconhece a regiao entre os aminoacidos 9 e 74 da proteina TWIST1 humano.

Para a investigacdo da expressao do gene CDH1 (E-caderina) foi realizado
bloqueio por 5 minutos com 100 pyL de peréxido de hidrogénio a 3% (Dako). A
seguir, foram adicionados 100 pL do anticorpo pronto para uso (Dako) e incubado
durante 20 minutos. O anticorpo anti-CDH1 € monoclonal derivado de camundongo
(clone NCH-38, anti-humano) e reconhece os fragmentos de E-caderina de 120 KDa
e de 82 kDa. Na sequéncia, foi adicionado o anticorpo secundario “EnVision FLEX
Mouse LINKER” (Dako) e incubado por 15 minutos.

Apés estas etapas, em todas as reacdoes foram adicionados 100 puL de
polimero “EnVision FLEX/HRP” (Dako), seguido de incubacdo durante 20 minutos.
Na sequéncia, foram adicionados 100 pL da solugdo de cromogeno de
diaminobenzidina (“EnVision FLEX — DAB Cromogeno”, Dako), com incubacdo

durante 20 minutos. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Gill e
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montadas com meio de montagem (Dako), sendo identificadas com etiquetas com

cbdigo de barras.

4.5.2 Leitura e interpretacdo dos resultados

A expressdo do CADM1 e do CDH1 (E-caderina) foi avaliada no citoplasma e
na membrana celular. A expressdo do TWIST1 foi avaliada no ndcleo celular. As
laminas de imuno-histoquimica foram analisadas de modo cego, por dois
patologistas experientes, em relacdo aos dados clinicos e histoldégicos dos
pacientes. O método de leitura, interpretacdo dos resultados e definicdo dos scores
foi baseado em You et al. (2012). Foram analisadas a porcentagem de células
positivas e a intensidade da coloracdo em cada amostra.

Para a definicdo da porcentagem de células positivas, utilizou-se uma escala
de 0 a 4: 0 a 10% de células coradas classificou-se como 0; 11 a 25% como 1; 26 a
50% como 2; 51 a 75% como 3 e 76 a 100% como 4. A intensidade da coloracao foi
graduada em uma escala de 0 a 3: resultado negativo foi classificado como 0; fraco
como 1; moderado como 2 e forte como 3. O score final foi obtido multiplicando-se o
resultado da porcentagem de células coradas pelo resultado da intensidade da
coloracdo. Na analise final, um score menor do que 3 foi considerado negativo e

scores iguais ou superiores a 3 foram considerados positivos.

4.6 Andlise estatistica

A anadlise estatistica para o célculo da diferenca dos resultados
interobservadores foi realizada através do indice de Kappa utilizando o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

A avaliacdo da significancia estatistica para cada marcador, TWIST1, CADM1
e CDH1, entre os grupos dos melanomas com menos de 1,0 mm de espessura, dos
melanomas com mais de 1,0 mm de espessura e dos nevos compostos displasicos
foi realizada através do teste Mann-Whitney com o Social Science Statistics

(http://www.socscistatistics.com). Valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4.7 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade da Regidao de Joinville (UNIVILLE), conforme
diretrizes estabelecidas na Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS) e complementares, sob o parecer nUmero 1.282.268.

As amostras selecionadas foram utilizadas exclusivamente para os fins
previstos na pesquisa. Apos a realizacdo do estudo, os blocos histolégicos foram
devolvidos ao biobanco CEDAP, onde permanecerdo armazenados por no minimo
20 anos a partir do cadastro inicial do paciente, possibilitando que novos estudos
sejam realizados a medida que as técnicas analiticas evoluam e novos marcadores
moleculares surjam. Apds os 20 anos o descarte do material sera realizado, se
necessario, conforme as normas do biobanco CEDAP, que foi aprovado pela

Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) por meio do parecer 016/2016.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas do Programa de PéOs-Graduacdo em Mestrado em
Saude e Meio Ambiente da UNIVILLE, este capitulo sera apresentado na forma de
artigo cientifico, encaminhado para publicagdo no peridédico “Pathology - Research
and Practice” (editora Elsevier; ISSN: 0344-0338).
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AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES CADM1, TWIST1 E CDH1 POR
IMUNO-HISTOQUIMICA EM LESOES MELANOCITICAS

Resumo

Introducdo: O melanoma maligno é uma doenca agressiva e sua incidéncia esta
aumentando no mundo. A predisposicdo genética e a exposicdo a fatores
ambientais, principalmente a luz solar, s&o fatores de risco. A distingdo
histopatolégica entre nevos e melanomas pode ser dificil. Prevé-se que a avaliagéo
da expressdo imuno-histoquimica de alguns genes poderia contribuir para o
diagndstico diferencial de lesdes histogicamente questionaveis. Obijetivo: Investigar
se a avaliacdo da expressao imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWISTL1 e
CDHL1 (E-caderina), que participam dos mecanismos de adesao celular e transicao
epitelial-mesenquimal, contribui para o diagndéstico diferencial das lesbes
melanociticas de dificil diagnéstico. Metodologia: Estudo transversal retrospectivo
baseado na avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica dos genes CADMI,
TWIST1 e CDH1 por imuno-histoquimica em amostras de 30 nevos compostos
displasicos, 30 melanomas com menos de 1,0 mm de espessura e 30 melanomas
com mais de 1,0 mm de espessura, diagnosticados no periodo de 2013 a 2016, em
Joinville/SC. Foi utilizado um score que avaliou a intensidade da coloracdo e a
proporcao de células coradas. Resultados: Em comparacdo aos nevos melanociticos
compostos displasicos, observou-se reducdo significativa da expressdo dos genes
CADM1 e CDH1 nos melanomas (abaixo e acima de 1,0 mm de espessura) e nos
melanomas de mais de 1,0 mm de espessura, respectivamente. Também se
verificou menor expressao dos genes CADM1 e CDH1 nos melanomas com mais de
1,0 mm de espessura em relacdo aos melanomas com menos 1,0 mm. O gene
TWIST1 néo apresentou diferenca significativa da expressdo entre 0S grupos.
Concluséo: Estes achados permitem concluir que a expressdo imuno-histoquimica
do CADML1 tem potencial para contribuir como ferramenta auxiliar ao diagndsico

diferencial entre nevos melanociticos compostos displasicos e melanomas.

Palavras chave: Imuno-histoquimica, CADM1, TWIST, CDH1, melanoma, nevo

displasico
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EVALUATION OF EXPRESSION OF GENES CADM1, TWIST1 AND CDH1 BY
IMMUNOHISTOCHEMISTRY IN MELANOCYTIC LESIONS

Abstract

Introduction: Malignant melanoma is an aggressive disease and its incidence is
increasing worldwide. Genetic predisposition and exposure to environmental factors,
especially sunlight, are risk factors. Histopathologic distinction between nevi and
melanoma can be difficult. It is anticipated that the evaluation of the
immunohistochemical expression of some genes could contribute to the differential
diagnosis of questionable histologically lesions. Objective: To investigate wether the
evaluation of the immunohistochemical expression of genes CADM1, TWIST1 and
CDH1 (E-cadherin), that take part in mechanisms of cell adhesion and epithelial-
mesenchymal transition, contributes to the differential diagnosis of melanocytic
lesions difficult to diagnose. Methodology: Retrospective cross-sectional study based
on immunohistochemical expression evaluation of genes CADM1, CDH1l and
TWIST1 in samples of 30 dysplastic compound nevus, 30 melanomas with less than
1.0 mm thick and melanomas with more than 1.0 mm thick, diagnosed between 2013
and 2016, in Joinville/SC. A score was used to evaluate color intensity and proportion
of cells stained. Results: There was a significant reduction in the expression of the
genes CADM1 and CDH1 in melanomas (below and above 1.0 mm thick) and in
melanomas of more than 1.0 mm in thickness, respectively, compared to dysplastic
melanocytic nevi. There was also lower expression of the genes CADM1 and CDH1
genes in melanomas greater than 1.0 mm thick compared to melanomas less than
1.0 mm. The gene TWIST1 showed no significant difference in expression between
groups. Conclusion: These findings allow us to conclude that the
immunohistochemical expression of CADM1 has the potential to contribute as an
auxiliary tool to the differential diagnosis between dysplastic compound nevus and

melanoma.

Key-words: immunohistochemistry, CADM1, TWIST, CDH1, cutaneous melanoma,

dysplastic nevus.
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Introducéo

O melanoma maligno € uma das neoplasias mais agressivas nos seres
humanos. O numero estimado de mortes por melanoma é de 48.000 por ano, em
todo o mundo [1], e vem sendo relatado um aumento na incidéncia nas populagdes
caucasianas [2].

A determinacdo das causas para 0 desenvolvimento do melanoma é
complexa, com fatores de genéticos e ambientais influenciando o risco individual [3].
A exposicao ocupacional, o estilo nutricional e principalmente a exposi¢ao a luz solar
séo fatores ambientais relacionados ao desenvolvimento do melanoma cutaneo.
Mudancas significativas na expressdo de microRNA em resposta a exposicao
ambiental tém sido relatadas [4].

A precisdo do diagnéstico do melanoma é critica para a contencdo da
malignidade [1]. O exame histopatoldgico € o "padrdo ouro" para o diagndstico de
lesGes melanociticas. No entanto, a distincdo histopatolégica definitiva entre as
lesdes benignas e as malignas, em alguns casos, pode ser dificil. E descrita uma
discordancia interobservador relativa ao diagndstico de nevos e melanomas
variando de 2,3 a 25% das lesdes [5].

Marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramentas auxiliares ao
diagnéstico das lesdes melanociticas [5]. Ferramentas citogenéticas, tais como
Comparative Genomic Hybridization e Fluorescence in situ Hybridization, foram
desenvolvidas para ajudar na classificacao de lesées melanociticas ambiguas. No
entanto, estes métodos moleculares requerem equipamentos e patologistas
qualificados, portanto, ndo séo utilizados rotineiramente [6]. Ao contrario, a imuno-
histoquimica é utilizada na maioria dos centros de patologia. Porém, apesar de
muitos marcadores terem sido estudados, apenas poucos deles parecem servir
como ferramentas auxiliares para o diagnéstico diferencial de nevo e melanoma e,
até o momento, nenhum deles é suficiente para distinguir inequivocamente uma
lesédo melanocitica [5].

E descrito que a perda da expressdo imuno-histoquimica do gene CADM1,
que ocorre nos melanomas, poderia servir como um marcador de melanoma em
lesBes histologicamente questionaveis [7]. Os niveis de CADML1 sao inversamente

relacionados aos niveis de TWIST1, que é responsavel por regular genes envolvidos
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na adesédo celular [8]. O TWIST1 participa do processo de transicao epitelial
mesenquimal (EMT) [9], que é um processo em que células perdem as propriedades
de adesédo e adquirem critérios mesenquimais permitindo a invasédo e migracao [10].
Por sua vez, a perda da expressao da E-caderina tem sido relatada na progresséao e
metastase dos melanomas cutaneos [11].

O objetivo deste estudo foi avaliar se a analise em conjunto da expresséo
imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWIST1 e CDH1l (E-caderina) pode

contribuir para o diagnéstico diferencial de lesdes melanociticas.

Métodos

Tipo, local e periodo do estudo

Estudo transversal retrospectivo realizado no Centro de Diagnésticos
Anatomo-Patoldgicos (CEDAP), laboratério de anatomia patoldgica, localizado na
cidade de Joinville em Santa Catarina, Brasil. O estudo foi realizado em amostras
coletadas nos anos de 2013, 2014, 2015 e 2016. A reavaliacao histologica e as
analises imuno-histoquimicas foram realizadas no periodo de maio de 2016 a janeiro
de 2017.

Amostras e critérios de inclusdo e exclusédo

Foram selecionadas amostras a partir dos diagndsticos registrados no banco
de dados do CEDAP. Os pacientes eram provenientes da rede publica e privada e
todos tinham indicacao clinica para a realizacédo do procedimento.

Inicialmente foram selecionadas 120 amostras consecutivas, todas com
acordo diagnéstico de dois patologistas, sendo 40 amostras de melanomas com
menos de 1,0 mm de espessura, 40 melanomas com mais de 1,0 mm de espessura
e 40 nevos melanociticos compostos displasicos, com atipias moderadas. Foram
excluidas as amostras que nao apresentavam material suficiente para as analises
subsequentes e as amostras que na reavaliacdo histoldgica apresentaram critérios
diagnoésticos duvidosos, totalizando 18 exclusdes (9 amostras de melanomas com

menos de 1,0 mm de espessura, 4 de melanomas com mais de 1,0 mm de
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espessura e 5 de nevos melanociticos). Por fim, para fins do estudo foram incluidas
as 30 amostras consecutivas com diagndsticos mais recentes de cada grupo

Dentre os melanomas com menos de 1,0 mm de espessura, a média de idade
foi 51 + 17 anos. Conforme a classificacdo histolégica do Colégio Americano de
Patologistas, 27 eram de disseminacdo superficial e 3 melanomas sem outra
classificacdo. A média da espessura foi de 0,5 mm + 0,3 mm. Dentre os melanomas
com mais de 1,0 mm de espessura, a média de idade foi 60 + 14 anos. Dez eram do
tipo histologico de disseminacéo superficial, 14 do tipo nodular, 1 melanoma acral, 1
melanoma nevoide e 4 melanomas, sem outra classificacdo. A média da espessura
foi de 3,9 mm * 3,8 mm. Dentre 0s nevos melanociticos compostos displasicos, com
atipias moderadas, a média de idade foi 40 £ 13 anos e todos tinham a informacéo

clinica ou de analise macroscopica de diametro maior que 5,0 mm.

Imuno-histoquimica

As amostras foram previamente fixadas em formalina a 10% e dispostas em
blocos de parafina. Foram realizados cortes com espessura de 4 micrémetros e
dispostos em laminas silanizadas e deixadas “overnight” em estufa a 60°C para que
o material do corte aderisse a lamina. A recuperagcdo antigénica foi feita no
equipamento PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca) em solucdo de recuperacéo
antigénica em pH 9.0 (“EnVision FLEX Target Retrieval Solution High pH (50x)”,
Dako). O processo de recuperacdo antigénica foi realizado durante 20 minutos a
95°C. Apoés esta etapa e em todas as etapas subsequentes, as laminas foram
lavadas em tampao “EnVision FLEX Wash Buffer” (Dako), diluido 1:200 em &agua
destilada, por 5 minutos. Os cortes foram demarcados com caneta hidrofébica. Para
todos os anticorpos a diluicdo utilizada foi determinada em testes em amostras
prévias.

Para a investigacédo da expressédo do gene CADM1 foi realizado bloqueio por
20 minutos com 100 pL de peréxido de hidrogénio a 3% (Dako). Foram adicionados
100 pL do anticorpo CADM1, diluido 1:600 na solucdo “EnVision FLEX Antibody
Diluent” (Dako), por 16 horas “overnight’. O anticorpo anti-CADM1 é conjugado,
policlonal isotipo Ig de coelho, que reage na regido N-terminal da proteina CADM1
(SynCAM humano) (ABBIOTEC, Le Plessis Robinson, Franca).
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Para a investigacdo da expressao do gene TWIST1 foi realizado bloqueio por
20 minutos com 100 pL de perdxido de hidrogénio a 3% (Dako). Foram adicionados
100 pL do anticorpo monoclonal, diluido 1:3000 na solucao “EnVision FLEX Antibody
Diluent” (Dako), por 16 horas “overnight”. O anticorpo anti-TWIST1 € conjugado,
monoclonal (clone 10E4E6, Genetex, Irvine, Estados Unidos da América) e
reconhece a regido entre os aminoacidos 9 e 74 da proteina TWIST1 humano.

Para a investigacdo da expressao do gene CDH1 (E-caderina) foi realizado
bloqueio por 5 minutos com 100 pL de peréxido de hidrogénio a 3% (Dako). A
seguir, foram adicionados 100 pL do anticorpo pronto para uso (Dako) e incubado
durante 20 minutos. O anticorpo anti-CDH1 € monoclonal derivado de camundongo
(clone NCH-38, anti-humano) e reconhece os fragmentos de E-caderina de 120 KDa
e de 82 kDa. Na sequéncia, foi adicionado o anticorpo secundario “EnVision FLEX
Mouse LINKER” (Dako) e incubado por 15 minutos.

Apés estas etapas, em todas as reacbes foram adicionados 100 pL de
polimero “EnVision FLEX/HRP” (Dako), seguido de incubacdo durante 20 minutos.
Na sequéncia, foram adicionados 100 pL da solucdo de cromoégeno de
diaminobenzidina (“EnVision FLEX — DAB Cromdégeno”, Dako), com incubacgéo
durante 20 minutos. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Gill e
montadas com meio de montagem (Dako), sendo identificadas com etiquetas com

cddigo de barras.

Definicdo dos scores referentes aos resultados da imuno-histoquimica

A expressédo do CADML1 e do CDH1 (E-caderina) foi avaliada no citoplasma e
na membrana celular. A expressdo do TWIST1 foi avaliada no ndcleo celular. As
laminas de imuno-histoquimica foram analisadas de modo cego, por dois
patologistas experientes, em relacdo aos dados clinicos e histolégicos dos
pacientes. O score utilizado, 0 método de leitura e interpretacdo dos resultados foi
baseado em You et al. (2012). Foram analisadas a porcentagem de células positivas
e a intensidade da coloracdo em cada amostra.

Para a definicdo da porcentagem de células positivas, estabeleceu-se uma
escala de 0 a 4: 0 a 10% de células coradas classificou-se como 0; 11 a 25% como
1; 26 a 50% como 2; 51 a 75% como 3 e 76 a 100% como 4. A intensidade da
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coloragéo foi graduada em uma escala de 0 a 3: resultado negativo foi classificado
como 0; fraco como 1; moderado como 2 e forte como 3. O score final foi obtido
multiplicando-se o resultado da porcentagem de células coradas pelo resultado da
intensidade da coloragdo. Na analise final, um score menor do que 3 foi considerado

negativo e scores iguais ou superiores a 3 foram considerados positivos.

Analise estatistica

A andlise estatistica para o calculo da diferenca dos resultados
interobservadores foi realizada através do indice de Kappa utilizando o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

A avaliacdo da significancia estatistica para cada marcador, TWIST1, CADM1
e CDH1, entre os grupos dos melanomas com menos de 1,0 mm de espessura, dos
melanomas com mais de 1,0 mm de espessura e dos nevos compostos displasicos
foi realizada através do teste Mann-Whitney com o Social Science Statistics

(http://www.socscistatistics.com). Valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

Aspectos éticos

O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade da Regido de Joinville (UNIVILLE), conforme diretrizes estabelecidas
na Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (CNS) e complementares,
sob o parecer numero 1.282.268.

As amostras selecionadas foram utilizadas exclusivamente para os fins
previstos na pesquisa. Apés a realizacdo do estudo, os blocos histolégicos foram
devolvidos ao biobanco CEDAP, onde permanecerdo armazenados por ho minimo
20 anos a partir do cadastro inicial do paciente, possibilitando que novos estudos
sejam realizados a medida que as técnicas analiticas evoluam e novos marcadores
moleculares surjam. Apés os 20 anos o descarte do material sera realizado, se

necessario, conforme as normas do biobanco CEDAP.
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Resultados

A expressdo imuno-histoquimica dos genes CADM1, TWIST1 e CDH1 foi
avaliada em melanomas com menos de 1,0 mm de espessura, com mais de 1,0 mm
de espessura e em nevos melanociticos compostos displasicos, com atipias
moderadas. O CADM1 mostrou expressao predominantemente citoplasmatica, o

TWIST1 mostrou expressdo predominantemente nuclear e o CDH1 mostrou

expressao de membrana e citoplasma (Figura 1).
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Figura 1: Expressdo imuno-histoquimica de CADM1 (A), TWIST1 (B) e CDH1 (C) em
nevo composto displasico (1), em melanomas com menos de 1,0 mm de espessura (2) e mais de 1,0
mm de espessura (3). Aumento de 200x.
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A Figura 2 apresenta os scores médios referentes a avaliagdo imuno-
histoquimica da expressdo dos genes CADM1, TWIST1 e CDH1 nos grupos de
nevos melanociticos compostos displasicos, melanomas com menos de 1,0 mm de

espessura e melanomas com mais de 1,0 mm de espessura.
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O indice de Kappa para os grupos melanomas com menos de 1,0 mm de
espessura, melanomas com mais de 1,0 mm de espessura € nevos melanociticos
compostos displasicos foi de, respectivamente, 0,09, 0,05 e 0,29 para 0 gene
CADM1, 1,00, 0,37 e 0,17 para o gene TWIST1 e 0,45, 0,31 e 0,24 para o gene
CDHL1.

12 11,7

11,2
9,7 9,9 103
g 8,3
8
6
. 3,5
2
0

CADM1 TWIST1 CDH1

Score de imuno-histoquimica

mNMCD MM <1,0 mm MM 2 1,0 mm

Figura 2 Scores médios referentes a expressado imuno-histoquimica dos genes CADM1,
TWIST1 e CDH1 nos grupos de nevos melanociticos compostos displasicos (NMCD), melanomas
(MM) com menos de 1,0 mm de espessura e melanomas com mais de 1,0 mm de espessura.

Em comparacdo aos nevos melanociticos compostos displasicos, observou-
se reducao da expressdo dos genes CADM1 e CDH1 nos melanomas [abaixo (p =
0,003) e acima (p =<0,05) de 1,0 mm de espessura] e em melanomas de mais de
1,0 mm de espessura (p =0.023), respectivamente. Também verificou-se menor
expressdo dos genes CADM1 e CDH1 nos melanomas com mais de 1,0 mm de
espessura em relacdo aos melanomas com menos 1,0 mm de espessura (p = <0,05
e p = 0,008, respectivamente). O gene TWIST1 ndo apresentou diferenca

significativa da expressao entre os grupos (p < 0,05).

A sensibilidade para os genes CADM1, TWIST1 e CDH1 foi
respectivamente de 31%, 100%, 11%. A especificidade para os genes CADMI1,
TWIST1 E CDHL1 foi respectivamente de 100%, 0%, 93%.
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Discussao

Nossos resultados demonstraram menor expressdo imuno-histoquimica do
gene CADM1 nos melanomas em relacdo aos nevos melanociticos compostos
displasicos, assim como nos melanomas com mais de 1,0 mm de espessura
comparativamente aos com menos de 1,0 mm.

A perda da expressdo imuno-histoquimica do CADM1 tem sido demonstrada
nos melanomas [12]. YOU et al [13], em 2010, avaliaram a expressao imuno-
histoquimica do CADM1 em 120 melanomas, dentre os quais 84 (70%) foram
classificados como negativos e os positivos foram significativamente associados ao
estagio histologico do melanoma. Em 2012, YOU et al [7] encontraram diferenca
significativa na expressédo imuno-histoquimica do CADM1 em lesGes melanociticas
de 50 pacientes na Harbin Medical University, China, sendo esta em média 3,6
vezes inferior nos melanomas quando comparados aos nevos displasicos, o que foi
corroborado pela equivalente reducao de 2,7 vezes observada em melanomas com
mais de 1,0 mm de espessura no presente estudo. Outro estudo, também realizado
na Harbin Medical University, China, observou que a perda da expressao do CADM1
em cultura celular pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) esta
associada a metastase e progressao da leséo [14].

Em relacdo ao gene TWIST1, nosso estudo apresentou resultados que
diferem dos encontrados na literatura. Ndo houve diferenca significativa da
expressao do gene entre 0S grupos.

Um estudo realizado por Hoek et al. [15], que avaliou a expressao do TWIST1
em 553 melanomas pela técnica Melanoma Tissue Microarrays, indicou que a
superexpressdo do TWIST1 esta associada ao pior progndstico. Encontrou ainda
que a coloracao intensa foi mais evidente nos melanomas metastaticos do que nos
melanomas primarios. Dentre as lesGes primérias, ndo houve diferencga significativa
entre os niveis de Breslow. Outro estudo, realizado por Papadogeorgakis [16] em
amostras de pacientes de Hospitais Universitarios de Leicester, na Inglaterra, entre
os anos de 1996 e 2006, encontrou que, pelo método de imuno-histoquimica, o
TWIST1 foi negativo no melandécitos normais e na maioria dos nevos e a coloracao
nuclear forte estava presente na maioria dos melanomas. Por sua vez, Ansieau et

al.,, em 2008, estudaram a expressao do TWIST1 por imuno-histoquimica em 12
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nevos e em 10 melanomas de pacientes do Centre Léon Bérard, na Franca, e nao
encontraram nenhuma expressao do TWIST1 nos nevos em contraste com o0s niveis
altos de TWIST1 encontrados em 5 de 10 melanomas [17].

Em nosso estudo, o gene CDHL1 (E-caderina) mostrou reducao da expressao
imuno-histoquimica nos melanomas com mais de 1,0 mm de espessura em relacao
aos melanomas com menos de 1,0 mm e aos nevos melanociticos compostos
displasicos.

O desenvolvimento do melanoma é usualmente associado ao decréscimo da
concentracdo de CDH1 e é sugerido que existem mdltiplas vias de sua inibig&o [18].
A perda da expressdao do gene CDH1 tem sido relatada nas metastases dos
melanomas cutaneos [11]. Caramel et al. [19] encontraram, pela técnica de PCR, a
partir de cultura celular, que a ativacdo dos fatores de transcricdo da transicao
epitelial mesenquimal nos melanomas tardios, dentre eles o TWIST1, est4 associada
ao aumento dos niveis de fosfo-ERK. Este mecanismo resulta na perda da CDH1,
aumento da invasao e constitui um fator independente de pior progndéstico nos
pacientes com melanomas. Jung et al. [20] realizaram a comparacdo da expressao
imuno-histoquimica do gene CDH1l em melanomas com mais de 1,0 mm de
espessura e em melanomas com menos de 1,0 mm de espessura, tendo constatado
maior positividade em melanomas finos.

Uma limitacdo neste estudo refere-se a um baixo indice de concordancia
entre observadores na leitura dos resutados relativos ao CADM1. Uma das causas
possiveis pode ter sido a presenca do pigmento citoplasmético de melanina
interferindo na andlise microscopica, uma vez que a expressao deste gene também
tem localizacdo citoplamatica. Na avaliacdo do TWIST1, por sua vez, identificou-se
gue o clone 10E4EG6 utilizado neste estudo diferiu do clone “2Cla” (Biomatrix e
Abcam) citado na literatura [16, 17], o que pode ter contribuido para as
discordancias entre os resultados.

Conclui-se que a expressdao imuno-histoquimica do CADM1 apresenta
potencial para servir como marcador para o diagndstico diferencial entre nevos
melanociticos compostos displasicos e melanomas. No entanto, outros estudos
devem ser realizados para avaliar a expresséo dos genes CADM1, TWIST1 e CDH1,

incluindo outras técnicas e marcadores, utilizando métodos padronizados, com
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objetivo de aumentar a especificidade dos testes para o diagnostico diferencial de

lesdes melanociticas.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo foi avaliada a expressdo imuno-histoquimica dos genes CADM1,

TWIST1 e CDH1 (E-caderina) em nevos melanociticos compostos displasicos e

melanomas. Nossas principais conclusdes obtidas foram:

A expressdo imuno-histoquimica do gene CADM1 nas lesGes melanociticas
tem potencial para contribuir para o diagndstico diferencial entre nevos
melanociticos compostos displasicos e melanomas, e entre melanomas com
menos de 1,0 mm e mais de 1,0 mm de espessura;

A avaliacdo da expressao imuno-histoquimica do gene TWIST1 nas lesdes
melanociticas, com emprego do anti-TWIST correspondente ao clone
10E4E6, ndo contribui para o diagnostico diferencial entre nevos
melanociticos compostos displasicos e melanomas;

A expressao imuno-histoquimica do gene CDH1 nas les6es melanociticas tem
potencial para contribuir para o diagndstico diferencial de nevos melanociticos

compostos displasicos e melanomas com mais de 1,0 mm de espessura.
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