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“...Only three diagnoses are available when a histopathologist assesses a proliferation of
melanocytes in the skin: (1) nevus, (2) melanoma, and (3) melanoma in association with a nevus. If a
histopathologist cannot make one of those three diagnoses, then the honest response, phrased in Old
English, should be “Ic ne wat,” i.e.,, “I don’t know.” No attempt should be made to maneuver behind

hedges, euphemisms, and non-diagnoses like “active juncional nevus,” “atypical melanocytic

”oou v

hiperplasia,” “pagetoid melanocytic proliferation,” “mild, moderate, and severe dysplasia,” “borderline

s

melanoma,” “minimal deviation melanoma.” These phrases are evasions that do not communicate to a
clinician, directly and forthrightly, whether the lesion under consideration is a nevus, a melanoma, or a
melanoma in association with a nevus. Furthermore, they permit a histopathologist to sustain the

delusion that a diagnosis actually is being made when, in truth, only an inadequate description, badly

phrased, is being rendered...”

A.B. Ackerman, L. Cerroni e H. Kerl' in Pitfalls in histopathologic diagnosis of malignant

melanoma
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Resumo

O presente trabalho divide-se em duas grandes areas: na primeira revéem-se aspectos
bioldgicos e patoldgicos do melandcito e nevo pigmentado (capitulo 2), do melanoma maligno
(MM) cutaneo (capitulo 3) e do melanoma maligno desmoplasico (MMD) (capitulo 4); na
segunda relata-se a contribuicao pessoal para o conhecimento do MMD - descri¢ao do estudo —

material, métodos e resultados (capitulo 5), discussao (capitulo 6) e conclusdes (capitulo 7).

O primeiro capitulo é uma breve introducao sobre a importancia do diagnostico correcto

das lesdes melanociticas.

O segundo capitulo é dedicado ao melandcito: origem embrioldgica, localizagdo e
morfologia. Discute-se a patogénese dos nevos melanociticos e a transformagao maligna de

melandcitos incluindo algumas das aberragdes moleculares que podem ocorrer.

No terceiro capitulo dedicado ao MM cutaneo em geral expdem-se os critérios clinicos e
histologicos que permitem o diagndstico e classificacdo nos seus 4 tipos principais: MM de
crescimento superficial, MM sobre léntigo maligno, MM nodular e MM acrolentiginoso. Revé-se
a incidéncia, prevaléncia e mortalidade do MM em geral. Procede-se a caracteriza¢do de alguns
marcadores usados no estudo de tumores agrupados em 3 grandes grupos: de diferenciagdo
melanocitica, de progressao e sinalizagdo tumoral e de marcacdo de células do estroma. Para
cada marcador é registado o compartimento celular de marcagao (nuclear, citoplasmica e/ou de
membrana), quais as células que o podem expressar, assim como os tumores que podem
marcar. Nos marcadores de progressao e sinalizagdo tumoral é explicado o papel

desempenhado por cada proteina e a fase celular em que intervém. Prossegue-se com a
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enumeracdo dos factores clinicos, histologicos e imuno-histoquimicos com valor prognostico,

explicagao sumaria da classificagaio TNM e dos grupos de estadiamento do MM cutaneo.

No quarto capitulo efectua-se uma revisdo bibliografica de MMD. A primeira descri¢ao
remonta a 1971 por Conley e col. e o conceito de MM neurotrépico de Reed e Leonard foi
publicado em 1979. Sao revistos os seus critérios de diagndstico: clinicos, histologicos e imuno-
histoquimicos. Aborda-se a variagdo dos conceitos de progndstico do MMD em comparagao
com o MM cutaneo em geral, ao longo do tempo, tendo o MMD sido associado sucessivamente
a um pior progndstico nos anos 80, a um melhor prognostico nos anos 90 e actualmente a um
prognostico igual aos outros tipos de MM de acordo com a sua espessura. Busam e col. em 2004
e Hawkins e col. em 2005 chamam a atengao para a heterogeneidade fenotipica do MMD
realcando a necessidade da separacdo em dois grandes grupos de acordo com a area que o
componente desmoplasico ocupa no total do tumor: superior a 80 ou 90% denominado MMD
“puro” ou quando apenas existem focos de desmoplasia num MM “convencional” deverao ser
chamados de “misto” ou “combinado”. Destaca-se a maior tendéncia do MMD para a recidiva
local, principalmente quando a margem livre de tumor da excisao cirtirgica € inferior a 1 cm que
pode ser explicada pela sua localizagao frequente na face. Discute-se a utilidade da realizagdo
de bidpsia de ganglio sentinela, por rotina, como procedimento diagndstico e de estadiamento
prognostico quando é sabido que a metastizagdo ganglionar é muito rara neste tipo de MM. A

metastizagdo sistémica ocorre com maior frequéncia para o pulmao.

No capitulo 5 relata-se o estudo de 113 casos de doentes com MMD provenientes do
arquivo do Laboratério Dermatopathologie Friedrichshafen, Bodensee (Professor Doutor Heinz
Kutzner e Doutor Arno Riitten), na Alemanha, tendo tido como objectivos a analise das
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas da totalidade dos casos, da utilidade das técnicas
imuno-histoquimicas no seu diagndstico e registo da pesquisa da mutacdo V600E no gene BRAF

efectuada por PCR, complementadas por uma andlise estatistica exploratdria dos resultados.

Por compilacdo da informagao clinica dos doentes, contida nas requisicdes que
acompanhavam as amostras de pele procedeu-se ao registo de 4 variaveis clinicas: sexo, idade,
localizagdo e hipotese diagnostica. Com recurso ao contacto do médico assistente
complementado com os dados recolhidos no registo oncolégico alemao (Professor Doutor Claus

Garbe) foi possivel saber a evolugao clinica de 55 dos doentes.
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RESUMO

Procedeu-se a observagao das laminas dos 113 casos coradas por H&E com registo e
andlise de 20 varidveis histologicas: grau de desmoplasia, componente intraepitelial,
envolvimento folicular, elastose solar, ulceragao, nivel de Breslow (espessura em mm), grau de
Clark, invasao neural, invasdo vascular, padrao celular (forma dos melandcitos e dos seus
nucleos), indice mitotico, pigmento melanico, agregados linfdides, infiltrado inflamatoério,
regressao (definida como fibrose da derme papilar, ectasia capilar, infiltrado inflamatdrio
linfocitario e atrofia da epiderme), variagdo de espessura da epiderme, faixa de Grenz, nevo

associado, mucina e metaplasia cartilaginea ou 6ssea.

Realizou-se estudo-piloto de imunomarcagdo em 15 casos com 25 anticorpos de
diferenciagdo melanocitica (5-100, HMB-45, Melan-A, Tirosinase, MITF, CD117 e P75), de estudo
da progressao e sinalizagao tumoral (Ki-67, MPM-2, Ciclina D1, CDK2, CDK4, RB, P16, P19,
P21, P27 e PTEN) e de estudo de células do estroma (N-caderina, Fascina, CD13, Actina do
musculo liso 1A4, CD34, GLUT-1 e Claudina).

A pesquisa da mutagdo BRAF por PCR foi negativa para os 15 casos testados.

Procedeu-se a descricao dos métodos estatisticos utilizados.

No capitulo 6 discutem-se os resultados obtidos. Analisaram-se as possiveis causas de
erro diagndstico tanto do ponto de vista clinico como histoldgico, com especial énfase nos
aspectos de diagnostico diferencial com outras neoplasias de células fusiformes e discutiu-se a

origem e aspectos de benignidade/malignidade do componente desmoplasico.

No capitulo 7 registamos as conclusdes do estudo sendo de destacar que o MMD ocorre
geralmente na cabeca e pescogo (75%) de doentes com idade superior a 60 anos (88%), sem
predilecgdo por sexo (488 / 522). S6 em 1/3 dos casos a hip6tese clinica de MM foi colocada e
em outro 1/3 o diagndstico clinico foi de lesdo cutanea benigna. Dos 55 doentes cuja evolugao
clinica foi conhecida observou-se recidiva local em 4%, invasio ganglionar em 2% e

metastizagdo a distancia em 9%, pertencendo 4 dos 5 doentes ao grupo dos MMD “mistos”.

Na histologia, a maioria dos tumores era mal delimitado, envolvia toda a espessura da
derme (96% dos casos eram nivel de Clark IV/V) e 57% tinham uma espessura superior a 4mm
no momento do diagnoéstico. A dificuldade no diagnostico pode ser explicada em parte pelo

baixo indice mitético das células tumorais (72% dos casos com um nimero de mitoses inferior a
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1 por 10 campos de grande ampliagdo), pela auséncia de pigmento melanico em 71% dos casos e
pela auséncia de componente melanocitico intraepidérmico atipico em 19% dos casos. Presenca
de agregados linféides em redor ou dentro do tumor foi registado em 37% dos casos
nomeadamente nos MMD “puros” (53%). Observou-se uma correlacdo directa entre a presenca

de neurotropismo (35% dos MMD) e a maior espessura tumoral (p < 0,05).

O estudo imuno-histoquimico demonstrou o interesse da utilizagdo de painel de
marcadores de diferenciacdo melanocitica pois além da positividade para proteina 5100 usada
por nds como critério diagndstico, os anticorpos HMB-45, Melan-A, MITF e tirosinase s6 foram
focalmente positivos no componente melanocitico superficial, quando estes tinham uma
morfologia epitelidide. De grande utilidade nao sé no diagnostico como na avaliagdo das
margens livres de tumor foi o marcador P75 que € fortemente positivo na quase totalidade dos
casos. O baixo indice mitotico celular foi confirmado pelo marcador MPM-2. Dos marcadores de
proliferacdo tumoral testados confirmou-se uma elevagao de Ciclina D1 e de CDK2 na maioria
dos casos, apesar de CDK4 ser quase sempre negativa. Os inibidores de CDK foram negativos
em cerca de metade dos P16 testados e na totalidade dos P19. Nao foi possivel demonstrar a
presenca da proteina oncossupressora PTEN em 8 dos 15 casos testados. O gene do
Retinoblastoma foi detectado em 11 dos 15 casos estudados. Os marcadores de células do estroma
habitualmente associados a um pior progndstico como a N-caderina e a Fascina foram positivos

em 11/15 e em 4/14 casos testados, respectivamente.

Este conjunto de dados levam-nos a sugerir que o tumor resulte essencialmente da
inibi¢do da apoptose das células tumorais, representada pela auséncia de PTEN e de P19 e nao
so pela via proliferativa do MAPK, expresso pelo escasso nimero de mitoses. Especulamos
assim, ter o dano actinico crénico papel importante na génese deste tumor.

O tempo de seguimento dos doentes investigados nao foi suficiente para obter conclusdes

sobre o valor progndstico dos marcadores.

No caso dos MMD ainda ndo existem sinteses meta-analiticas, uma vez que os estudos
publicados ndo contém suficiente informacdo quantitativa para se fazerem estudos meta-

analiticos crediveis, mesmo recorrendo a meta-andalise cumulativa.
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Abstract

The present work is divided into two main areas: the first one, in which we review
some pertinent aspects of the biology and pathology of the melanocyte and pigmented
melanocytic nevus (chapter 2), of the cutaneous malignant melanoma (MM) (chapter 3) and of
the desmoplastic malignant melanoma (DMM) (chapter 4); the second one, in which we
describe the personal contribution for the knowledge of DMM - description of the study —

material, methods and results (chapter 5), discussion (chapter 6) and conclusions (chapter 7).

The first chapter is a brief introduction about the pitfalls in the diagnosis of melanocytic

lesions.

The second chapter is devoted to the melanocyte: embryology, location and
morphology. The pathogenesis of melanocytic nevi and the malignant transformation of
melanocytes are discussed, including some of the molecular aberrations that can occur.

The third chapter concerns the clinical and histological criteria of MM that allow the
diagnosis and classification in one of its 4 main types: superficial spreading, lentigo maligna,
nodular and acral. MM are described, followed by a review on the incidence, prevalence and
mortality of MM in general. This chapter also includes an overview on some melanocytic
differentiation, progression and signalling tumor markers, as well as of stromal cells, and its
immunohistochemical labelling and meaning. It continues with the indication of clinical factors,
histological and immunohistochemical data having prognostic value, and a brief explanation of
the TNM classification and the staging group for cutaneous MM.

In the fourth chapter a literature review of DMM is carried out. The first description of
DMM dates back to 1971 by Conley et al. and the concept of neurotropic MM by Reed and
Leonard was published in 1979. It reviews the criteria for DMM diagnosis made by clinical,
histological and immunohistochemical studies. It also discusses the change of the terms of
prognosis of DMM compared with cutaneous MM in general. DMM has been in turn associated

with a worse prognosis in the 80’s, a better prognosis in the 90’s, and currently an equal
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prognosis to other types of MM according to their thickness. In 2004, Busam et al. and in 2005,
Hawkins et al. called the attention to the phenotypic heterogeneity of the DMM, highlighting
the need for its separation into two major groups according to the area that the desmoplastic
component occupies in the total tumor: when it is more than 80 or 90% of the DMM area it must
be called “pure” DMM and when there are only pockets of desmoplasia in an otherwise
conventional MM type it should be called “combined” or “mixed”. It highlights the greater
tendency of the DMM for local recurrence, especially when the free margin of tumor excision is
less than 1 cm, which can be explained by their common location on the face. It discusses the
usefulness of performing sentinel lymph node biopsy routinely as a diagnostic procedure for
staging and prognosis when it is known that lymph nodes metastasis is very rare in this type of
MM. Systemic metastasis occurs more frequently in the lungs.

In Chapter 5 we proceed to the study of 113 cases of patients diagnosed with DMM in
the Dermatopathologie Friedrichshafen Laboratory, Bodensee, Germany (Heinz Kutzner, MD PhD
and Arno Riitten, MD) with the objective of clinical and histopathological analysis of all cases,
and of the use of immunohistochemical techniques for their diagnosis. We also evaluated the
V600E mutation in BRAF gene by PCR, and performed an exploratory statistical analysis of the
results.

Patient clinical data contained in the forms received by the laboratory with the skin
samples were used to record 4 clinical variables: sex, age, location and clinical diagnosis. After
contacting the patient’s doctor, this information was supplemented with data collected in the
German Cancer Register (Claus Garbe, MD PhD), which made it possible to figure out the
clinical outcome of 55 patients.

In the study, all the slides stained with H & E were examined and analyzed using 20
histological variables: degree of desmoplasia, intraepithelial melanocytic component, follicular
involvement, solar elastosis, ulceration, Breslow level (thickness size in mm), Clark level,
neural and vascular invasion, cell pattern (morphology of the melanocytes and their nuclei),
mitotic index, melanin pigment, lymphoid aggregates, inflammatory infiltrate, regression
(defined as fibrosis of the papillary dermis, capillary ectasia, inflammatory infiltrate of
lymphocytes and atrophy of the epidermis), variation in thickness of the epidermis, Grenz zone,
associated melanocytic nevus, stromal mucin and cartilage or bone metaplasia.

A selected immunohistochemical study was carried out using 25 antibodies to
melanocytic differentiation (5-100, HMB-45, Melan-A, Tyrosinase, MITF, CD117 and P75), to
tumor progression and signaling markers (Ki-67, MPM-2, Cyclin D1, CDK2, CDK4, RB, P16,
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P19, P21, P27 and PTEN) and also to stromal cell markers on the tumoral cells (N-cadherin,
Fascin, CD13, 1A4 - smooth muscle actin -, CD34, GLUT-1 and Claudin) was done.

BRAF mutation was negative in all the 15 cases evaluated by PCR.

Statistical methods are described.

In Chapter 6 we compared the results obtained in our study with the ones from the
literature. We analyzed the possible causes of diagnostic errors, both clinical and histological,
with special emphasis to differential diagnosis with other spindle cell neoplasms and we
discuss the origin and aspects of benign or malignant desmoplastic component.

In Chapter 7 we recorded the findings of the study, being important to highlight that
DMM is usually located on the head and neck (75%) of patients aged over 60 years (88%), with
no gender predilection (48 & /52 Q). Only in 1/ 3 of the cases the clinical suspicion of MM was
stated and in another 1 / 3, the clinical diagnosis stated was of a benign skin lesion. Of the 55
patients whose clinical follow-up was known there was local recurrence 4% of the times, lymph
node invasion in 2% of the cases and systemic metastasis in 9% of the patients (4 of these 5
patients belonged to the group of "combined" DMM).

Most tumors were poorly defined, involved the entire thickness of the dermis (96%
were Clark level IV / V) and 57% had a thickness exceeding 4 mm at the time of diagnosis. Low
mitotic index of tumor cells (72% of the cases had less than 1 mitosis per 10 HPF), the lack of
melanin pigment in 71% of cases and the absence of atypical intraepidermal melanocytic
component in 19% of cases may difficult the immediate identification of the tumor. Presence of
lymphoid aggregates around or inside the tumor was recorded in 37% of cases, particularly in
the "pure" DMM (53%). There was a direct correlation between the presence of neurotropism
(35% of DMM) and greater tumor thickness (p <0.05).

The immunohistochemical study demonstrated the advantage of using a melanocytic
differentiation panel of markers. Besides using the positivity for S100 protein as diagnostic
criteria, we found that HMB-45, Melan-A, MITF and Tyrosinase were only focally positive on
the superficial melanocytic component, cells with epithelioid morphology. Very useful, not
only for diagnosis but also to evaluate the tumor-free margins, was the strongly positive P75
marker in almost all cases. Low mitotic index was confirmed by the MPM-2 marker. Cyclin D1
and CDK2 (proliferative markers) were positive in most cases, while CDK4 was almost always
negative. CDK inhibitors were negative in about half of the P16 and in all of the P19 tested
cases. We were unable to demonstrate the presence of PTEN oncosuppressor protein in 8 of 15

tested cases. The retinoblastoma gene was detected in 11 of the 15 cases studied. N-cadherin and
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Fascina, stroma cells markers, usually associated with a worse prognosis in MM, were positive
in 11/15 and 4 / 14 of the tested cases, respectively.

The overall analysis of these data led us to the suggestion that this tumor is a result
mainly from apoptosis and not only by MAPK pathway. Chronic actinic damage may play a
key role in the tumoral genesis.

The patients” follow-up was short thus limiting any investigation about the prognostic
meaning of the markers.

Meta-analysis of published DMM cases is not yet possible due to the incompleteness of

the published information, even using cumulative meta-analysis.
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Resumen

El trabajo presentado se divide en dos grandes areas: en la primera se revisan aspectos
bioldgicos y patologicos del melandcito y del nevus pigmentado (capitulo 2), del melanoma
maligno (MM) cutaneo (capitulo 3) y del melanoma maligno desmoplasico (MMD) (capitulo 4);
en la segunda se relata la contribucién personal para el conocimiento del MMD - descripcion
del estudio — material, métodos y resultados (capitulo 5), discusion (capitulo 6) y conclusiones

(capitulo 7).

El primer capitulo es una pequena introduccion sobre la importancia del diagnostico

correcto de las lesiones melanociticas.

El segundo capitulo esta dedicado al melandcito: origen embrioldgico, localizacién y
morfologia. Se discute la patogénesis de los nevos melanociticos y la transformacién maligna de

los melandcitos incluyendo algunas de las anomalias moleculares que pueden ocurrir.

El tercer capitulo esta dedicado al MM cutaneo en general, exponiendo los criterios
clinicos e histolégicos que permiten el diagnostico y la clasificacion en sus 4 tipos principales:
MM de crecimiento superficia, MM sobre Léntigo maligno, MM nodular y MM
acrolentiginoso. Se revisa la incidencia, prevalencia y mortalidad del MM en general. Se
procede a la caracterizacion de algunos marcadores usados en el estudio de tumores, agrupados
en 3 grandes grupos: de diferenciaciéon melanocitica, de progresion y sefializacion tumoral y de
marcacion de células del estroma. Para cada marcador se registrd la localizacién celular del
marcador estudiado (nuclear, citoplasmica y/o de membrana), cuales eran las células que
podian expresarlo, asi como los tumores que se pueden marcar. Los marcadores de progresion
y sefializacion tumoral se analizaron explicando el papel desempefiado por cada proteina y la
fase proliferativa celular en la que intervienen. A continuacién se enumeran los factores clinicos,
histoldgicos e imuno-histoquimicos con valor prondstico, explicando de manera resumida la

clasificaciéon TNM y los grupos de estadiaje del MM cuténeo.
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En el cuarto capitulo se efectia una revision bibliografica del MMD. La descripcion
original fue publicada en 1971 por Conley et al. y el concepto de MM neurotropico de Reed y
Leonard fue publicado en 1979. Se revisan sus criterios de diagndstico: clinicos, histologicos e
imuno-histoquimicos. Se aborda la variacién de los conceptos de prondstico del MMD en
comparacion con el MM cutaneo en general, a lo largo del tiempo, ya que el MMD ha sido
asociado sucesivamente a un peor prondstico en los afos 80, a un mejor prondstico en los afios
90 y actualmente a un prondstico igual al de otros tipos de MM de acuerdo con su espesor.
Busam et al. en 2004 y Hawkins et al. en 2005 llaman la atencion sobre la heterogeneidad
fenotipica del MMD, recalcando la necesidad de separacion en dos grandes grupos de acuerdo
con el area que el componente desmoplasico ocupa en la totalidad del tumor: superior a 80 o
90%, denominando entonces al tumor MMD “puro”, o cuando apenas existen focos de
desmoplasia en un MM “convencional”, que entonces debera ser denominado “mixto” o
“combinado”. Destaca la mayor tendencia del MMD a la recidiva local, principalmente cuando
el margen libre de tumor en la extirpacion quirtirgica es inferior a 1 cm, lo que puede explicarse
por su localizacion frecuente en la cara. Se discute la utilidad de la realizacién de rutina de la
bidpsia del ganglio centinela, como procedimiento diagndstico y de estadiaje prondstico,
teniendo en cuenta que la metastatizacién ganglionar es muy rara en este tipo de MM. Las

metdstasis sistémicas mas frecuentes son al pulmon.

En el capitulo 5 se procede al estudio de 113 casos de pacientes con MMD diagnosticados
en el Laboratorio Dermatopathologie Friedrichshafen, Bodensee (Profesor Doctor Heinz Kutzner e
Doctor Arno Riitten), en Alemania, teniendo como objetivos el analisis de las caracteristicas
clinicas y histopatoldgicas de la totalidad de los casos, la utilidad de las técnicas inmuno-
histoquimicas en su diagnostico, la investigacion de la mutacién V600E en el gen BRAF

efectuada mediante PCR y complementada por el analisis estadistico de los resultados.

Para la recopilacién de la informacién clinica de los pacientes se utilizaron los datos que
se aportaban en la hoja que acompafiaban las muestras de piel enviadas para estudio
histopatoldgico, registrandose 4 variables clinicas: sexo, edad, localizacion e hipodtesis
diagndstica. Como recurso adicional, se contact6é con el médico que asisti6 originalmente a cada
paciente y se complementaron los datos con los obtenidos en el registro oncologico aleman
(Profesor Doctor Claus Garbe), con lo que fue posible obtener la evolucién clinica de 55

pacientes.
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RESUMEN

Se procedié al estudio de todas las preparaciones histopatoldgicas tefiidas con H&E,
registrandose 20 parametros histopatologicos: grado de desmoplasia, componente intraepitelial,
afectacion folicular, elastosis solar, ulceracién, nivel de Breslow (espesor en mms), grado de
Clark, invasion neural, invasion vascular, patron celular (morfologia de los melandcitos y de sus
nucleos), indice mitotico, pigmento meldnico, agregados linfoides, infiltrado inflamatorio,
regresion (definida por fibrosis de la dermis papilar, ectasia capilar, infiltrado inflamatorio
linfocitario y atrofia de la epidermis), variacion del espesor de la epidermis, banda de Grenz,

nevo melanocitico asociado, mucina y presencia de metaplasia cartilaginosa u 6sea.

Se realiz6 un estudio imunohistoquimico con 25 anticuerpos de diferenciacion
melanocitica (S-100, HMB-45, Melan-A, Tirosinasa, MITF, CD117 y P75), de la progresion y
senalizacion tumoral (Ki-67, MPM-2, Ciclina D1, CDK2, CDK4, RB, P16, P19, P21, P27 y PTEN)
y del estudio de las células del estroma (N-caderina, Fascina, CD13, Actina de musculo liso 1A4,
CD34, GLUT-1 y Claudina).

La investigacién de la mutacién del BRAF por PCR resulté negativa en los 15 casos
estudiados.

Se procedid a la descripcion de los métodos estadisticos utilizados.

En el capitulo 6 se procedio a la discusion de los resultados obtenidos y a su comparacion
con los de la literatura. Se analizaron las posibles causas de error en el diagndstico, tanto desde
el punto de vista clinico como histolégico, con especial énfasis en los aspectos del diagndstico
diferencial con otras neoplasias de células fusiformes y se discute tanto el origen como el
caracter de benignidad/malignidad del componente desmoplasico.

En el capitulo 7 se enumeran las conclusiones de este estudio, destacando que el MMD
ocurre generalmente en la cabeza y en el cuello (75%) de los pacientes con edad superior a los 60
afos (88%), sin predileccién por ningun sexo (483 / 52%9). Solo en 1/3 de los casos se planted la
hipétesis clinica de MM y en otro 1/3 el diagnodstico clinico fue de lesién cutdnea benigna. De los
55 pacientes en los que se conocia la evolucion clinica, se observé recidiva local en el 4%,
invasion ganglionar en el 2% y metastasis a distancia en el 9%, perteneciendo 4 de los 5
pacientes al grupo de los MMD “mixtos”.

En la mayoria de los casos, el tumor estaba mal delimitado, afectaba a todo el espesor de
la dermis (96% de los casos tenian un nivel de Clark IV/V) y el 57% tenian un espesor superior a
4 mm en el momento del diagndstico. La dificultad en el diagnéstico se puede explicar en parte
por el bajo indice mitoético de las células tumorales (72% de los casos con un niimero de mitosis

inferior a 1 por 10 campos de gran aumento), por la ausencia de pigmento melanico en el 71%
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de los casos y por la ausencia de componente melanocitico intraepidérmico atipico en el 19% de
los casos. Se observo la presencia de agregados linfoides alrededor o dentro del tumor en el 37%
del total de los casos y en el 53% de los MMD “puros”. Se observé una correlacién directa entre
la presencia de neurotropismo (35% de los MMD) y el mayor espesor tumoral (p < 0,05).

El estudio inmuno-histoquimico demostr¢ la utilidad de estudiar un panel de marcadores
de diferenciacion melanocitica, pues ademas de la positividad de la proteina S100 que se utilizd
como requisito diagndstico, el HMB-45, el Melan-A, el MITF y la tirosinasa s6lo fueron
focalmente positivos en el componente melanocitico superficial, y cuando estos melandcitos
tenian una morfologia epitelidide. De gran utilidad, no s6lo en el diagndstico sino también en la
evaluacion de los margenes libres de tumor, fue el marcador P75, que fue intensamente positivo
en la casi totalidad de los casos. El bajo indice mitético fue confirmado por el marcador MPM-2.
De los marcadores de proliferacion tumoral estudiados, se confirmé una elevacion de la Ciclina
D1 y de CDK2 en la mayoria de los casos, a pesar de que CDK4 fue casi siempre negativa. Los
inhibidores de CDK fueron negativos en casi la mitad de los casos estudiados para P16 y en la
totalidad de los casos estudiados para P19. No fue posible demostrar la presencia de la proteina
oncosupresora PTEN en 8 de los 15 casos estudiados. El gen del retinoblastoma se detectd en 11
de los 15 casos estudiados. Los marcadores de las células del estroma habitualmente asociados a
un peor prondstico como la N-caderina y la Fascina fueron positivos en 11/15 y en 4/14 de los
casos estudiados, respectivamente.

El conjunto de los datos de nuestro estudio nos permiten sugerir que el tumor es
resultado principal de la inhibiciéon da apoptosis de las células tumorales, de acordd con la
ausencia de PTEN y de P19 y no por la via MAPK apenas, exprimido por el reducido numero
de mitosis. Especulamos asi, que el dafo actinico tiene un papel importante en la génesis del
tumor.

El tiempo de seguimiento de los pacientes investigados fue corto y por eso no fue posible

obtener conclusiones sobre el valor prondstico de los marcadores.

En el caso del MMD todavia no existen estudios meta-analiticos, porque los estudios
publicados no aportan suficiente informacién cuantitativa para hacer fiables estos estudios,

incluso recurriendo a un meta-andlisis acumulativo.
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AJCC: American Joint Commission on Cancer Staging Committee
AKT: non-specific serine/threonine protein kinase

AML: actina do musculo liso

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico

BRAF: gene v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1

BRAF: proteina v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
CD13: aminopeptidase N

CD34: hematopoietic progenitor cell antigen CD34 precursor

CDK: quinase dependente da Ciclina

CDKi: inibidor da quinase dependente da Ciclina

CGH: hibridizagao gendémica comparativa

ERK: extracellular signal-requlated kinases

H&E: hematoxilina e eosina

FCR: fase de crescimento radial

FCV: fase de crescimento vertical

GO: fase celular de repouso

G1: fase celular proliferativa que antecede a fase S do ciclo celular
G2: fase celular proliferativa que antecede a fase M do ciclo celular
GLUT-1: human erythrocyte glucose transporter 1

HMB-45: human melanoma black-45

THQ: imuno-histoquimica

Ki-67 (MIB-1): marcador de proliferagao celular

KIT (CD117): v-KIT Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
LM: léntigo maligno

M: fase do ciclo celular correspondente a mitose

MAPK: mitogen-activated protein kinase
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MDM-2: Murin double minute — 2 oncogene

MEK: mitogen-activated protein kinase-1

Melan-A (MART-1): Melanoma Antigen Recognized by T-cells
MITE: factor de transcrigao associado a microftalmia

MM: melanoma maligno

MMD: melanoma maligno desmoplasico

MMN: melanoma maligno neurotrépico

MPM-2: mitotic protein monoclonal 2

MRP: proteinas relacionadas com a melanogénese

MSH: hormonas estimulantes do melanécito

N-Cad: nerve cadherin

P16 (INK4A): inibidor de quinases dependentes das Ciclinas
P75-NGFR: neural growth factor receptor

pb: pares de bases nitrogenadas dos acidos nucleicos
PEComa: tumor da célula epitelidéide perivascular

PI3K: quinase 3 fosfatidilinositol

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten
RB: gene da susceptibilidade para o retinoblastoma humano
RAS: RAS viral oncogene homolog

S: fase do ciclo celular que corresponde a sintese de ADN entre as fases G1 e G2

WNT: wingless-type MMTYV integration site family member
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CAPITULO 1

Introducao

A interpretacdo de tumores melanociticos é um dos mais importantes temas e
provavelmente um dos desafios mais dificeis de toda a histopatologia cutdnea, sobretudo
quando se considera a indispensavel correlacdo clinico-patolégica. Os critérios de distingao
entre nevo de Spitz e melanoma maligno (adiante referido como MM) nevdide (spitzoide),
assim como os critérios diagndsticos de melanoma maligno desmoplasico (MMD), estes na base
da justificacdo do presente trabalho, sao alguns exemplos da dificuldade na interpretagao de

lesdes melanociticas.

Espera-se que o reconhecimento histolégico seja correcto pelas potenciais consequéncias
nefastas que podem advir para o doente em caso de erro diagnostico. Interpretar um MM como
nevo levard a auséncia de procedimentos terapéuticos, com a previsivel evolucdo para recidiva
no local da bidpsia, posterior metastizagdo do MM e possivel morte do paciente. Pelo contrario,
diagnosticar como MM um vulgar nevo, além do dano psicoldgico que provoca, sera
provavelmente seguido de procedimento cirtrgico extenso, desnecessario, disseccio de
ganglios linfaticos e eventualmente a utilizacdo de tratamentos agressivos como radioterapia,
imunoterapia e até quimioterapia. Em alguns paises, € hoje em dia uma das principais causas de

processos judiciais contra médicos.?

Para melhorar a acuidade diagndstica dos tumores melanociticos, tem-se assistido a um
estudo continuo das lesdes melanociticas com descricdo minuciosa das suas caracteristicas
citologicas e arquitecturais. Assim, com recurso a histopatologia foi possivel separar varias
entidades clinico-patolégicas de MM, onde se inclui aquele que é objecto do nosso estudo,

MMD.
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Neste trabalho, apds revisao bibliografica sobre melandcito, MM e MMD, variedade de
MM que levanta particulares dificuldades diagnosticas, passaremos a descri¢do das
caracteristicas clinicas, histolégicas e imuno-histoquimicas observadas numa série de 113
doentes. Parte destes resultados foram publicados em 2008 no American Journal of
Dermatopathology.> Como complemento do nosso estudo procedemos a uma analise estatistica

exploratdria dos resultados.



CAPITULO 2

Melandcito

2.1. Melandcito na pele normal

Os melandcitos tém origem ectodérmica, na crista neural, a semelhanca das células do
sistema nervoso, com as quais compartilham algumas caracteristicas morfoldgicas e funcionais,
enquanto que, as células pigmentadas da tivea tém origem no neuro-epitélio da vesicula dptica
embriondria. Durante o primeiro trimestre da vida fetal os seus precursores migram da crista
neural para a pele, leptomeninges e mucosas (eso6fago, vulva, colo do ttero e anus).* Na pele
podem manter-se como células indiferenciadas, os melanoblastos,® ou diferenciarem-se em
melandcitos adquirindo, assim, a capacidade de produzir melanina, que enviam para os
queratindcitos vizinhos, através de prolongamentos dendriticos, o que determina a
pigmentagdo da pele e dos pélos. Na espécie humana os melandcitos encontram-se na pele, nos
pélos, na iris, na medula e zona reticular da glandula supra-renal, na stria vascularis do ouvido
interno e nos neuroénios pigmentados do sistema nervoso central, localizados no locus ceruleus e

na substantia nigra.

MM pode, por este motivo, ocorrer em qualquer dos locais anatomicos em que existem
melandcitos, como pele, ivea, mucosas oral e genital, tractos gastro-intestinal e genito-urinario,
leptomeninges e ganglio linfatico, com distintas propriedades de genética molecular e de

progndstico.t

A melanina, principal produto de sintese destas células, é um biopolimero com
propriedades para-magnéticas, com origem na L-tirosina que, sob a accao de tirosinases, se

transforma primeiro em dehidroxifenilalanina (DOPA) e seguidamente em dopaquinona:

Tirosina — DOPA — dopaquinona



MELANOMA MALIGNO DESMOPLASICO

A dopaquinona pode combinar-se com cisteina por 2 vias em benzotiazinas e

feomelaninas:
Dopaquinona + cisteina — 5-S-cisteinildopa — benzotiazina intermedidria — feomelanina
Dopaquinona + cisteina — 2-S-cisteinildopa — benzotiazina intermedidria — feomelanina

Alternativamente, a dopaquinona pode ser convertida em leucodopacromo e seguir uma

de 2 vias para eumelaninas:

Dopaquinona — leucodopacromo — dopacromo — acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico

— quinona — eumelanina

Dopaquinona — leucodopacromo — dopacromo — 5,6-dihidroxiindol — quinona —

eumelanina

Diversos produtos intermedidrios da melanogénese tém potencial citotoxico, genotdxico e
mutagénico.*” O pigmento negro, denominado eumelanina actua como um sistema tampao,
absorvendo e reflectindo a radia¢do ultravioleta solar sob a forma de calor, através de um
processo foto-protector denominado “conversdao interna ultra-rapida”, enquanto que o
pigmento amarelo ou vermelho, denominado feomelanina pode amplificar os efeitos deletérios
da radiacdo ultravioleta, como o poder mutagénico sobre o ADN, assim como a producao de
radicais livres, contribuindo para a patogénese do MM e de outras neoplasias epiteliais

cutaneas.

Os melandcitos da pele distinguem-se dos queratinocitos, elemento celular predominante

da epiderme, tanto pelas suas caracteristicas citologicas, como histologicas:

— Pelas suas caracteristicas citolégicas: contém um nticleo mais pequeno e escuro, rodeado
por um halo peri-nuclear claro, possuem prolongamentos dendriticos e localizam-se entre

os queratindcitos da camada basal como células isoladas.

— Distribuem-se em todo o tegumento, com variacdes regionais da relacdo numérica
melandcito/queratindcito na camada basal da epiderme, entre 1:4 (observada por exemplo,

na pele dos genitais) até 1:10 (na regido palmo-plantar).

— Localizam-se predominantemente na junc¢do entre a epiderme e a derme, na porgao
superficial do epitélio folicular (acrotriquio), entre as células dos bulbos foliculares e na

porcao intraepitelial do ducto sudoriparo écrino (acrosiringio).
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2.2.  Melandcito nos nevos melanociticos

A patogénese dos nevos melanociticos tem sido discutida desde os primordios da
Dermatopatologia. Unna,® em 1893, apresentou o conceito de abtropfung, segundo o qual as
células névicas melanociticas desenvolvem-se primeiro na epiderme e caiem (drop off),
posteriormente, para a derme. Esta sequéncia explicaria o desenvolvimento sucessivo de lesdes
melanociticas juncionais, compostas e finalmente intradérmicas. Unna também acreditava que
as células névicas eram células puramente epiteliais. Actualmente, abtropfung s6 € usado como
um modelo mecanicista simples, para explicar a localizagdo das células névicas nas diferentes

camadas da pele.

Observando os aspectos distintos da componente profunda dos nevos, Masson,® em 1951,
propds uma origem dupla para as células névicas, a partir de melanoblastos epiteliais
indiferenciados (células névicas localizadas na epiderme e na derme superficial) e de células de

Schwann (células névicas na derme profunda).

Desde os anos 40, do século XX, os progressos registados na embriologia experimental e
na biologia celular levaram finalmente a descoberta de uma origem comum para os

melandcitos, células névicas e células de Schwann, a partir da crista neural.

Mishima,’® em 1965, introduziu o termo nevoblasto (ie, um estadio de indiferenciacdo em
que a célula precursora derivada da crista neural ja se encontra destinada -committed- a tornar-
se célula névica). Observando as propriedades cito-quimicas das células névicas na derme
profunda, positivas para a colinesterase e negativas para a tirosinase, Masson®’ e Mishima'

admitiram que estas células representavam uma linhagem distinta schwanniana.

Em 1984, o patologista americano Cramer,!! postulou a existéncia de uma relagdo
citogenética intima entre as células melanociticas e as células peri-neurais baseado nos achados
imuno-histoquimicos e de microscopia electrénica. Colocou a hipdtese de que, durante a
embriogénese, células precursoras derivadas da crista neural atingiriam a pele através dos
nervos cutaneos provenientes dos ganglios para-espinhais. Cramer sugeriu entao que o conceito
de abtropfung deveria ser substituido pelo conceito de hochsteigerung (trepador), significando
uma migragdo “para cima”, dos melanocitos, semelhante aos acontecimentos embrioldgicos
como parte da manutencdo dos tecidos apos o nascimento. Interpretou o fenémeno dos nevos

recorrentes, que surgem apos excisao cirurgica incompleta, como uma prova deste conceito.
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Observando o desenvolvimento dos nevos melanociticos adquiridos, Cramer!? sugeriu o
seguinte: em resposta a um aumento de producdo de melandcitos pelos nevos (ie, a partir do
lado dérmico), a epiderme tentaria manter constante a relacdo melandcitos/queratindcitos
aumentando o numero de queratindcitos, nas novas unidades melanociticas epiteliais
supranumerarias. Como a capacidade de resposta da epiderme ¢ limitada, haveria, com o
tempo, uma diminuicdo na maturacdo dos melandcitos, com a sua acumulac¢do em ninhos na
juncao dermo-epidérmica. A proliferacio mantida, associada com um bloqueio a entrada de
novos melanécitos na epiderme, levaria a acumulacdo de grande niimero de células névicas na

derme.!?

De salientar que Krengel'® considera que as células precursoras melanociticas, conforme
amadurecem, perdem a capacidade de atravessar a membrana basal epitelial, denominando
este processo como bloqueio epitelial de entrada. Na sequéncia dos trabalhos referidos aceita-se
actualmente que a célula névica e a célula de MM representam o mesmo tipo celular, o

melandcito.

Numa perspectiva morfoldgica, os melandcitos sao divididos classicamente em 3
categorias, de acordo com a relacdo entre o tamanho do nticleo e do citoplasma e com a forma
da célula, em epitelidides, linféides e fusiformes. Nos primeiros, epitelidides, a relagdo
nucleo/citoplasma é de aproximadamente 1:1, com um ntucleo grande e um citoplasma vasto e
eosinofilico, como observado no nevo de Spitz. Nos segundos, linféides, predomina o nticleo
com auséncia quase total do citoplasma, tomando as células a cor azul na coloracao de rotina
pela hematoxilina e eosina, assemelhando-se a linfocitos. O ultimo grupo, dos melandcitos
fusiformes, corresponde a células compridas e bipolares, algumas em onda, assemelhando-se a
pequenas fibras nervosas. Nos nevos melanociticos compostos, congénitos e adquiridos, é

frequente observarmos os 3 subtipos de melandcitos da superficie para a profundidade.

2.3. Transformagao maligna do melandcito

Na transformagao de um melandcito normal para um melandcito neoplasico maligno,
quer seja directamente (“de novo”), quer seja apds a sua passagem pela fase de melandcito
neoplasico benigno (nevo melanocitico), ocorrem alteragdes moleculares e cromossomicas,

primaérias e secunddrias.’*'> O melandcito normal evoluira directamente para melandcito
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neoplasico maligno, em cerca de 70 a 80% dos casos. O melanécito normal evoluira para
melandcito neoplasico benigno e, este, para melandcito neoplasico maligno, em cerca de 20 a

30% dos casos.1
Os factores que influenciam o desenvolvimento e a progressao para MM incluem:

— Iniciagdo tumoral (mutagdes, perda de heterozigotia, amplificagdo de genes, ganho e

perdas de cromossomas).

—  Crescimento tumoral (perda do controle do ciclo celular, factores de crescimento, neo-

vascularizagdo).

— Resisténcia a apoptose (inactivagdo dos processos de morte celular, ganho de factores

anti-apoptoticos e de sobrevivéncia).
— Invasdo e metastizacao (mobilidade celular, adesao celular, enzimas proteoliticos).

— Fuga da vigilancia imunologica (perda ou ganho de reguladores imunoldgicos).'”1

Ao contrario do que acontece em muitos outros cancros, mutagdes nos genes TP53, RB,
PTEN ou RAS parecem ser relativamente raras nos MM, enquanto que mutacdes do BRAF, as
quais atingem a MAPK (mitogen-activated protein kinase) e perda da fungao de P16/p14ARF sao

detectadas na maioria dos MM.2021

Alteragdes nao sé de desregulacdo da transicao das fases de proliferagao celular G1-S,
como activacdo dos processos de sinalizagao, a semelhanca do que ocorre na transformagao
melanoblasto — melandcito sdo observadas na patologia do MM. Especificamente, sinalizacdo
por receptor tirosina quinase (C-KIT), o WNT (wingless-type MMTV integration site family
member), a melanocortina (MSH-alfa / receptor melanocortina 1 / AMPc) e perda do inibidor da
quinase dependente da Ciclina P16-INK4A sao processos que alteram a expressao ou funcao de

MITF, que é um factor essencial no desenvolvimento e sobrevivéncia dos melandcitos.20:22

O aumento de WNT5a nos MM humanos estd associado com um fendtipo mais

agressivo® e a expressao do ligando WNT correlaciona-se com os achados histologicos.?

A diminui¢ao de PTEN ou a activagao do oncogene RAS parece funcionar de maneira
reciproca, ambos cooperando com a perda da funcgao P16, contribuindo para a progressao para

MM.?%
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De todos 0s processos de sinalizagao, a cascata MPAK
(RAS-BRAF->MEK—ERK—MPA), envolvida no controle do crescimento celular, sobrevida
celular e invasao, parece ter um papel muito importante no comportamento do MM.2 Mutagdes
afectando o BRAF, a maioria no dominio quinase (80% em V600E!) foram encontradas em mais
de 50% dos MM (uma percentagem semelhante é também encontrada nos nevos melanociticos

nao-Spitz).21252

As aberragdes moleculares no MM em geral sdo heterogéneas e complexas, podendo
correlacionar-se com a agressividade da neoplasia e com a diminui¢do da sobrevida.?! Exemplo
de diversidade da patologia molecular inclui o caso dos MM oculares em que a mutagao BRAF
nunca ocorre,®3! nem a associagdo com variantes de genes CDKN2A e MC1R.3> O MM acral
mostra amplificagdes genéticas frequentes e precoces.?*3* O MM sobre léntigo maligno tem
significativamente mais ganhos e perdas de 15q, 17q/13q e 17p do que o MM de crescimento
superficial e do que o0 MM nodular.3* O MM com um perfil de mutagoes P16 / ARFA + BRAF /
RAS esta associado com uma maior sobrevida, ao contrario dos que contém perfis mutagénicos

mais complexos.®

Curtin, Bastian e col.6 descobriram padrdes totalmente distintos de alteragdes de ADN em
MM com localizagbes anatémicas diferentes, independentemente do seu tipo histologico.
Utilizando hibridiza¢do gendmica comparativa (HGC) conseguiram distinguir MM localizados

em pele com e sem dano actinico crénico.

Dados epidemiologicos e experimentais suportam fortemente o papel da radiagao actinica
(particularmente a queimadura solar em idades jovens) no desenvolvimento de MM, apesar de
ndo se ter ainda descoberto uma mutagdo genética constante e especifica da exposigao a
radiagao ultra-violeta.??” O facto pode apenas significar que outros mecanismos para além da
absorcao desta radiacdo pelo ADN serdo os responsaveis. A feomelanina, abundante nas
pessoas ruivas, pode induzir a formagao de radicais livres, que danificam o ADN. Foi também
sugerido que a resposta dos melandcitos a radiacdo ultra-violeta depende da sua localizagdo

anatomica.383

A informacao de que dispomos actualmente é consistente com a existéncia de diferentes

vias de alteragdes genéticas na origem dos MM. A probabilidade de que um melandcito siga um

1 A alteragao da designagao V599E para V600E resultou da dificuldade na sequenciacdo do exao 1 (rico em G-C) do gene
BRAF. A sequenciagao foi actualizada no dia 24 de Julho de 2003, com a insercao de 3 pb no codigo sequencial, o que
resultou no aumento do comprimento da proteina BRAF em 1 amino-4cido.?”
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determinado trajecto para a malignidade é provavel que seja o corolario de uma complexa
interacgao de factores relacionados com a anatomia, a hereditariedade e o ambiente. O padrao
geral de mutacdes, activacdo e perda de genes oncogénicos sugere que os MM tendem a
adquirir alteragdes genéticas que, apesar de diversas, tém efeitos convergentes nos ciclos

bioquimicos chave.%

Estas diferencas nos gendtipos dos diferentes MM salientam a necessidade da realizagao
de estudos mais extensos e aprofundados que ajudem na descoberta de marcadores moleculares
que melhorem a acuidade diagndstica, a previsdo progndstica e que permitam o

desenvolvimento de terapéuticas individualizadas.!5%43541






CAPITULO 3

Melanoma Maligno

3.1. Conceito e defini¢oes

O melanoma maligno corresponde a uma neoplasia maligna de melandcitos.

Na pele, inicia-se habitualmente na epiderme a partir de mutagao ocorrida em melandécito
ai localizado. E denominado MM in situ enquanto se encontra confinado a epiderme, incluindo-
se nesta o epitélio anexial, dos foliculos pilosos e das glandulas sudoriparas. Esta fase em que o
crescimento do MM ¢é apenas intra-epitelial e em que ndo existe risco de metastizagdo, em
virtude de o epitélio carecer de vasos sanguineos e linfaticos, denomina-se de crescimento

radial (FCR).

O passo seguinte na evolugao do MM corresponde a invasao da derme e denomina-se
fase de crescimento vertical (FCV). Este é o passo mais importante, pois é a partir deste
momento que o MM se torna realmente “maligno”, uma vez que ganha a possibilidade de
metastizar para tecidos e drgaos distantes. Esta fase de mobilidade celular requer que ocorram

sequencial e repetidamente fendmenos celulares de extensao, adesao/re-adesao e contracgao.?

Como foi atras referenciado, s6 em cerca de um quinto dos casos o0 MM tem origem em
lesdao melanocitica benigna prévia. Estdao descritos MM surgidos em nevos congénitos,
principalmente nos denominados congénitos gigantes, quando o seu maior eixo é superior a 20
cm e também em nevos adquiridos, quer seja em nevos displasicos, como muito raramente em
nevos azuis. Nao ha nenhuma descricao convincente de que MM tenha ocorrido em nevo de

Spitz prévio.®
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MM também pode ocorrer em cicatriz secundaria a queimadura “antiga” .#4

Foi descrita a ocorréncia de MM em drea de radioterapia prévia** e em darea de

linfedema pds-radioterapia.*

Estao descritos casos de MM em doentes com imunodeficiéncia associada ao virus VIH,#

pOs-transplante® ou com linfoma.5!

MM é clinicamente rotulado de “maligno” pelo seu elevado potencial de metastizacao. A
semelhanga de todas as neoplasias malignas, esta pode efectuar-se nao s6 por invasao local dos

tecidos vizinhos, como por disseminagao linfatica ou vascular.

3.2.  Critérios de diagnostico

O diagndstico de MM continua a assentar essencialmente na correlagao entre a clinica e a
observacdo microscopica de cortes histologicas representativos de todo o tumor, corados por
hematoxilina e eosina (H&E). Actualmente nao existe nenhum marcador 100% especifico e

sensivel para o diagndstico de MM que nos permita substituir o exame histolégico de rotina.

3.2.1. Critérios clinicos de diagndstico

O MM consiste habitualmente numa mancha hiperpigmentada, tnica, que evolui
progressivamente para papula e posteriormente para tumor e faz parte da chamada lista dos

tumores negros cutaneos (Quadro 1).

A cor homogénea da lesao inicial, com o tempo vai ganhando varias tonalidades como
negro, castanho-escuro, castanho-claro, vermelho, azul e cinzento. Os bordos que comegam por
ser regulares, vao-se tornando irregulares, assim como a superficie que de inicio € lisa, pode

alternar areas atréficas, com eventual ulceragao secundaria e areas verrucosas.
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Quadro 1. Diagnoéstico diferencial dos tumores negros cutaneos®

- Estrutura melanocitica
Nevos e tumores melanicos
- Estrutura malpighiana
Verruga seborreica
Verrugas hemorragicas
Nevo epidérmico verrucoso
- Estrutura epitelial anexial
Basalioma pigmentado
Hidrocistoma negro
— Estrutura vascular
Equimose subungueal
Angioma trombosado
Angioma queratdsico
Tumor glémico
Sarcoma de Kaposi nodular
— Estrutura histiocitaria

Histiocitofibroma hemossiderotico

No estudo de uma lesdo melanocitica € classicamente utilizado o acréonimo ABCDE, cujas
letras correspondem as iniciais de: Assimetria, Bordo irregular, Cor variada, Didmetro superior
a 6 mm e Elevacao. Importa referir que o limite de 6 mm é arbitrario, podendo o diagnostico de
MM ser efectuado em lesdes de didmetro inferior. Ackerman® sugere que se acrescente ao
acronimo a letra F de Flat (liso, plano) pois como ¢ sabido as lesdes elevadas de MM tém
potencial metastatico, enquanto que, as lesdes na fase de mancha, em regra, nao metastizam.
Esta regra € simplista, ndo se aplica ao estudo de lesdes melanociticas de pequenas dimensdes,
nao faz mencao das caracteristicas da superficie tumoral, nem regista a presenca ou auséncia de

regressao.

O aparecimento dentro do perimetro da lesdo melanica de area de hipopigmentacdo
podera resultar de fenémeno imunolégico de regressao. Este pode corresponder
histologicamente a resposta inflamatoria com fibrose, melanose ou as duas simultaneamente. A
area castanha é devida a presenca de melandcitos anormais na epiderme e na derme, contendo
quantidades variadas de melanina, associados com melandfagos, de distribuicao e densidade

irregular; enquanto que a area hipopigmentada, corresponde a combinagao de 3 factores —
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diminui¢ao da melanina epidérmica, fibroplasia de uma derme papilar espessada e presenga de

linfécitos e melandfagos, presentes em quantidade variavel junto a base da zona de fibrose.

Na semiologia clinica do MM que surge em lesao melanocitica prévia deve ser valorizado
nao so o aparecimento de areas de hipopigmentacao, como também o prurido, a hemorragia e a

ulceracao.

O MM surge sobretudo em individuos caucasoides, com mais de 40 anos de idade, sendo

raro na puberdade e excepcional nas criangas, sem predominio de sexo.52

O léntigo maligno (LM), classicamente designado também como melanose pré-cancerosa
de Dubreuilh é uma mancha de tonalidade variada, do acastanhado ao negro, que surge em
pele com dano actinico crénico, localizada habitualmente na face de idosos e que corresponde a

MM in situ.

Quando surge uma papula ou um nédulo sobre esta mancha pigmentada prévia significa
que a lesdo deixou de ser exclusivamente intraepidérmica, pois invadiu a derme, tendo-se dado
inicio a fase de crescimento vertical (FCV). Nesta fase 0 MM denomina-se MM sobre léntigo

maligno.

O MM acrolentiginoso surge nas extremidades e tem um interesse acrescido nas ragas nao

caucasoides. Esta variedade de MM nao parece estar em relagdo com a radiagdo actinica.

O MM ¢é amelanotico quando contém nenhum (ou pouco) pigmento melédnico, o que
dificulta o seu diagnostico clinico. Localiza-se preferencialmente na face de idosos e esta
associado habitualmente com padrao histolégico de desmoplasia, constituindo o grupo de MM

de que nos ocuparemos neste estudo, o denominado MMD.>*

3.2.2. Critérios histolégicos de diagnostico

O diagndstico histologico de MM baseia-se na ponderagao do somatdrio de um conjunto
de critérios histolégicos, utilizados em grupo. A selecgao dos critérios a utilizar no estudo de
lesdes melanociticas tem sido efectuada ao longo do tempo pelo estudo microscdpico exaustivo
de lesdes inequivocas de MM.%

Os critérios, desejavelmente objectivos, podem ndo ser avaliados da mesma maneira por

observadores distintos, o que origina discrepancias diagndsticas.>
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No sistema de diagnostico efectuado com base em critérios de malignidade e benignidade

recorre-se ao emparelhamento de entidades histoldgicas bem definidas, permitindo a realizagao

sequencial de diagndsticos diferenciais.””

tipos,

Como critérios de malignidade® a avaliar destacam-se:

— Grandes dimensoes da lesao.
—  Silhueta assimétrica.

— Assimetria dos limites laterais na jungao dermo-epidérmica.

— Assimetria na distribui¢do dos melandcitos isolados e dos ninhos na jungao.

— Assimetria da distribui¢ao de pigmento dentro da lesao.
— Assimetria na distribui¢ao da resposta inflamatoria.

— Assimetria das altera¢des epidérmicas.

— Assimetria dos pormenores citoldgicos.

— Ma delimitagao da lesao.

— Confluéncia de grandes ninhos melanociticos.

— Nodulos expansivos e padrao de crescimento sélido.

— Atipia celular.

— Pleomorfismo citoldgico e figuras de mitoses.

— Disseminacao epitelial pagetdide.

— Localizacdo em area de elastose solar.

3.3. Tipos

Em perspectiva clinico-patoldgica, os MM encontram-se divididos classicamente em 4

como referido atras:

— MM de crescimento superficial.
— MM sobre léntigo maligno.
— MM nodular.

— MM acrolentiginoso.

15
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MM de crescimento superficial é a variedade mais frequente de MM em caucasianos,
podendo localizar-se em qualquer parte do tegumento cutaneo, principalmente em dareas de

exposicao solar intermitente.

MM sobre léntigo maligno ocorre em areas com dano actinico cronico intenso.
Habitualmente presente em idosos caucasdides, observa-se frequentemente ja em fase de

crescimento vertical.

MM nodular corresponde a um nodulo de crescimento rapido, habitualmente
pigmentado que ulcera e sangra. Histologicamente ocupa lateralmente apenas 1 ou 2 papilas
dérmicas, mas é diagnosticado habitualmente numa fase de grande espessura, pois apenas

ocorre fase de crescimento vertical. Localiza-se habitualmente nos membros.

MM acrolentiginoso ocorre nas palmas e plantas ou em localizagdo subungueal. Neste
caso inicia-se quase sempre no leito ungueal ou no sulco peri-ungueal, com posterior destruigao
da unha. E a forma de MM que ocorre com maior prevaléncia nos individuos de fototipos altos,

como africanos e asiaticos.
Encontram-se descritas, também, algumas variedades clinico-patoldgicas mais raras como:
— MM das mucosas.
— MM ulcerado.
— MM verrucoso.

— MMD, de que nos ocuparemos neste estudo.

3.4. Incidéncia, prevaléncia e mortalidade

A incidéncia e a prevaléncia do MM variam com os factores de risco pessoais e
ambientais. Como factores de risco pessoais podemos enumerar caracteristicas préprias a cada
individuo como a idade, historia pessoal ou familiar de MM,* presenca de potenciais lesdes
precursoras de MM (como grande ntimero de nevos displasicos e até de nevos comuns®?), a

susceptibilidade da pele ao Sol®? e, a presenca de indicadores de dano actinico crénico. Como
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exemplos de factores de risco do ambiente, a estadia em locais de maior exposicdo a radiagdo

ultravioleta (menor latitude e maior altitude), principalmente na infancia.6%%*

A incidéncia maior ocorre na populagao branca do continente australiano, seguida do
continente norte-americano e da Europa setentrional com taxas de incidéncia padronizadas por
idade, por 100 000 habitantes e por ano de 37.7, 16.4 e 8.4 para o sexo masculino e de 29.4, 11.7 e
10.0 para o sexo feminino, respectivamente.®® Nos Estados Unidos da América a incidéncia de
MM entre a populagdo branca é cerca de 20 vezes superior a observada na populacdo negra.®

Em Portugal nao existem estatisticas fidedignas da sua ocorréncia.

A escala mundial podemos afirmar que no ano 2000, o MM foi a 16.2 neoplasia maligna
mais frequentemente diagnosticada no sexo masculino e a 15.2 no feminino. Na Australia e na
Nova Zelandia correspondeu as 4.2 e 3.2 causas mais frequentes de neoplasia maligna,

respectivamente para os sexos masculino e feminino.%

O papel etioldgico da exposigao intermitente a radiagdo ultravioleta nas queimaduras
solares em idades jovens, ficou demonstrado com a comparagao das incidéncias de MM
registadas entre as duas primeiras gera¢des de ingleses a colonizar a Australia. A 1.2 geragao
apenas chegou a Australia ja na idade adulta e a incidéncia de MM foi igual a do pais de origem
(Inglaterra) enquanto na geragdo dos seus filhos nascidos na Australia, a incidéncia de MM foi
igual a dos Australianos.®®% Este dano actinico intermitente, especialmente quando ocorrido em
idades jovens,” estaria relacionado com o MM de extensao superficial, enquanto que o dano

actinico cronico estaria na origem do MM sobre léntigo maligno.”!72

Nos casos de MM acral” ou das mucosas é dificil de entender a ac¢do patogénica da
radiagdo ultravioleta na sua origem. Os MM subungueais representam cerca de 20% dos MM
observados nas pessoas de pele escura, incluindo nestas as populagdes orientais, enquanto que
correspondem a 2% na populagao branca.” Num estudo de 406 MM subungueais publicado em
2002, a localizacao preferencial do MM foi no 1.2 dedo, tanto das maos (58% no dedo polegar),
como dos pés (86% no hallux). Estes autores sugerem como causa mais provavel deste tipo de
MM o traumatismo. O MM nas mucosas pode ocorrer na mucosa oral (representa menos de 1%
de todos os MM) em que para além do possivel papel do traumatismo mecanico, foi valorizada

a exposicao ao formaldeido.”

Apesar de se ter assistido a um aumento progressivo da incidéncia de MM, nao se
confirmou a previsao feita nos anos 70 de um aumento acentuado de novos casos de MM, 7778

em que se chegou a avangar a possibilidade da duplicagao de novos casos de MM na populagao
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europeia, a cada 1 ou 2 décadas.” O aumento da taxa de incidéncia ocorreu principalmente nas
areas de pele expostas intermitentemente ao Sol, como o tronco nos homens e as pernas e bragos
nas mulheres.®* Nos Paises com maior taxa de novos casos de MM como os Estados Unidos, a
Australia e a Europa do Norte, a incidéncia atingiu o seu pico nos anos 80, vindo a observar-se
desde essa altura, um decréscimo, principalmente nos jovens, ao contrario do que ocorre na
Europa do Sul, Europa do Leste e na América Latina em que as taxas de incidéncia ainda se
encontram a crescer.5 Paralelamente também foi previsto vir a ocorrer um acentuado aumento
da taxa de mortalidade,® mas pelo contrario, esta taxa tem vindo a diminuir, aparentemente
ndo por qualquer avanc¢o na terapéutica do MM, mas talvez ao facto de se realizar mais

precocemente o seu diagnostico.6481-83

3.5. Caracterizagao histolégica

Cerca de 90% de todos os MM tém na sua constitui¢do um compartimento intraepitelial
nao-tumorigénico (fase de crescimento radial), e metade destes MM tém um foco tumorigénico
(fase de crescimento vertical); enquanto cerca de 10% dos MM, denominados nodulares, tém

apenas um compartimento tumorigénico.®

Nesta perspectiva seguimos a classificacdo de MM, adaptada da classificagdo de tumores

cutaneos publicada pela OMS#¢5 (Quadro 2).

No componente intraepitelial dos MM, também denominado in situ, dois padrdes nao
tumorigénicos major podem ser distinguidos: pagetdide e lentiginoso.®* O padrao lentiginoso
recorda a distribui¢ao regular de melandcitos dispostos na camada basal como no léntigo
simples, mas em que a proliferacdo de melandcitos ao longo da camada basal da epiderme é
continua e uniforme, ocupando, pelo menos focalmente, a regido entre as cristas epidérmicas. A
disseminacao pagetdide é descrita graficamente como a disposi¢ao dos melandcitos em varios
niveis da epiderme, comparada a “tiros de metralhadora”. Neste padrdo os melandcitos maiores
agrupam-se habitualmente em tecas nas camadas inferiores da epiderme e de forma isolada nas
camadas superiores da epiderme. Em muitos MM, tal como em nevos, tecas de melandcitos
estdo presentes na juncao dermo-epidérmica, mas tendem a ter tamanhos e formas variadas,

orientagao horizontal e disposi¢ao espacial irregular, podendo observar-se confluéncia e fusao
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de ninhos vizinhos. A epiderme que recobre o tumor tem espessura irregular, alternando areas

de espessamento com dreas de atrofia, podendo esta ser tdo marcada que origine ulceracao.

Quadro 2. Classifica¢do histologica do melanoma maligno

Fase de crescimento radial (FCR) ou MM nao tumorigénico
—  In situ ou microinvasivo:
MM de crescimento superficial: 67% de todos os MM
MM sobre léntigo maligno: 9%
MM acrolentiginoso: 4%

Atipia melanocitica nao classificavel, em FCR: 5%

Fase de crescimento vertical (FCV) ou MM tumorigénico
—  Sem compartimento FCR: 10%
MM nodular
—  Com compartimento FCR: 90%
Fase de crescimento vertical habitual: 96%
MMD: 3%, a maioria é também neurotrépico (MMN)
MMN nao desmoplasico: 1%
Qutras variedades mais raras de MM incluem MM nevdide/desvio minimo, MM de células
balonizadas, MM amelanético, MM de células fusiformes, nevo azul maligno, MM em nevo
congénito, sarcoma de células claras, schwannoma melanocitico maligno: nao existem estatisticas da

sua frequéncia.

O compartimento tumorigénico, ou fase de crescimento vertical, corresponde a invasao
da derme pelas células de MM. Os seus aspectos histologicos variam conforme o tipo de MM
observado, mas tém também caracteristicas citoldgicas e arquitecturais comuns que vamos

enumerar adiante.8>

No plano citoldgico, os melandcitos sdo por vezes uniformes, mas tém citoplasma vasto,
que contém quantidades variadas de melanina, consistindo esta em pequenos granulos, tipo
poeira (dusty). Quase sempre estas células sao desprovidas de dendritos visiveis. Os nticleos sdo
habitualmente grandes e hipercromaticos, com membrana nuclear irregular e contém acimulos

irregulares de cromatina. Esta atipia citologica uniforme tem grande importancia diagnostica,
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tal como a observagdo de mitoses em melandcitos localizados nas camadas profundas da lesao

melanocitica.s®

Para se efectuar o diagndstico de lesao melanocitica maligna, em contraponto ao de nevo,
¢é importante valorizar no plano arquitectural: maior dimensao da lesdo, assimetria e limites
laterais mal definidos constituidos por melandcitos isolados dispostos irregularmente e nao por
tecas. Na fase de crescimento vertical é de valorizar a auséncia de maturacdo dos melandcitos
desde a superficie para a profundidade, figuras de mitose na derme e ninhos de melandcitos
intradérmicos maiores do que a maior teca intraepitelial. E constante a presenca de melanéfagos
e de infiltrado inflamatério. Predominantemente constituido por linfdcitos, o infiltrado
inflamatorio pode ser apenas focal e perivascular, mas é muitas vezes denso e disposto em
banda, principalmente nas lesdes invasivas. A distribui¢do do pigmento melanico tende a ser

assimétrica e localizar-se preferencialmente na base da lesao.®

Uma grande variedade de achados citomorfologicos, padrdes arquitecturais e alteracdes
no estroma foram descritas em MM. Por vezes os MM mimetizam carcinomas, sarcomas,
tumores benignos do estroma, linfomas, plasmocitomas ou tumores de células germinativas.
Existem MM que sdo constituidos por células pleomorficas grandes, células pequenas e células
fusiformes. Os MM podem conter células claras, em anel de sinete, pseudolipoblasticas,
rabdoides, plasmocitdides ou balonizantes. Material fagocitado e variadas inclusdes estao
ocasionalmente presentes no seu citoplasma. Os ntcleos, por vezes bi— ou multinucleados,
podem conter inclusdes e ser lobulados, festonados ou angulosos. As variagdes arquitecturais
incluem fasciculagao, enrolamento (whorling), tecas, trabeculacdo, aspectos pseudo-glandulares,
pseudo-papilares, pseudo-foliculares, pseudo-rosetas e padrdes angiocéntricos. Foram descritos
no estroma areas mixdides, desmoplasicas e mais raramente aspectos de pseudo-angiosarcoma,
de inflamagao granulomatosa e de resposta de células gigantes osteocldsica. Os vasos no
estroma tém por vezes, um aspecto semelhante a hemangiopericitoma, proliferacao de vasos
glomeruldides ou hialinizacdo perivascular. Por vezes, observa-se diferenciacao para estruturas
nado-melanociticas — schwanniana, fibro/miofibroblastica, osteocartilaginea, muscular lisa,

rabdomioblastica, gangliocitica e gangliocitica-neuroblastica.s”
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3.6. Caracterizagdo imuno-histoquimica

O estudo histologico dos tumores melanociticos baseia-se na coloragdo classica por
hematoxilina e eosina, de alta qualidade, efectuada em multiplos cortes finos representativos de
toda a peca tumoral. Esta deve ser excisada na sua totalidade para permitir um estudo
exaustivo das suas caracteristicas citologicas e arquitecturais. A maioria dos MM nao necessita
de estudo imuno-histoquimico para o seu diagndstico, no entanto, 0o MM de células fusiformes
(em que se inclui o MMD) e o MM metastédtico requerem a sua utilizagao, para uma melhor
acuidade e confirmacdo diagndsticas. Anticorpos como a vimentina e a proteina 5100 marcam
virtualmente todos os MM e todos os nevos melanociticos. Contudo, nenhum anticorpo usado
isoladamente €é especifico de proliferacio melanocitica e muito menos de proliferacdo

melanocitica maligna.

Para o estudo imuno-histoquimico de um MM recorre-se a marcadores utilizando

anticorpos mono- e policlonais de varios tipos (ver adiante, Quadro 13) agrupados em:
— Marcadores de diferenciagdo melanocitica.
— Marcadores de progressao e sinaliza¢do tumoral.
— Marcadores de células do estroma.

— Outros marcadores.

3.6.1. Marcadores de diferenciacao melanocitica

O MM caracteriza-se, do ponto de vista imuno-histoquimico, pela positividade das
células que o constituem para marcadores de diferenciagao melanocitica que marcam as células

sintetizadoras de melanina, tanto de lesdes melanociticas benignas como malignas.

Como nao existe nenhum marcador isolado que tenha uma sensibilidade de 100%, e que
seja concomitantemente 100% especifico para melandcitos, é necessario efectuar sempre um
painel com alguns destes marcadores — 5100, HMB-45, Melan-A, Tirosinase, MITF, CD-117 e
P75. Todos estes marcadores sao citoplasmaticos, com ou sem concomitante marcagao nuclear

ou de membrana, com excepcao do MITF cuja marcacao é exclusivamente nuclear (Quadro 3.)
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Quadro 3. Caracteristicas de alguns marcadores de diferenciacio melanocitica®

MARCADOR CC CELULAS MARCADAS TUMORES MARCADOS
S100 N+C Melanocitos, adipdcitos, glandulas écrinas e MM, sarcoma de células claras,
apdcrinas, células de Langerhans, células schwannoma (negativo em 40-50% dos
gliais e de Schwann, condrdcitos, células S. malignos),® histiocitose de células
mioepiteliais, células reticulares do ganglio de Langerhans, astroglioma, tumor de
linfatico, macroéfagos. células granulosas, cordoma,
epidendimoma, mioepitelioma,
tumores dos anexos cutaneos, tumores
salivares, condroma e
condrossarcoma, lipoma e
lipossarcoma, sarcomas histiociticos, e
alguns carcinomas (p.e., mama,
ovario, endomeétrio, tirdide).
HMB-45 C Melandcitos fetais e alguns melandcitos MM (epitelidide), sarcoma de células
normais superficiais do adulto, pigmento claras, PEComa, tumores associados

do epitélio retiniano. Melandfagos também  com a tuberose esclerosa e

podem ser positivos. schwannoma melandtico.

Melan-A C Melanocitos da pele, tivea e retina. MM (raro nos MM de células
(MART-1) Melan-A é também positivo no cortex fusiformes e nos MMD).

supra-renal, células ovaricas da granulosa e Micrometastases ganglionares de MM.

da teca, células de Leydig. PEComas.

Negativo nos melanéfagos. Tumores do cortex supra-renal, de
células de Leydig e de células
granulosas.

Tirosinase C Enzima envolvida nos estadios iniciais da 84% dos MM metastaticos.

biosintese de melanina sendo por isto Padrao homogéneo nos estadios

positiva nas células com diferenciacao precoces de 94% dos MM.

melanocitica. Negativo na maioria dos MMD.

Células névicas sao fortemente positivas na

juncdo dermo-epidérmica, diminuindo a

intensidade da marcagao quando

caminhamos para a profundidade.

MITF N Proteina ligada ao ADN que regula a Positiva nos nevos, em 76% dos MM e
transcri¢do dos genes envolvidos na sintese  em 88% dos MM metastizados.

de melanina, como a tirosinase. Quatro Entre 3 e 55% dos MMD em relagao

isoformas humanas: com o tamanho do tumor09!

A e B (retina, cancro do colo do utero e PEComas.

MM), H (retina e cancro do colo do utero, Outros tumores com diferenciacao

mas negativa nos MM) e M (positiva sé nas melanocitica: schwannoma

células de MM). melandtico, nevo azul celular e
sarcoma de células claras.

C-KIT C, M Mastdcitos, melandcitos intraepidérmicos,  Alguns MM, GIST (+) versus
(CD117) 4% das células mononucleares da medula leiomiomas (-) e schwannomas (-),

Ossea. Mastocitose.

LMA (mais de 50%) e LMC nas crises
blasticas mieldides.
P75-NGFR C Nervos cutaneos. Tumores com diferenciacdo para a

bainha nervosa: 100% dos MMD, 60%
dos MM epitelidides. Schwannoma.

Ac, anticorpo; Ag, antigénio; C, citoplasma; CC, componente celular; GIST, tumor do estroma gastrointestinal; LMA,

leucemia mieldide aguda; LMC, leucemia mieléide crénica; M, membrana celular; N, ntcleo; PEComa, tumor da célula

epitelidide perivascular.
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§100 é uma proteina 4cida de 21 kDa, com ligacdo ao cdlcio e zinco, descoberta
inicialmente nas células gliais.?? E assim denominada por ser soltivel em solugo saturada a
100% de sulfato de amonio, a pH neutro.*% E 0 marcador de MM mais sensivel, com marcagao
nuclear e citoplasmica em 97-100% dos casos.”?” A especificidade da proteina S100 para as
lesdes melanociticas, tanto malignas como benignas, varia entre 75-87%, podendo ser expressa
em células das bainhas nervosas, células mioepiteliais, adipdcitos, condrdcitos e células de

Langerhans.?

Em 2005, o website de Dennis Frisman'® referiu 62 tumores nao-melanociticos para os
quais a sensibilidade para 5100 foi de 100% e 135 tumores nao-melanociticos para os quais
sensibilidade para S100 foi de 50%.1°" Mesmo as células fusiformes, nas cicatrizes dérmicas
recentes, podem expressar S100, uma “armadilha” diagndstica na avaliagdo de reexcisdao de
MM, especialmente no caso de MMD.1021%¢ As suas aplicagdes mais tteis sdo no diagndstico de
MM de células fusiformes e desmoplasico, na distin¢do entre melandcitos e linfocitos em halo
nevo, no diagndstico diferencial entre queratoses actinicas pigmentadas e léntigo maligno e no
diagndstico de metastases cutaneas pouco diferenciadas. As sub-unidades A e B tém significado
diagndstico e progndstico, respectivamente. Assim a expressdao de SI00A6 pode distinguir nevo
de Spitz de MM, 1% enquanto um aumento seroldgico de S100B, no sangue de doentes com MM,

parece indicar um risco aumentado de metastases.!06107

HMB-45, marcador citoplasmatico da glicoproteina gp 100 dos pré-melanossomas, foi dos
primeiros marcadores “especificos” de MM.108 Estdo publicadas séries, que apontam
sensibilidades para MM, que variam entre 69 e 93%.95%109114 A sua expressao ¢ maior nos MM
primarios (77-100%) e menor nas metastases (58-83%). Habitualmente, a marcagdo é mais
intensa no componente epidérmico dos MM, com diminui¢ao gradual de intensidade conforme
se caminha para a profundidade do MM. Devemos recordar que existem neoplasias benignas
de melandcitos em que a marca¢do na derme por HMB-45 se pode observar, tais como deep
penetrating nevus, nevo de tipo A invertido, nevo azul ou nevos combinados, no entanto o
diagnéstico diferencial é feito com recurso a silhueta em H&E. E discutivel se a marcagdo por
HMB-45 é menos sensivel nos MM amelandticos.?5'® HMB-45 ¢ um marcador melanocitico
muito especifico, apesar de também poder ser positivo em tumores de pericitos epitelidides,
angiomiolipomas, linfangiomatose, alguns tumores pulmonares de células claras, tumores das

glandulas sudoriparas, melandcitomas meningeos, sarcoma de células claras dos tenddes e
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aponevroses, alguns tumores de células esterdides do ovario, alguns tumores mamarios e em

carcinomas renais com a translocagao t(6,11)(p21;q12).108115

Melan-A, também denominado MART-1, acrénimo de Melanoma Antigen Recognized by T-
cells, sao proteinas citoplasmaticas de diferenciagdo melanossomica disponiveis em 2 clones de
anticorpos: A103 e M2-7C10.1¢ A tnica diferen¢a de marcagao consiste em que o primeiro clone,
A103, marca também tumores do cortex suprarenal e alguns tumores esterdides das génadas ao
contrario do segundo, M2-7C10, que nao os marca.'”” O Melan-A tem bastantes semelhancas de
marcacdo com o HMB-45, marcando também PEComas e sarcomas de células claras.’8119 A
sensibilidade do Melan-A também é muito semelhante a do HMB-45, variando entre 75 e 92%,
assim como a sua especificidade entre 95 e 100%.'° Também a semelhanca do HMB-45, a
marcagdo com Melan-A € mais frequente e intensa nos MM primarios do que nas metastases.!!
Um dos problemas com o Melan-A ¢é a positividade de queratindcitos basais, em pele com dano

actinico cronico, podendo simular MM.12!

Tirosinase é uma enzima responsavel pela hidroxilagdao da tirosina no primeiro passo da
sintese de melanina.** A marcacado ¢ finamente granulosa no citoplasma dos melandcitos mas
habitualmente intensa e difusa.!>'?? A sensibilidade da tirosinase nos MM varia entre 84 e 94%
diminuindo progressivamente com o tempo de evolugao do MM e suas metastases para valores
entre 79 e 93%. No entanto, a sua especificidade é muito alta e varia entre 97 e 100%.123124
Raramente pode marcar angiomiolipomas, sarcomas de células claras dos tenddes e tumores

pigmentados da bainha dos nervos.12512

MITF ou factor de transcrigdo da microftalmia é uma proteina necessaria ao
desenvolvimento e sobrevivéncia dos melandcitos, também importante na regulacdo da
resposta pigmentar dos melandcitos. A expressao do MITF € determinada pela sua reactividade
com o anticorpo D5, sendo a sua marcagao considerada positiva apenas quando é nuclear, o que
torna a sua interpretacdo mais facil, principalmente nos casos em que existe pigmento de
melanina no citoplasma dos melandécitos.®* Estdo publicadas sensibilidades para MM entre 81 e
100%, mas é interessante a sua positividade em casos raros de MM S100 negativos.'?128 A sua
especificidade varia entre 88 e 100%, podendo ser ainda mais baixa no caso dos MM de células
fusiformes.'291% Estao descritos falsos positivos em alguns tumores nao-melanociticos de células
fusiformes, linfomas e em carcinomas renais e mamarios.’2%121% A semelhanca de outros

marcadores melanociticos o MITF é positivo nos angiomiolipomas.’® A sua pouca
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especificidade é demonstrada pela marcacdo de células tdo diversas como histidcitos,

mastdcitos, linfocitos, fibroblastos, células de Schwann e células musculares lisas. 123128130

C-KIT é um proto-oncogene localizado no braco longo do cromossoma 4ql1-12 que
codifica a proteina do receptor de um factor de crescimento com actividade tirosina quinase,
denominado KIT ou CD117. Esta é uma proteina de 145-160 kDa relacionada estruturalmente
com o factor de crescimento das plaquetas’® e expressa nao sd pelos melanocitos, como
também, pelas células hematopoiéticas progenitoras (stem-cells), mastécitos, células basais da
epiderme, células epiteliais da mama, células germinativas e células intersticiais de Cajal. C-KIT
pode ser expresso em MM, principalmente do tipo de crescimento superficial. Nao parece ter
qualquer valor prognostico, no entanto, quando positivo podera indicar nesse doente a
existéncia de uma segunda neoplasia, para além do MM.13213 Tem uma grande importancia ndo
s6 no diagnostico dos tumores do estroma gastro-intestinal (GISTs!'*) como também no seu
tratamento porque estd ja comercializado um inibidor tirosina quinase selectivo da proteina
KIT, imatinib (Glivec®, denominado anteriormente como STI571, Novartis Pharma, AG, Basel,
Suiga) que é usado como terapéutica neste tipo de tumores solidos, assim como na leucemia
mieldide crénica positiva para o Ag Philadelphia.’®> Em Dermatologia, o imatinib esta indicado

no tratamento de metdastases de Dermatofibrosarcoma protuberans.1361%7

O P75-NGEFR (receptor do factor de crescimento neural) € uma proteina de 75 kDa que
funciona como receptor de baixa afinidade para o factor de crescimento neural, foi estudado em
MM por Kanik e col.13 e revelou ser positivo em 10 de 13 MM de células fusiformes e s6 em 3
de 8 MM de células nao-fusiformes. Também revelou marcacdo em todos os 5 nevos
“neurdides” testados. Iwamoto e col.'® descreveram positividade P75 em todos os 16 MM de
células fusiformes estudados e apenas positividade em 6 de 10 MM de células nao-fusiformes.
Contudo Fanburg-Smith e col.’ mostraram que o P75 marca também outros tumores malignos
nado-melanociticos de células fusiformes, incluindo tumores malignos da bainha dos nervos

periféricos, dermatofibrosarcoma protuberans, sarcomas sinoviais e rabdomiosarcomas.

NKI/C3 é uma glicoproteina de 25-110 kD localizada na membrana interna de vesiculas
citoplasmaticas de melandcitos. A sua marcacado so deve ser considerada positiva quando marca
a membrana celular dos melandcitos.” Estao publicadas sensibilidades que variam entre 86 e
100%. Muito popular nos anos 80, tem vindo progressivamente a ser abandonada no estudo de
lesdes melanociticas pelo seu alto custo e sua baixa especificidade. Marca neurotequeomas

celulares, carcinomas medulares da tirdide, tumores de células granulosas e tumores
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neuroendocrinos e, mais raramente, alguns carcinomas de mama, da préstata, de células claras
do pulméao, colorectal, da bexiga e dos ovarios, além de linfomas, neurofibromas e
schwannomas.!#4141-14 A nivel celular pode marcar histiécitos, células dendriticas, mastocitos,
células endoteliais, eosinoéfilos, e células de glandulas salivares, bronquicas, sudoriparas,

pancreaticas e prostaticas.*

Existem novos marcadores de diferenciacdo melanocitica ainda em fase experimental e
portanto ainda de uso restrito na pratica clinica. Destacamos pelo seu interesse futuro MUM-1
ou MUItiple Myeloma-1 proteina com um papel na regulacdo da expressao genética em resposta
a citoquinas, ja utilizado no estudo de doencas linfoproliferativas;!’* Melanocortina-1 que é um
receptor da hormona estimulante dos melandcitos-alfa,* SM5-1 que é um anticorpo
monoclonal produzido por ratos imunizados com a linhagem SMMU de MM, % PLN2 que é um
anticorpo ainda nado totalmente caracterizado,*® anticorpos recentes para tirosinase TRP-1 e
TRP-2'% e o WT1 ou Wilms Tumor 1 que parece ser uniformemente negativo nos nevos
melanociticos comuns e marcar 35% dos nevos displasicos, 85% dos nevos de Spitz, 88% dos

MM epitelidides, 90% das metdstases de MM e 100% dos MM de células fusiformes.!4

3.6.2. Marcadores de progressao e sinalizagao tumoral

Estes marcadores de progressao e sinalizagdo tumoral tém sido estudados com dois
objectivos: separagao diagnoéstica entre nevo e MM e avaliagdo do progndstico do MM. Quase
todos sao marcadores nucleares e permitem-nos uma leitura indirecta da actividade tumoral.
Esta pode expressar-se pelo ntimero e localizagdo das mitoses, assim como de alteragdes
genéticas ligadas ao ciclo da divisao celular, seja por estimulagdo da proliferagao celular, seja

por diminuicdo da apoptose (Quadro 4.).
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Quadro 4. Caracteristicas de marcadores de progressao e sinalizacdo tumoral®®

MARCADOR CC ACTIVIDADE CELULAR TUMOR
Ki-67 N Todas as células em fase proliferativa G1, Marcador progndstico em alguns tumores.
(MIB-1) S, G2 e M (negativo na fase GO0).
MPM-2 N Todas as células em mitose.
Ciclina-D1 N Regulador de Ciclinas CDK durante a Linfoma do manto. Cancro da mama. CEC
(PRAD I, bcl-1) fase G1, fosforila e inactiva a proteina de da cabega e pescogo, esdfago, bexiga e
supressao tumoral Retinoblastoma. pulmao. Carcinoma hepato-celular.
Adenomas da paratiréide.
CDK2 N Actividade restrita a fase G1—S. Forma
(P33) um complexo com a Ciclina E (E/CDK2)
CDK4 N, C Quinase dependente de Ciclina forma um
complexo multiproteico com a Ciclina D,
PCNA, e WAF1/P21/Cipl com papel
importante no controle da proliferacao
celular na fase Gl. A sua actividade
catalitica é inibida pela P16.
RB N Gene supressor tumoral que previne as Todos os nevos, com ou sem displasia,
(P110RB) células de entrarem na fase S sendo por mostram expressao intensa, assim como
isso positivo em todas as células normais.  alguns MM primarios. Nos MM a sua perda
Inibe a progressio dos tumores de expressao correlaciona-se com o aumento
melanociticos. do nivel de Clark e com taxas de sobrevida
mais curtas.
P16 NeC  Ausente nas células normais (liga-se e Carcinomas da amigdala (de células
(MTS1, inibe as quinases dependentes das pavimentosas basaldides, em pacientes
CDKN?2, Ciclinas CDK4 e CDK6). A presenga de jovens), de pequenas células do pulmao, do
INK4A) P16 ¢é inversamente proporcional a estroma gastro-intestinal e em pavimento-
expressao de Retinoblastoma e de Ciclina  celulares do colo do ttero (HPV16+).
D.
P19 N Tal como os P15, P16 e P18, P19 pertence  Leucemia miel6ide aguda (mas nao nas
(INK4D) ao grupo INK4, com fungdes supressoras.  células mieldides diferenciadas).
Eles sdo dependentes de uma proteina RB  Astrocitomas, oligodendrogliomas,
normal e exibem uma expressdo maxima glioblastomas e outros tumores neurais (mas
durante a fase-S. é negativo no cérebro normal).
P21 N Grupo dos inibidores CDK que inclui
(Proteina P21/WAF1/CIP1, P27kipl e P57/kip2. A
WAF1) sua expressao aumentada inibe a
fosforilagao do Retinoblastoma causando
paragem do ciclo celular. A sua produgao
é regulada por TP53 normal.
P27 N Células  proliferativas  (inibidor de Diminui¢do de marcagdo associada com
(kip1) quinase dependente da Ciclina). Liga-se progndstico desfavoravel no mieloma
ao complexo Ciclina E/CDK2, mas ndo a multiplo e em carcinomas do rim, colon,
CDK2 isolada. Regula a progressio da mama, pulmado (de células nado-pequenas),
fase G1 para S. Relagao inversa ao Ag Ki- hepato-celular e colo do ttero.
67.
PTEN N Gene supressor tumoral que regula o MM e carcinomas (mama,'” endométrio,
(Phosphatase ciclo celular, apoptose e adesao celular. bexiga, prostata e de pequenas células do
and tensin pulmao).
homolog,
MMAC1,
TEP1)
BRAF*  (v-raf - Proteina da via MAPK que aumenta a Nevos comuns e maioria de MM s&o positivos.

murine sarcoma
viral homolog)

proliferacao dos melandcitos.

Nevos de Spitz e nevos azuis celulares, assim
como 0s MMD sao negativos.

Ag, antigénio; C, citoplasma; CC, componente celular; CEC, carcinoma espinocelular; HPV, virus papiloma humano; M,
membrana celular; MAPK: mitogen-activated protein kinase; N, nucleo.
*A pesquisa da mutagao V60OE ¢ feita por PCR e ndo por IHQ.
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Ki-67, ou MIB-1 é um marcador nuclear presente em todas as fases activas do ciclo de
proliferacao celular, mas ausente na fase quiescente G0."* Ki-67 foi gerado por imunizagao de
ratos com nucleos da linhagem celular L428 de Linfoma de Hodgkin e o seu nome deriva da
cidade alema de Kiel e do niimero do clone celular original. Ki-67 € um excelente marcador para
calcular a fraccdo de crescimento de uma populagao celular que mostrou ser positivo em menos
de 5% das células nos nevos melanociticos benignos, apesar de haver publica¢des que referem
positividade até 15% das células nos nevos de Spitz e das células de nevos displasicos. Pelo
contrario, Ki-67 mostrou ser positivo entre 13 e 30% das células de MM, apesar de haver
registos individuais de quase 100% de positividade. Células em fase proliferativa observadas no
limite inferior da lesdo melanocitica, particularmente na derme reticular, constituem um achado
muito sugestivo de MM.'% Existem resultados contraditérios do interesse do Ki-67 como
indicador progndstico no MM. Alguns estudos mostraram uma correlacdo positiva
independente entre a marcagao por um lado e o potencial metastatico e a mortalidade pelo
outro, apenas constatada nos MM espessos,'5152 enquanto outros autores apenas detectaram
essa correlacdo nos MM finos.’® Muitos estudos mostram uma correlacdo directa entre a
positividade das células de MM para Ki-67 e a taxa de recidivas locais e a mortalidade,
enquanto outros autores demonstraram que esta correlagdo nao € independente da espessura

dos MML15+15

MPM-2 (Mitotic protein monoclonal 2) é também um marcador de mitoses. A proteina
cromossdmica major reconhecida pelo anticorpo MPM-2 foi identificada como uma isomorfa
alfa da topo-isomerase II do ADN (topo alfa-II) com um papel importante na fase G2 tardia e
nas fases precoces das mitoses. O seu interesse aumentou quando se descobriu que novos
medicamentos anti-neoplasicos, como o etoposido, possuem actividade contra uma série de
tumores solidos usando como alvo a topo-isomerase alfa-Il. Os MM primarios expressam mais

topo alfa-II quando comparados com nevos benignos (86% vs. 56%, p=0.0001).1%8

Ciclinas sao proteinas com cerca de 100 aminoacidos, assim denominadas devido a
natureza ciclica da sua produgao e degradacao. Contribuem para a progressao do ciclo celular
pois ao ligarem-se as quinases dependentes de Ciclinas (CDK) promovem a activagao destas,
formando complexos Ciclina-CDK. Ciclinas D, E, A e B surgem sequencialmente em cada ciclo
celular, ligadas a uma ou mais CDK. Complexos Ciclina D-CDK4, Ciclina D-CDK6 e Ciclina E-

CDK?2 regulam a transi¢ao G1—S por fosforilagao da proteina retinoblastoma (pRB), Ciclina A-
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CDK?2 e Ciclina A-CDKI1 séao activos na fase S e Ciclina B-CDK1 é essencial na transi¢do G2—M
(Quadro 5).

A marcacao por Ciclina A é muito rara nos nevos benignos, mas marca entre 42 a 99% dos
MM. Nos MM de crescimento superficial esta descrita uma correlacdo inversa entre a sua

marcacao e o intervalo livre de doenga.!?

Ciclina B s6 muito raramente é expressa nos nevos benignos e marca cerca de 50% dos

MM, 160161 no entanto o seu valor progndstico é desconhecido.

Quadro 5. Ciclinas, CDK e CDKi

Ciclina

CDK1

T T i

plé pl5 pl& p19 p21 p27 P57

Ciclinas D1 e D3, a semelhanca das Ciclinas anteriores, s6 raramente marcam 0s nevos
benignos mas marcam habitualmente os MM.1¢! Enquanto a Ciclina D1 ndo parece ter qualquer
interesse prognodstico, a marcagao por Ciclina D3 parece estar associada com recidiva precoce e

diminuicao do tempo de sobrevida nos MMCS.162
Ciclina E parece estar inversamente relacionada com a sobrevida dos doentes com MM.¢!

CDK2, também denominada p33, é uma proteina da familia da quinase
serotonina/treonina localizada no cromossoma 12q13. E uma sub-unidade catalitica do
complexo quinase dependente de Ciclina cuja actividade € restrita a fase G1—S. Esta associada
e é regulada pelas Ciclinas A e E e inibida pelas CDKi P21 e P27. A sua actividade promotora da

divisao celular é também regulada por fosforilagao.!63164

CDK4, quinase dependente da Ciclina forma complexos multiproteicos com a Ciclina D

desempenhando um papel importante na proliferacao celular na fase G1. Amplificagdo do gene
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CDK4 pode ocorrer em MM, sarcomas e glioblastomas. Wang e col.'%> estudaram a expressdo de
CDK4 em 19 MM primarios nao-familiares observando uma intensa marcacao nuclear e/ou
citoplasmatica em 11 dos 19 casos, em contraste com a auséncia de marcagao celular nos 28

nevos estudados, que incluiam 6 nevos de Spitz.

Inibidores das quinases dependentes das Ciclinas (CDKi) inibem o progresso do ciclo
celular.’s Estao separados em duas familias: a das proteinas inibidoras INK4 (A-D) constituida
por P16 (CDKN2A), P15 (CDKN2B), P18 (CDKN2C) e P19 (CDKN2D) que inibem os complexos
Ciclina D-CDK4 e Ciclina D-CDK®6; e a dos inibidores P21 (CDKN1A), P27 (CDKNI1B) e P57
(CDKNIC) que podem inibir todas as CDK.

P16 é um gene localizado no cromossoma 9p21 que inactiva o complexo CCND1/CDK4/6
constituido por Ciclina D, CDK4 e CDK6 actuando por inibicao da fosforilagdo da proteina
retinoblastoma que permite a progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S. P16 marca a
maioria dos nevos, mas é negativa em 50 a 98% dos MM. No estudo de Wang e col.1%5, atras
referido, a propdsito da CDK4, P16 foi expressa em 3 dos 19 MM (16%) e em 17 dos 28 nevos
(61%), detectando-se num dos casos de MM uma marcacgdo inversa CDK4 e P16 a nivel celular.
A perda de marcacdo P16 nos MM esta associada com uma diminui¢do do tempo de sobrevida,
apesar de ndo ser considerada uma variavel independente.'61167168 CDKN2 locus denominado
“gene do MM familiar” pode ser detectado por FISH. Este gene é o responsavel pela codificagao
de duas proteinas inibidoras do ciclo celular: P16 INK4A e P14ARF (alternating reading frame)
sendo este ultimo responsavel pelo fabrico de uma nova proteina devido a leitura da
informacao de forma distinta. As duas proteinas actuam sobre diferentes alvos: P14ARF actua
na via do P53 por inibicdo da MDM2 enquanto que P16 é um inibidor do complexo
CCND1/CDK4/6 pelo que a diminuigdo de P16 ou o aumento da quantidade de Ciclinas estdo
associados ao aumento da proliferagao celular tumoral.'81”! Muta¢des na linha germinativa de

CDKN2A estao associadas com 20 a 25% dos MM observados em irmaos.172173

P19 é codificado pelos exdes beta 1 e exdes 2 e 3 do gene P16 e liga-se ao MDM2 para

regular a via do P53.174

P21 inibe o complexo Ciclina/CDK e também se liga ao PCNA para inibir directamente
uma delta polimerase envolvida na sintese de ADN. A presenca de P21 é andmala e portanto s6
muito raramente marca nevos. A sua expressao é homogénea nos nevos de Spitz e intensa nos
MM, 175177 o que leva a pensar se o nevo de Spitz ndo serd um MM com “senescéncia induzida

por oncogene”.1”8 Ha resultados contraditdrios sobre o valor prognostico da marcagdo por P21.
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Em células tumorais que perderam a proteina TP53 ou que contenham formas alteradas de

TP53, os niveis de P21 encontram-se muito reduzidos ou totalmente ausentes.!”?

P27 inibe principalmente os complexos Ciclina D/CDK4 e Ciclina E/CDK2, evitando a
progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S. Ha resultados contraditdrios sobre a sua
utilidade na separacdo entre nevos e MM.!8181 Nos MM nodulares com menos de 5% de
marcagao P27 parece haver um aumento do risco de recidiva precoce, contudo nado parece

influir no tempo de sobrevida.!s?

Retinoblastoma (RB) foi o primeiro gene oncossupressor a ser descoberto e esta
localizado no cromossoma 13q14. Inicialmente descoberta nos retinoblastomas sabe-se hoje que
a perda homozigoética deste gene é frequente em alguns tumores como o cancro da mama,
carcinoma de pequenas células do pulmao e no carcinoma da bexiga. Codifica a proteina
retinoblastoma que existe em todas as células sob duas formas: activa hipofosforilada e inactiva
hiperfosforilada. Tem um papel importante na fase celular G1 ao permitir a paragem do ciclo
celular para seleccdo do destino da célula: reentrada no ciclo com avango irreversivel para
mitose, saida do ciclo celular de forma tempordria (fase quiescente) ou definitiva (senescéncia) e
diferenciagdo ou morte celular. A ac¢do principal da proteina retinoblastoma é exercida pela
inibi¢do da Ciclina E, sendo por sua vez inibida pela sua fosforilagdo provocada pelos

complexos Ciclina D-CDK4/6.18

Um receptor tirosina quinase (KIT) é o inicio comum das duas vias de progressao e
sobrevivéncia celular: MAPK (RAS—-BRAF—-MEK—ERK—CCND1/CDK4/6) e PI3K
(RAS—PI3K—AKT) (Quadro 6).

O oncogene AKT é uma quinase serina-treonina que inibe a apoptose, através da via da
quinase fosfatidinilinositol-3 (PI3K). Este processo da origem ao aumento do tempo de
sobrevida celular mas nao interfere com a divisao e multiplicagao celular. Parece ser um factor
independente de risco em MM finos.'$418 Apenas se pode testar uma posicao importante nesta
via do PIBK que é o PTEN, gene oncossupressor que actua por inibicdo da transicdo
PI3K—AKT.?» Mutagdes na linha germinativa do PTEN foram encontradas na sindrome de
Cowden que esta associada com um aumento da predisposi¢ao para neoplasias da mama e da

tirdide.186

Enquanto a via PI3K podera ser considerada a via da sobrevivéncia, a via da MAPK

podera ser considerada a via da proliferacao celular. MAPK pertence a familia das quinases
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denominadas quinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) que desempenham um papel

importante na activacdo de células estacionadas nas fases G0 e G2 do ciclo celular.’®”

Quadro 6. Vias MAPK e PI3K®

Extracelular
"""""""""""""""""""""""""""" kit
v Intracelular
RAS
BRAF PI3K
l i | PTEN
MEK AKT
ERK l
l Sobrevivéncia
Ciclina D1

plé —{ CDK4/6

Proliferacao

AKT, non-specific serine/threonine protein kinase; BRAF, gene v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; CDK, quinase
dependente da Ciclina; ERK, extracellular signal-regulated kinases; KIT (CD117), v-KIT Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma
viral oncogene homolog; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MEK, mitogen-activated protein kinase-1; PI3K, quinase 3
fosfatidilinositol; PTEN, phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten; RAS, RAS viral oncogene homolog.

BRAF é um gene que codifica a proteina BRAF que funciona como uma enzima serina-
treonina quinase que activa a proxima proteina/enzima do ciclo MAPK pela adi¢do de um
radical fosfato. Este processo denomina-se sinalizagao a juzante (downstream signalling). Em 2002
foi descrita por Davies e col.¥8, na Nature, a presenca de mutagdes do BRAF em 50-70% dos MM
cutaneos, pesquisadas por PCR, sendo a mais frequente a substitui¢do ocorrida no codao 600, de
acido glutamico por valina (V600E) que ocorre em cerca de 90% dos casos.'® Esta mutacao esta
associada a um ganho de funcdo do BRAF em cerca de 500 vezes,'® com aumento da
proliferacdo e sobrevivéncia dos melandcitos,!® o que os torna quase “imortais”.!”! Experiéncias
in vitro demonstraram que a mutagao V600E/BRAF também estimula a invasao por células de

MM e que é importante na neo-angiogénese in vivo.12 A sua ac¢do nao necessita da fungao RAS
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para o crescimento das linhagens celulares.’$1% Curtin e col.® estudaram a relagdo entre a
radia¢do ultra-violeta e as mutacdes BRAF e RAS afirmando ser possivel separar subgrupos de
MM com distintas exposi¢des a radiacdo solar com uma certeza de 88% de acordo com o
ntmero de cépias de ADN. A semelhanca dos nevos de Spitz e dos nevos azuis celulares a

mutacao BRAF nao existe habitualmente nos MMD. 19419

TP53 é uma proteina oncossupressora com 53 kDa, que controla a paragem do ciclo
celular nas fases G1 e G2, para permitir a reparagdo do ADN eventualmente lesado. Também
induz a expressao de P21, ajudando a inibir a sintese de ADN. O gene que codifica a TP53 é o
gene mais comummente mutado no cancro.'1%” A TP53 normal (wild-type) tem uma semi-vida
muito curta e portanto nao é detectada por imuno-histoquimica, contudo a TP53 anormal tem
uma semi-vida muito mais longa, podendo ser detectada por métodos imuno-
histoquimicos.1?71% TP53 nao cora a maioria dos nevos comuns, € positiva em 9% dos nevos de
Spitz e marca 25 a 58% dos MM.” A maioria das publicagdes ndo evidencia correlagao entre a
marcagdo por TP53 e a probabilidade de metastases, recidivas ou do tempo de sobrevida, e os
poucos trabalhos que afirmam haver uma ligagao entre a marcagao TP53 e o progndstico nao a

consideram um factor independente.’%

Recentemente foram estudados como marcadores de proliferagdo celular o HDM2 que

actua inibindo a TP53 por ubiquina¢ao?%2 e o GADD (Growth arrest ADN damage).20?

PCNA ou Proliferating Cell Nuclear Antigen é uma proteina de 36 kDa que é um co-factor
da polimerase delta do ADN e é expressa em todas as fases do ciclo de proliferacdo celular. Ha
uma expressao aumentada de PCNA nos MM quando comparada com nevos benignos,?»
apesar de se encontrar também aumentada a sua expressao nos nevos de Spitz.2* A expressao
aumentada de PCNA pode ser um factor prognostico independente associado ao aumento da
mortalidade e a uma diminuigao do intervalo livre de doenga,? apesar de outros autores nao o

confirmarem.206:207

Ezrin, uma proteina de 70 kDa, também envolvida na via da PI3K, parece ter uma

marcagao nos MM que é inversamente proporcional ao tempo de sobrevida.?8
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3.6.3. Marcadores de células do estroma

MM tem sido tradicionalmente conceptualizado como um fenémeno de multiplicacdo
incontrolada de melandcitos tumorais auténomos originado por mutagdes de genes de
proliferacdo e sobrevivéncia celular. Progressivamente esta ideia vai sendo complementada pela
nogao que estes tumores nao sao entidades isoladas mas que dependem e interagem com o
micro-ambiente envolvente. Sendo assim, o MM é composto ndo sé pelas células malignas
tumorais como pelo estroma de suporte que inclui fibroblastos, células endoteliais, células
imunes, moléculas soliveis e a matriz extra-celular. As células tumorais interagem com o
micro-ambiente de forma bidireccional através de sinais moleculares que modulam o fenotipo
maligno.?® Para além da eventual informagdo progndstica, uma cuidadosa avaliagdo das
relacdes entre o tumor e o estroma podera aumentar o nosso conhecimento sobre factores que
regulam o crescimento tumoral e a disseminagdo metastatica de neoplasias malignas em geral e
do MM em particular.?10

Com este objectivo podemos analisar as caracteristicas de alguns marcadores utilizados

no estudo imuno-histoquimico das células do estroma (Quadro 7).

N-caderina é uma proteina de 135 kDa pertencente a familia das moléculas trans-
membrana que medeiam a adesdo inter-celular dependente do calcio. A funcdo da N-caderina
esta dependente da sua associagdo com a actina do cito-esqueleto e é mediada por interac¢oes
entre a regiao C-terminal da N-caderina e as proteinas citoplasmaticas cateninas. A estabilidade
desta ligagao é regulada pela fosforilacao e desfosforilacao das beta-cateninas. Desde 1996 que
se conhece a marcagao de lesdes melanociticas por caderinas, mais intensa nos melandcitos tipo
A (epitelidides) da porgao superficial dos nevos e com uma marcagdo mais difusa das células de
MM.2!! E-caderina parece ter uma marca¢ao mais intensa nos MM de crescimento superficial do
que nos MM nodulares. Quando usada isoladamente nao parece ter valor prognostico, mas
quando associada a marcagao negativa com S100-A4, parece que a sua marcagdo prevé um

maior intervalo livre de doenca.?2

Fascina é uma proteina de envolvimento da actina com 55 kDa codificada pelo gene hsn
que parece estar envolvida na formacgao de feixes de microfilamentos. A sua presenca foi
detectada no citoplasma de células de Sternberg-Reed do Linfoma de Hodgkin, mas o seu maior

interesse no estudo de estroma € porque também esta presente nas células musculares lisas.?'3
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Quadro 7. Caracteristicas de marcadores de células do estroma?®®

MARCADOR CC

CELULAS

TUMORES

N-caderina M N-caderina em tecidos normais: células N-caderina (+) em mesoteliomas,
nervosas, endoteliais, mtsculo- astrocitomas, oligodendrocitomas,
esqueléticas (em desenvolvimento), rabdomiossarcomas, cordomas, sarcomas
musculares cardiacas, mesoteliais da sinoviais, MM, sarcomas epitelidides,
pleura e em sub-populacio de células angiosarcomas epitelidides e em
hematopoiéticas progenitoras. sarcomas de células claras.

Em associagao com beta-catenina (-)
representa uma mudanga da forma
celular epitelidide para a forma
fusiforme.

Fascina C,M Células de Sternberg-Reed, células Linfoma de Hodgkin.
dendriticas e do reticulo interdigitado Carcinoma da mama de alto grau.
dos ganglios linfaticos, histiocitos, Tumor de células do reticulo.
musculo liso e miofibroblastos, endotélio,
células descamativas das mucosas.

CD13 M, C Precursores de granuldcitos e mondcitos. LMA.

My?7) Macrofagos, fibroblastos, osteoclastos e LMC em crise blastica.
tabulos renais. Células endoteliais, do Algumas LLA.
cérebro, do estroma da medula dssea, do
bordo intestinal (brush) e do limite
(lining) do ducto biliar.

AML-1A4 C Célula muscular lisa, célula mioepitelial, Tumores com diferenciagdo muscular lisa
pericitos e miofibroblastos. (musculo ou miofibroblastos).

Negativo na célula muscular estriada e
cardiaca.

CD34 CM Célula progenitora hematopoiética (a Leucemias agudas, sarcomas vasculares,

(HPCAL1, marcagdao diminui com a maturagdo), sarcoma de Kaposi, sarcoma epitelidide,

QBEnd10) células endoteliais, fibroblastos na pele, DEFSP, tumor fibroso solitario,
células intersticiais dendriticas, nervos, neurofibromas, schwannoma, lipoma de
foliculos pilosos, fibras musculares e células fusiformes.
glandulas sudoriparas.

GLUT-1 M Eritrdcitos, perinervo (incluindo Carcinoma de células de transicdo,
fibroblastos), vasos sanguineos e células Carcinoma espinocelular, carcinoma do
do centro germinativo. pulméo, adenocarcinomas, tumores de

células germinativas.

Claudina-1 M (@naoC) Células epiteliais, células perineurais Perineurioma(+) vs. fibromatoses(-)

(CLDN1) incluindo fibroblastos, algumas células sarcomas fibromixoéides de baixo grau(-)

endoteliais (vénulas)

e DFSP(-).
Areas epitelidides de sarcomas sinoviais.

(-), negativa; (+) positiva; C, citoplasma; CC, componente celular; DFSP, dermatofibrosarcoma protuberans; LLA,
leucemia linfatica aguda; LMA, leucemia mieldide aguda; LMC, leucemia mieléide crénica; M, membrana celular; N,
nucleo.

CD13, antigénio também conhecido como aminopeptidase N, é uma ectopeptidase
transmembrana de 150 kDa. O antigénio funciona como uma metaloprotease de ligagdo ao
zinco que desempenha um papel na apresentagao do antigénio da superficie celular de péptidos

ligados a receptores HLA de classe II. Apesar do CD13 ter sido primeiro descrito como
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marcador de células hematopoiéticas com origem mieldide e ser usado na classificagao de
leucemias pode ainda ser utilizado como marcador de estroma pois é expresso pelos
fibroblastos. Demonstrou-se que a elevagao da expressao de BFGF (basic fibroblast growth factor)
se associa a um aumento da expressao de CD13 resultando num incremento da capacidade
invasiva e do comportamento metastatico das células do MM humano.?* Conseguiu
demonstrar-se in vitro que a invasao por células tumorais metastaticas humanas através de
filtros com Matrigel pode ser inibida por um anticorpo M anti-CD13, WM15 e é dependente da

concentracao deste.?15

Actina ou alfa-actina do musculo liso (1A4) é um componente major do citoesqueleto
separada dos componentes beta e gama da actina devido a ter um ponto isoeléctrico diferente.
O seu interesse no estudo do estroma reside na marcagédo de todas as células musculares lisas e
de miofibroblastos.?’¢ Alguns MM podem exibir um fenotipo aberrante que inclui proteinas

contracteis alfa-actina do musculo liso e desmina.8”

CD34 é uma proteina transmembrana fortemente glicosilada de 110 kDa, com fungdes
ainda ndo totalmente conhecidas. Poderd desempenhar um papel na adesdo celular
funcionando como um ligando para as lectinas. O seu gene esta localizado no cromossoma
1g32.217 Na pele o CD34 ¢é invariavelmente positivo na marcagdo de fibroblastos atipicos no
Dermatofibrosarcoma protuberans.® O antigénio CD34 é expresso por alguns tumores das
bainhas nervosas, principalmente nas &reas Antoni B dos schwannomas. E habitualmente
negativo nos tumores malignos das bainhas dos nervos e deve ser usado num painel contendo

5100 e CD57.21

GLUT-1 (human erythrocyte glucose transporter) é expresso em algumas neoplasias
malignas e esta relacionado com o aumento de captagao da glicose pelas células tumorais. Baer
e col.?0 estudaram a sua marcacdo num variado grupo de tumores descobrindo forte
positividade em todos os casos de doenca de Bowen (14/14), em 13 de 15 queratoses actinicas
(87%), marcagao em 8 casos de 15 cicatrizes (53%), mas a marcagdo foi sempre negativa em

todas as verrugas seborreicas, basaliomas e MM testados.

Claudinas (do latim claudere, fechar) constituem uma familia de mais de 20 proteinas que
compoem a tight junction. Estdo presentes em conjunto com outros componentes incluindo
ocludina e molécula de adesao juncional e interagem com proteinas estruturais ZO-1, ZO-2 e
Z0O-3. A Claudina-1 é expressa pelos epitélios e pelas células perineurais sendo de grande

utilidade no diagnoéstico dos perineuriomas.?!

36



MELANOMA MALIGNO

Estes dois ultimos marcadores GLUT-1 e Claudinas sdao habitualmente marcadores

celulares usados no estudo da membrana celular.

3.6.4. Outros marcadores

Marcadores de receptores HLA de classe I e classe II mostraram um aumento de
marcag¢ao nos MM quando comparada com a marcagao em nevos e alguns estudos associam a
diminuicao da expressao destes marcadores em MM, com uma diminui¢do do tempo de
sobrevida.???% Paradoxalmente, em doentes com MM da coroideia que mostraram uma
redugdo da marcagao para HLA foi descrito um aumento da sobrevida.2

CD40 (um marcador de células B envolvidas na supressao tumoral)?® e CD26 tém uma

marcacao mais intensa nos MM do que nos nevos, mas sem significado progndstico.??

Antigénios do cancro testicular, quando usados em grupo, podem ter uma expressao
aberrante em diversos tumores incluindo MM e serem tteis na distingdo de lesbes melanociticas

benignas e malignas.??

Terminamos fazendo uma referéncia sumaria a outros marcadores pouco utilizados no
estudo de lesdes melanociticas, seja devido ao seu custo, a sua inespecificidade ou por se

encontrarem ainda em fase experimental:

— CD57 (Leu 7, HNK-1): tumores da bainha dos nervos, carcinomas neuroenddcrinos,
neurofibroma.

— CD63 (NKI/C3): melandcitos, mastocitos.

— CD146 (MELCAM, melanoma cell adherin molecule): melanoma, células de Schwann.

— EMA (epithelial membrane antigen): células epiteliais, sebocitos, células perineurais e
plasmocitarias.

— GFAP (glial fibrillary acidic protein): diferenciacdo neural (30% dos tumores malignos das
bainhas dos nervos periféricos sao positivos), 53% dos MMD e células mioepiteliais.

— NEU N (neuronal nuclei).

— Neurofilamentos: axonios.

— NSE (neuron specific enolase): tumores neuroectodérmicos e neuroenddcrinos.

— RET (rearranged during transfection): proto-oncogene nos neurdnios e rim embrionario.

— Synaptophysin: tumores neuroectodérmicos e neuroenddcrinos, neuronios.

— Synuclein-I: cérebro (corpo da dementia de Lewi e doenga de Parkinson).
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— Tau: corpos celulares do neurdénio, neuropil e células gliais (+++ na doenca de
Alzheimer).

— ALK Protein (Lymphoma-associated tumor antigen): sistema nervoso, linfoma anaplésico
de grandes células CD30+ e tumor miofibroblastico inflamatdrio.

— Bcl-2: proteina envolvida na inibi¢ao da apoptose.

— Bcl-6: proto-oncogene — Kruppel-type zinc finger protein sao factores de transcrigao.

— MPB (Myelin Basic Protein): tumores das bainhas dos nervos.

— L1 (Transduction Lab, San Diego CA): 90% dos MMD, neurnios, células de Schwann e

tumores de origem neuroectodérmica.

3.6.5. Painéis de marcadores

Como nenhum marcador usado individualmente permite o diagnoéstico de MM ¢é habitual

recorrer-se a utilizacao de conjuntos de marcadores.

A combinacao de MITF e Melan-A revela 95% de sensibilidade e 100% de especificidade

no diagndstico de MM metastatico epitelidide.22

O uso de um painel MRP (proteinas relacionadas com a melanogénese) constituido por
Melan-A e tirosinase consegue identificar a presenca de células de MM em infiltrado
inflamatorio, de ninhos de MM em cicatriz e de invasao precoce da derme e margens positivas

em MM in situ do tipo 1éntigo maligno.?

No caso particular de MM de células fusiformes, nomeadamente desmoplasico, que é
tipicamente negativo para o painel MRP, o uso de técnicas de recuperagdo de antigénio com

recurso a microondas, permite desmascarar a presenga de tirosinase e de HMB-45.126

A associagao de P75-NGEFR (nerve growth factor receptor) neste tipo de MM com células
fusiformes ajuda na identificacdo de células tumorais na margem de excisdo cirdargica, mesmo

quando presentes em niimero escasso.!38230

Estudos auxiliares que aumentam a sensibilidade e a especificidade do diagndstico
histologico de MM incluem a analise da fraccdo do crescimento tumoral através da marcagao
com o Ki-67,149%1 registo das alteragdes no numero de copias de ADN por hibridizagdo
genomica comparativa ou identificacdo da expressao dos genes de assinatura de MM pelos

perfis de varia¢do da expressao genética.?!161,232
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3.7. Factores de progndstico

Informacdo recolhida pelo American Joint Commission on Cancer Staging Committee (AJCC)
concluiu em 2001, que os MM finos (de espessura igual ou inferior a 1 mm) tém um excelente
progndstico com uma sobrevida superior a 90% aos 5 anos, em contraste com os MM espessos (de
espessura superior a 4 mm) que estdo associados a um pior prognostico, com cerca de 45% de
sobrevida aos 5 anos.?%2* Além da espessura, outros factores sao relevantes para o estabelecimento
do prognostico. Foi assim proposta a separagdao dos doentes, com MM, em subgrupos de
prognostico semelhante, com interesse no tratamento e na investigagdo. O sistema de classificagao
clinico-patologica da AJCC, em cinco estadios (0 a IV), considera os aspectos do tumor primario (T),
a presenca e o numero das metastases ganglionares (N) e a presenga e a localizagao das metastases a
distancia (M), para determinar o estadio baseado nestes trés atributos (TNM). O doseamento sérico

da enzima desidrogenase lactica ou LDH, pode ter igualmente interesse prognostico.”s (Quadro 8.).

Quadro 8. Classificagio TNM de melanomas malignos cutaneos®23

CLASSIFICACAO T ESPESSURA (MM) ULCERACAO
T1la: sem ulceracgao e nivel de Clark II/III
T1 a/b <1.0
T1b: com ulceracdo e/ou nivel IV/V
T2 a/b 1.01-2.0
a: sem ulceragao
T3 a/b 2.01-4.0
b: com ulceracdo
T4 a/b >4
Classificacdo N N¢ de ganglios metastaticos Caracteristicas das metastases
a: micrometastases ganglionares
N1 a/b 1
(apds linfadenectomia sentinela ou electiva)
N2 a/b/c 2-3 b: macrometastases ganglionares
(detectaveis clinicamente)
N3 4 ou mais
c: metastases satélites ou em transito
Classificacao M Localizacao LDH no sangue

Pele (a distancia),
Mila Normal
subcutaneas ou ganglionares

Mi1b Pulmaéo Normal
Milc Todas as outras viscerais Normal
Quaisquer a distancia Elevada

T, tumor primario; LDH, desidrogenase lactica; M, metastases viscerais; N, metdstases ganglionares.
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Apesar de existirem variaveis clinicas com interesse prognostico, o estudo histologico do
MM ¢ fundamental, pois fornece-nos o factor prognostico mais importante quando usado

isoladamente — nivel de Breslow, referido adiante — que corresponde a espessura do MM em mm.

A associagao das informagdes clinicas e histopatoldgicas permite a separacao dos doentes

em estadios, entre 0 e IV, com progndsticos distintos (Quadro 9).

A sobrevida aos 5 anos para os casos de MM primario diagnosticado nos estadios entre 0
e II é de cerca de 80% se comparada com uma sobrevida de 35% quando os ganglios linfaticos
estdo invadidos (estadio III). Quando existem metastases a distancia (estadio IV) a sobrevida

a0s 5 anos é na ordem dos 10%.234

Contudo existem excepgdes, tanto de doentes com MM finos que faleceram de
metastases, 27 como de doentes com MM espessos que nunca tiveram recidiva do seu MM.15
Numa tentativa de melhor prever a sobrevida nos estadios I e II de MM foram estudados
numerosos factores prognoésticos isoladamente e em modelos multifactoriais de pequenas e

grandes amostras.

Quadro 9. Grupos de estadiamento do melanoma maligno cutineo®23323

ESTADIO CLINICO PATOLOGICO
T N M T N M
0 Tis* NO Mo Tis NO MO
IA Tla NO MO Tla NO MO
IB T1b-T2a NO MO T1b-T2a NO Mo
1A T2b-T3a NO MO T2b-T3a NO MO
1B T3b-T4a NO MO T3b-T4a NO Mo
IIC T4b NO Mo T4b NO MO
I T1-T4 N1-N3 MO
A T1-T4a Nla-N2a MO
I11B T1-T4b N1a-N2c MO
ITIC T1-T4 N1b-N3 Mo
v T1-T4 N1-N3 M1 T1-T4 N1-N3 M1

Tis = Tumor in situ
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Clinicamente podemos afirmar que sao variaveis de pior prognodstico:

Idade — MM com a mesma espessura tem habitualmente um comportamento mais

agressivo nos doentes com mais de 60 anos.?3%240

Localiza¢do anatémica — A ocorréncia de MM em localizacdo acral (palmas, plantas ou
area subungueal) pensava-se ser um indicador de pior progndstico.?#! A localizagao de
MM na drea BANS — acronimo inglés para dorso (back), brago (arm), pescogo (neck) e couro
cabeludo (scalp) — foi ha uns anos associada com pior progndstico nos MM primarios de
espessuras entre 0,76 mm e 1,69 mm, mas sabe-se hoje que nao tem significado
prognostico.24224 MM da cabega e pescoco e do tronco estdo associados com uma maior
taxa de metastases e de mortalidade do que o MM acral®* e que quando ocorrem na

cabega, o couro cabeludo € a localizagao associada com o pior progndstico.2*

Sexo — Habitualmente os MM com a mesma espessura tém um comportamento mais
agressivo nos homens do que nas doentes do sexo feminino.?? O significado estatistico do
sexo tem como variavel de confundimento a localizagdo anatdémica, pois é sabido que o
MM no sexo feminino ocorre predominantemente nas extremidades inferiores e esta

localizacado parece estar associada a uma maior taxa de sobrevida.?

Ulceracao — Habitualmente associada a um volume tumoral maior e portanto a um pior

prognostico.2

O estudo histoldgico da totalidade da pega excisada permite-nos estudar as varidveis

histologicas com interesse progndstico:

Nivel de Breslow corresponde a espessura do MM em mm medida na vertical entre o
topo da camada granulosa e a célula tumoral localizada mais profundamente.#8 S¢ é
utilizado nos MM com fase de crescimento vertical. Nas lesdes ulceradas usa-se como
limite superior da medigao a base da ulceragdao. Quando o MM tem uma espessura
inferior a 0.76 mm é denominado MM fino e sé muito raramente metastiza.?*
Isoladamente € a caracteristica mais importante na previsdao do tempo de sobrevida de

doentes com MM de estadio 1.234

Nivel de Clark corresponde ao grau de invasao tumoral e divide-se em 5 niveis sendo o

nivel I quando a lesao se encontra confinada a epiderme e seus anexos (MM in situ) até ao
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nivel V que corresponde a invasdo tumoral do paniculo adiposo.?! No Quadro 10 mostra-

se a relacao entre o nivel de Clark e a taxa de sobrevida aos 10 anos.

Quadro 10. Percentagem de sobrevida livre de doenca aos 10 anos?*

Nivel I (intraepitelial ou in situ): 100%

— Nivel II (derme papilar): 96%

Nivel III (derme papilar/derme reticular): 86%

— Nivel IV (derme reticular): 66%

Nivel V: (hipoderme): 53%

Ulceracao define-se como uma solucdo de continuidade no epitélio que recobre o tumor,
com evidéncia de reaccdo do hospedeiro, para se poder excluir a que resulta do
traumatismo da biopsia. Estd demonstrado que a ulceracdo agrava o progndstico em

inimeras analises multivariaveis ja publicadas.250-252

Regressao corresponde a “destrui¢ao” de partes do MM por linfocitos memoria, que se
pensa terem metastizado primariamente para um ganglio regional e que “regressaram”
ao tumor. Faz-nos também pensar que o tumor ja teria tido uma espessura maior, numa

fase prévia ao recrutamento das células inflamatdrias.?34253254

Indice mitético expressa-se em baixo, médio e alto, de acordo com o niimero de mitoses
contadas em 10 campos microscdpicos, com a objectiva de grande ampliacao (400x),
quando sao inferiores a 1, entre 1 e 4 e mais de 4 mitoses, respectivamente. A presenca de
mitoses na derme esta associada a uma diminui¢ao da sobrevida.?>> Quando o ntimero de
mitoses ¢ igual ou superior a 6, o risco de metastizacdo é 12 vezes superior ao de um

doente em cujo tumor nao se observa qualquer mitose.?

TIL ou tumor infiltrating lymphocytes corresponde a presenca de linfdcitos infiltrando o
tumor (entre ou em contiguidade com as células tumorais) e mostrou ter um significado
prognostico independente.® O prognostico € melhor quando existe uma reacgdo
inflamatoria intensa, definida como uma banda linfocitaria densa, por baixo do tumor ou
infiltrando difusamente o préprio tumor. Inversamente, a auséncia de infiltrado
inflamatorio esta associada a um pior prognoéstico. O volume do infiltrado linfocitario é
inversamente proporcional a espessura do MM primario, sendo habitualmente escasso

nos tumores que sao invasivos em profundidade.?725
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- Invasdo linfo-vascular corresponde a presenca de células tumorais nao sé dentro dos
vasos linfaticos ou sanguineos, como também na sua parede (junto as células endoteliais)
e esta associada a um pior prognostico.”® A invasdo vascular pode estar também

associada a ocorréncia de metastases em transito.260

- Neurotropismo corresponde a observacao microscopica de células tumorais malignas no
espago perineural dos nervos.?! O neurotropismo pode ser intraneural, perineural ou ter
aspectos de diferenciacao neural, simulando células de Schwann.?? A extensao do MM ao
longo de nervos cranianos periféricos pode ser uma complicagao de alguns MM da cabega
e pescogo, principalmente da variedade desmoplésica.?® Denominam-se entao MM
neurotrépicos e podem estar associados com infiltragdo local, recidivas multiplas e

metastases para o SNC.264

- Satelitose corresponde a presenca de focos tumorais, isolados do tumor principal,
localizados a menos de 5 cm da lesdo primaria. Quando os focos tumorais surgem na
mesma regido anatomica, mas a uma distancia superior a 5 cm denominam-se metastases
em transito. A presenca de satelitose é um indicador de mau progndstico, pois
corresponde ao estadio IV do sistema de classificagdo da AJCC, mesmo quando as

metastases sao apenas microscopicas.233:265266

O estudo por imuno-histoquimica pode revelar alguns marcadores com interesse
prognostico conforme podemos observar no Quadro 11 adaptado da classificagdo de tumores

cutaneos da OMS.64

Quadro 11. Marcadores imuno-histoquimicos com interesse prognostico

MARCADOR EXPRESSAO PROGNOSTICO
Ki-67 1 -
P16 ! -
MPM-2 1 -
Gp100 ! -
MITF 1 +

1, aumentada; |, diminuida; -, desfavoravel; +, favoravel.
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Marcadores de proliferagdo tumoral usados para distingdo entre nevos e MM e que

poderao ter eventualmente qualquer interesse progndstico sao:

Ki-67 que marca menos de 5% dos nevos e entre 13-30% dos MM (% intermédia no nevo
de Spitz) sendo considerado um factor prognostico de risco independente mas com

resultados dispares.

- Ciclina D1 em que os nevos sao raramente positivos enquanto os MM sao

frequentemente marcados, mas sem significado progndstico.

- P16 que se exprime na totalidade dos nevos, mas com perda de marcagao em 50 a 98%
dos MM (a perda de marcacdo estd associada com menor sobrevida, mas nao é uma

variavel independente).

- P21 que marca alguns nevos e é positivo numa percentagem maior de nevos de Spitz e
MM, mas cujos resultados sao contraditdrios quanto a marcacao positiva estar associada

com altera¢des progndsticas.

- P27 com interesse apenas nos MM nodulares em que uma marcagado positiva inferior ou

igual a 5% esta associada a um risco de recaida precoce.!0!
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CAPITULO 4

Melanoma Maligno Desmoplasico

4.1. Conceito

A primeira descricdo de doentes com Melanoma Maligno Desmopldsico (MMD) foi
efectuada em 1971, por Conley, Lattes e Orr?” que publicaram na revista Cancer, sete casos de
uma nova variedade de MM, ocorridos em 5 homens e 2 em mulheres. A especificidade
histopatolégica desta variedade de MM era fornecida pela presenca na derme de melandcitos
fusiformes amelandticos dispersos entre grossas fibras de colagénio, que por vezes se
associavam a proliferacdo melanocitica atipica juncional. Clinicamente seis deles estavam
localizados na cabega e no pescoco de doentes com mais de 40 anos de idade, enquanto que a
excepgao foi um rapaz de 13 anos, cujo tumor se localizava no pé. Clinica e histologicamente
assemelhavam-se a proliferacdes fibrosas invasivas localmente, tipo cicatriz, com recidiva local,
por vezes multiplas, com intervalos entre 6 meses e 2 anos ap6s a primeira excisao cirargica. O
diagndstico correcto s6 foi feito por vezes a posteriori nos ganglios linfaticos invadidos
secundariamente, que revelaram aspectos histopatoldgicos de metéastases de MM classico ou de
MM de células fusiformes (num dos doentes coexistiram os dois tipos de metastases

ganglionares). A evolugdo para a morte ocorreu ap0ds disseminagdo metastatica.

Em 1979, Reed e Leonard*® descreveram no American Journal of Surgical Pathology um
subgrupo de MM em que observaram crescimento tumoral dentro da bainha perineural, com
invasdo endo — e/ou perineural (neurotropismo) e com padrao de crescimento fascicular tipo
nervo (diferenciacao neural), em 22 MMD localizados em pele exposta de caucasianos de pele
clara tendo-os designado MM neurotrdpicos. Para estes autores o neurotropismo foi
interpretado como fazendo parte integrante desta variedade de MM e ndo como um
componente de tumor nervoso, tipo Schwannoma maligno. Notaram também, que estes
tumores se associavam algumas vezes a aspectos histologicos de léntigo maligno, na epiderme

supra-tumoral. Como nem todos os MMD sao neurotropicos, assim como, também existem MM
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neurotrépicos que nao sdo desmoplasicos, os termos “desmoplasico” e “neurotrépico” nao

podem ser usados como sindénimos, visto corresponderem a formas distintas de MM.2¢

Progressivamente foram sendo publicados casos isolados de MM com as caracteristicas
de desmoplasia atras referidas, quase sempre em revistas de Oftalmologia, pelas suas
localizagbes oculares: palpebra superior,?® assemelhando-se a chalazion,?' ou com
envolvimento orbitdrio,>?% e também em revistas de Otorrinolaringologia e de Cirurgia

Plastica, com localizagdes descritas no pavilhao auricular,?* parétida?” e nadega.?’¢
Estdo também descritos casos observados nas mucosas oral?”” e labial.?”8

Encontra-se também referido um caso de MMD primario em localizagdo visceral
(pulmao), cujo doente teve posteriormente edema e parestesias da face, secundarias ao

envolvimento do ramo maxilar do nervo trigémio.?”

Das séries com grande niimero de doentes destacamos a maior, com 280 casos de MMD,
publicada na Cancer em 1998 por Quinn e col.?®® da Unidade de MM de Sidney, a de Posther e
col.?81 com 129 casos publicada nos Annals of Surgical Oncology em 2006 e a de Skelton e col.??

com 128 doentes publicada no Journal of the American Academy of Dermatology em 1995.

Pelo seu interesse didactico devemos também salientar os artigos de revisao publicados
por Riitten e col.2 (que engloba os primeiros 34 doentes da nossa série) e por Carlson e col.28

que analisam um grande conjunto de varidveis clinicas e histopatologicas.

Merece ainda referéncia a revisao bibliografica efectuada por Lens e col.285, que agrupou
todas as séries publicadas até 2005, que contivessem 10 ou mais doentes com MMD e que foi

publicada no British Journal of Dermatology desse ano.

Desde a descrigao inicial de MMD foram publicados cerca de 1100 casos em todo o
mundo o que representa menos de 1% de todos os MM cutaneos descritos. Da literatura pode
inferir-se que o seu comportamento clinico sera diferente do comportamento associado aos MM
nao-desmoplasicos, com a correspondente alteracao de estratégia terapéutica. Alguns sugeriram
que o MMD ¢é melhor classificado como sarcoma dos tecidos moles devido ao seu crescimento
relativamente lento, tendéncia para recidiva local e s6 raramente disseminar por via linfatica.
Esta tltima caracteristica provocou o debate acerca do interesse do uso em doentes com MMD
de radioterapia como terapéutica adjuvante?¢ e do interesse do estadiamento ganglionar,

especificamente a realizacdo de bidpsia do ganglio sentinela.287-2%
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4.2. Critérios de diagnostico

MMD ¢é uma entidade clinico-patoldgica, na qual a expressao histopatologica permite

confirmar o diagndstico e evidencia caracteristicas imuno-histoquimicas particulares.

4.2.1. Critérios clinicos de diagndstico

MMD aparece como uma papula, nédulo ou placa, da cor da pele ou eritematosa.
Habitualmente é uma lesdo infiltrativa, de consisténcia dura, ndo pigmentada e com aspecto
cicatricial, localizada em areas de pele com importante dano actinico, pelo que é muitas vezes
interpretada como lesdao nao melanocitica, incluindo carcinoma espinocelular e tumor fibro-
histiocitario.

MMD esta associado em cerca de 1/3 dos casos, a alteragdes intra-epiteliais de léntigo

maligno (MM in situ).?!

MMD localiza-se preferencialmente nas areas expostas ao Sol da face e pescoco e por
ordem decrescente de frequéncia no tronco e nas extremidades. Existem também publicagdes

isoladas que referem a existéncia de MMD nas superficies mucosas?? e subungueais.2%2%

MMD afecta habitualmente individuos na sexta e sétima décadas de vida, com idade
média de apresentacdo de 62.6 anos. Como casos excepcionais referimos a ocorréncia de MMD
numa crianga de 4 anos de idade na série publicada por Skelton e col.?%? e recordamos o rapaz

de 13 anos de idade da série inicial de Conley e col.267

Sempre que ocorra recidiva de tumor localizado em cicatriz da face, regiao palmar ou
plantar e em mucosas, o diagndstico de MM desmoplasico deve ser colocado. Este diagnostico é
mais provavel no caso da histologia prévia ter sido de nevo de jungao (raro em doentes idosos)

ou de léntigo, principalmente na face.
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4.2.2. Critérios histolégicos de diagnostico

MMD tem um componente celular fusiforme predominante que se assemelha, em

pequena ampliacdo, a lesao fibroblastica (cicatriz hipertréfica ou dermatofibroma), neural

(neurofibroma e tumor maligno das bainhas nervosas de nervo periférico) ou outros sarcomas.

As células tumorais dispdem-se entre fasciculos de grossas fibras de colagénio formando

um tumor nao capsulado que ocupa toda a espessura da derme.

48

As caracteristicas histoldgicas do MMD sao as seguintes:

Colagénio abundante, de inicio fibrilhar, formando uma delicada rede eosinofilica
contendo, ou nao, mucina. Com o tempo as fibras de colagénio vao-se tornando
progressivamente mais espessas e numerosas ficando a lesdao cada vez menos celular. As
lesdes mais antigas ou que correspondem a recidivas parecem-se muito com cicatrizes

hipertroficas, queldides ou até mesmo com tumor desmoide ou fibrosarcoma.?s

Componente melanocitico juncional discreto presente em cerca de metade dos casos de
MMD, que pode variar desde léntigo sobre MM até nevo de juncao, por vezes displasico,
mas é de grande ajuda na interpretacdo da lesdo no seu todo. Nos outros 50% dos casos
de MMD, este componente intraepitelial encontra-se ausente (regressao?) o que dificulta o

seu diagnostico.

Elastose solar localizada na derme, ndo s6 na parte superficial do tumor, como também

no seu interior e em profundidade.

Presenca de grande massa “fibrosa” nao capsulada ocupando toda a espessura da derme
e, por vezes, invadindo a hipoderme através dos septos do paniculo adiposo, sendo

portanto classificado em nivel IV ou V de Clark, no momento do seu diagndstico.

Neurotropismo e diferenciagdo neural (com presenca de mastdcitos e mucina) sao

frequentes.264:265284296-298
S6 muito ocasionalmente se observa invasao vascular.

Predominancia de melandcitos fusiformes semelhantes a fibroblastos, com um nfticleo
comprido e ligeiramente aumentado de tamanho.?® Os ntcleos sdo na maioria dos casos
vesiculosos, com nucléolos proeminentes. E raro observar-se hipercromasia e

pleomorfismo nuclear, assim como mitoses atipicas. Na membrana nuclear é frequente
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observarmos dobras e ranhuras. Habitualmente nao se observa presenca de pigmento de

melanina nos melanécitos, pelo que a maioria destes sao amelanoticos.

Agregados linfdéides localizados habitualmente na transicdo dermo-hipodérmica, junto
aos limites laterais do tumor ou mesmo junto a trajectos nervosos, sao uma das imagens
de marca desta variedade de MM. Sempre que observamos foliculos linféides em lesao

histologica semelhante a cicatriz, devemos colocar esta hipotese diagndstica.

Existéncia de faixa de Grenz que corresponde a auséncia de tumor numa banda
horizontal de espessura variavel, localizada na derme superficial, imediatamente por

baixo da juncdo dermo-epidérmica.
Metaplasia 0ssea ou cartilaginea é rarissima.300-302

Areas de MM convencional sob a forma de melandcitos epitelidides e até mesmo
linféides, presentes focalmente nao s6 em MMD (mais celulares), como principalmente
nas metastases. Nestas, por vezes s6 existem aspectos de MM convencional, o que
permite perceber o conceito unitdrio de MM, abarcando a variedade desmoplasica. O
inverso também é verdadeiro, pois estdo descritas metastases desmoplasicas de MM

cutaneos primarios convencionais.2”

A via mais frequente de metastizagdo do MMD ¢ por infiltracdo local dos tecidos vizinhos
e ao longo dos nervos. Segue-se por ordem de frequéncia a metastizacdo a distancia por
via sanguinea. E rara a infiltragao por via linfatica das cadeias ganglionares regionais. O
padrao histologico das metastases pode ser o de um MM convencional ou manter-se com

estroma desmoplasico. As metastases sao geralmente totalmente acrémicas.280:303,304

4.2.3. Critérios imuno-histoquimicos de diagndstico

Busam e col.3% demonstraram que € possivel separar as formas desmoplésicas das outras

formas de MM, com recurso ao estudo dos perfis de expressao genética. A expressao de genes

de diferenciacdo melanocitica estda muito diminuida no MMD, enquanto que se encontra

aumentada a expressao de factores neurotropicos e de genes envolvidos na expressao da

producdo de matriz extracelular, nomeadamente clusterina, confirmada também por estudos

imuno-histoquimicos.
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Assim como para o estudo dos MM em geral, podemos utilizar trés grupos de
marcadores imuno-histoquimicos para o estudo de MMD: de diferenciacdo melanocitica, de

progressao e sinalizagao tumoral e de células do estroma.

Os melandcitos fusiformes do MMD colocam uma dificuldade diagndstica acrescida pois
tal como este padrdao morfoldgico das células nao é o habitualmente observado nas outras
variedades de MM, também os marcadores de diferenciacio melanocitica sio muitas vezes
negativos, com excep¢ao da proteina S100 que € quase sempre positiva. Este marcador nao s¢ é
importante para o diagndstico final de MM, como também para o diagndstico diferencial com
outros tumores nao melanociticos, de células fusiformes, e serve também para a identificacao
dos limites do tumor, sendo portanto uma ferramenta essencial no estudo das margens de
seguranga cirurgicas e no calculo do indice de Breslow. Nao se pode excluir mecanicamente o
diagndstico de MMD apenas pela negatividade da coloragao por S100, segundo Kaneishi e
col.'2? Também nos devemos lembrar que as células dendriticas de Langherans, as células de

Schwann e os adipdcitos sdo positivas para proteina S100.

HMB-45 apenas marca o componente de células epitelidides que se observa por vezes na
epiderme, ou nos MMD mistos ou combinados, o seu componente de células nao fusiformes.
Melandcitos fusiformes sao habitualmente negativos, porque este tipo de célula nao é
pigmentada e portanto nao costuma conter melanossomas. Este achado foi comprovado por
estudos de microscopia electrénica, assim como pela coloragdo para pigmento melanico,

Fontana-Masson, que também é negativa neste tipo de melandcitos.

Melan-A tem uma marcacdo quase sobreponivel ao HMB-45, sendo portanto muitas
vezes negativo, a excepgao do componente de células ndo fusiformes. Quando é positivo

observa-se apenas no componente juncional e no componente dérmico mais superficial.

Tirosinase comporta-se nos MMD de maneira semelhante aos marcadores HMB-45 e
Melan-A sé sendo positiva focalmente no componente melanocitico intraepitelial in situ e no

componente nevdide superficial dos MMD.91:130:306

MITF é uma proteina codificada pelo gene da microftalmia cuja marcagao é considerada
positiva apenas quando é nuclear. Foram publicados valores muito dispares de sensibilidade de
marcacdo em MMD como 7%,37 29%3%8 e até 55%.3° Infelizmente este marcador ndo ¢ 100%
especifico,’? estando descritos casos de marcacdo em neurofibromas e em fibroxantomas

atipicos.310
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C-KIT ¢é um receptor transmembrana de um factor de crescimento com actividade
tirosina quinase crucial para o desenvolvimento e proliferacio dos melandcitos. A sua
expressao € maxima nas fases inicias do MM, diminui progressivamente com o crescimento
tumoral local e parece haver uma correlacdo inversa da marcagao com o avan¢o do MM para a
fase metastatica.’’’ A mutagao de C-KIT em modelos murinos pode resultar em transformacao
maligna de melandcitos com produgao de tumores semelhantes a0 MM amelanoético.?'? Em 2003
Potti e col.!® testaram por imunohistoquimica 202 MM tendo registado uma marcagao positiva
para C-KIT em 46 (22,8%) dos casos, que correspondiam por ordem decrescente de frequéncia
aos seguintes tipos histoldgicos: MM de crescimento superficial (53,7%), léntigo maligno
(23,3%), MM acrolentiginoso (13,0%) e MM amelandtico (4,8%).O estudo da sequéncia dos
pontos de mutagao do KIT nao pode ser realizado por imuno-histoquimica, sendo necessario

efectuar pesquisa de mutagoes por PCR.

P75-NGFR, um receptor de baixa afinidade para o factor de crescimento neural, que se
sabe ser positivo para as células derivadas da crista neural marcaram todos os 13 MM, de
células fusiformes, testados por Kanik, Yaar e Bhawan.'® Todos os MMD e MM neurotrdpicos
foram positivos, por vezes com uma marcagao mais intensa do que com a PS100 o que podera
ser util ndo s6 no diagnostico diferencial com outras lesdes de células fusiformes, sem origem na
crista neural, como também na identificagdo das margens de excisdo em MMD.!3 Iwamoto e
col.139313 estudaram 11 MM de células fusiformes, dos quais 7 eram desmoplasicos, tendo todos
estes expressado marcagdo positiva de P75 em pelo menos 10% das células tumorais e na
maioria dos casos em mais de 50% das células tumorais, enquanto que foram negativos 10 dos
11 MM epitelidides, usados como controle. Concluiram existir uma forte correlagdo entre a
expressao de P75 e o fenotipo desmoplasico, muito importante para detectar o envolvimento

peri-neural em MM.

Ki-67 é um antigénio nuclear presente apenas nas células em fase proliferativa cujo papel
no diagnoéstico de MM ¢€ ainda discutivel e a sua expressdao em MMD pouco documentada. Em
2004, Kucher e col. 34 estudaram 31 MMD tendo observado marcagao inferior a 5 % do total dos
melandcitos tumorais em 17 casos (55%), enquanto que em 6 dos casos (19%) observaram

marcacao focal superior a 30% das células.

MPM-2 é um anticorpo especifico de células em mitose que marca as proteinas

fosforiladas reguladoras do ciclo celular reconhecendo topoisomerases II alfa do ADN que se
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encontram concentradas nos centrémeros. Nao encontramos qualquer referéncia bibliografica

da sua marcacdo em MMD.

Os marcadores de proliferacao tumoral poderdo ser comparados, em sentido figurado,
aos pedais de acelerador e travao de um carro cujo motor, nesta analogia, seria o ciclo celular de
mitoses: G1-5—G2—M. Assim, em qualquer tumor maligno existiria um acelerador de
estimulacdo (upregulation), aqui representado por todas as Ciclinas e quinases dependentes de
Ciclinas e um travao inibitério (downregulation), aqui representado pelos P16 e P27 e pelo PTEN

(Quadro 12).

Quadro 12. Regulacao de marcadores de proliferacdo tumoral em MM?%

ESTIMULACAO INIBICAO
CDK2 P16
CDK4 P27

Ciclina D1 PTEN
Ki-67
P19
P21
RB

PTEN ¢ um inibidor da via do PI3K—AKT cuja expressiao se encontra fortemente
diminuida em 13 (19%) de 69 MM estudados por Goel e col.3®> em 2006. Estes autores
concluiram que a diminui¢do ou mesmo auséncia de expressao de PTEN esta associada com o
aumento da espessura dos MM, néo confere um aumento do risco da ocorréncia de MM em

doentes com doenca de Cowden e nao ocorre em nevos melanociticos comuns.

BRAF mutac¢do T—A no nucledtido 1796 foi encontrada em 23 de 57 MM convencionais

enquanto que nao foi detectada em nenhum dos 12 MMD testados por Davison e col.1%

N-caderina foi testada em 21 MMD resultando a sua expressao fortemente positiva em 10
casos, focalmente positiva em 3 e negativa em 8. Sete dos 21 doentes tiveram metastases a

distancia e N-caderina foi fortemente positiva em 6 destes 7 casos o que parece sugerir que este
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marcador podera ser muito ttil no reconhecimento de um sub-grupo de MMD com maior

potencial metastatico.3'¢

Fascina € uma proteina de ligagao cruzada com a actina importante na carcinogénese. Um
estudo imuno-histoquimico efectuado em 73 lesdes melanociticas revelou positividade em 95%
(19/20) dos nevos benignos, 67% (8/12) nevos displasicos, 25% (1/4) dos léntigos malignos, 28%
(7/25) dos MM e em 25% (3/12) em metastases de MM.317

CD13 (aminopeptidase-N) e Thyl (CD90) sao marcadores fibroblasticos, que revelaram
uma marcagao forte e difusa em 9 MM de células fusiformes, estudados por Winnepenninckx e
col.?® tendo sido observada uma marcacao variavel para a enzima hidroxilase-4-prolil (que esta
envolvida na formagdo de pré-colagénio) e auséncia de expressao para os marcadores

mesenquimatosos CD34 e actina do musculo liso (AML).

Actina do musculo liso estd descrita ser positiva em algumas células fusiformes.3?
Discute-se a origem destas células: melandcitos neopldsicos ou células miofibroblasticas do

estroma?

CD34%0 ¢ quase sempre negativo nos MMD, ao contrario do que acontece no

Dermatofibrosarcoma protuberans.®”

Glut-1 pertence a familia dos transportadores de glicose através da membrana celular. E
conhecido que o metabolismo da glicose esta aumentado nas neoplasias malignas podendo ser
evidenciado pela marcagdo das membranas celulares. Parente e col.3! em 2008 testaram 44
lesdes melanociticas tendo observado positividade em 100% de nevos melanociticos comuns
(12/12), 75% dos nevos de Spitz (9/12) e em 45% dos MM (9/20), independentemente da sua

espessura.

Claudina é uma proteina importante na formacao da tight junction estando habitualmente
localizada na membrana celular. Desempenha um papel activo no crescimento e na adesao das
células e é responsavel pela regulacdo do transporte paracelular de moléculas. A sua expressao
é anormal em neoplasias da mama, ovario e MM entre outras. Nas lesdes melanociticas a sua
expressao nao se encontra apenas aumentada, como também, a sua localizagao na célula se
torna aberrante aparecendo no ntcleo de lesdes melanociticas benignas e no citoplasma de
MM.32 Foi demonstrado que nao existe funcao de tight junctions nas células de MM em cultura e
que a presenca de claudina no citoplasma parece contribuir para o poder invasivo do MM

através da activacao de metaloproteinase 2.3
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4.3. Diagnostico diferencial

Clinicamente o MMD pode ser confundido com lesdes benignas e malignas. Os
diagndsticos clinicos incluem: quisto epidermdide, cicatriz hipertréfica, dermatofibroma,
neurofibroma e fibroxantoma atipico. Como muitas vezes nao se suspeita de lesdo maligna
pode haver um atraso no diagndstico ou mesmo um primeiro diagnoéstico errado. O diagndstico
incorrecto pode provocar uma demora no tratamento e/ou inadequada ressecgao cirtirgica, que

pode resultar em recidiva local e eventual metastizacdo, com diminuic¢do do tempo de sobrevida.

Em cerca de metade dos casos o diagnostico de MMD nao é efectuado no primeiro
relatério histolégico, sendo confundido habitualmente com: processo inflamatdrio reactivo,
infiltragdo linfocitaria de Jessner-Kanof, cicatriz, fibroma, nevo de Spitz desmoplasico, neoplasia

neural, fibrossarcoma ou qualquer outra neoplasia mesenquimatosa maligna.

Uma combinagdo de critérios histolégicos e imuno-histoquimicos permite a separagdo
entre 0o MMD e os seus “simuladores”. Recordamos além disso, como elemento fundamental
para o diagndstico a positividade para proteina S100% e voltamos a salientar a necessidade de
realizacdo de painel de imuno-histoquimica. Em perspectiva histolégica referem-se em seguida
os principais elementos distintivos de algumas entidades com as quais o MMD pode ser

confundido:

— Processo inflamatodrio esclerosante — o ntcleo dos melandcitos tumorais tem contornos

mais irregulares e é mais hipercromatico do que o nticleo dos fibroblastos.

- Grandes cicatrizes — nestas o arranjo das fibras é mais regular e paralelo a epiderme e os
capilares sdo verticais ou encontram-se orientados perpendicularmente as fibras de
colagénio. E conhecido de todos que a persisténcia de MMD no local de bidpsia prévia ou
na cicatriz da excisao incompleta, origina uma mistura de cicatriz com uma neoplasia de
células fusiformes, que pode também exibir aspectos de diferenciacao fibroblastica. N. K.
Kaneishi e C. J. Cockerell'® publicaram em 1998, um estudo comparativo dos aspectos
histologicos de 6 MMD e de 15 cicatrizes de varios tipos. Foi muito facil efectuar a sua
distingdo com cicatrizes maduras. Em contraste as cicatrizes imaturas partilhavam muitos
aspectos histologicos do MMD: hipercelularidade, infiltrados linféides nodulares,
estroma mixoide e atipia nuclear. A presenca de uma proliferagdo melanocitica

intraepitelial, por cima do componente dérmico, neurotropismo e células S100 e/ou HMB-45
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positivas foram os Unicos achados que permitiram uma separagao entre as duas
entidades. E sugerida correlacio clinica, revisio das bidpsias prévias e reexcisio com
margens de seguranga em todos os casos duvidosos. A distingdo entre MMD e cicatriz
pode ser muito dificil de efectuar no estudo microscépico de rotina, principalmente nas
pecas de alargamento cirurgico de margens de seguranga. Sabemos também que em todas
as cicatrizes de exerese de lesdes melanociticas, ndo s6 de MM, como também de nevos
comuns e atipicos, estdo presentes células S100 positivas, o que pode constituir uma
“armadilha”. Estas células foram testadas em pecas de reexcisao de 10 nevos e de 10 MM
por J. A. Chorny e por R. J. Barr'® tendo sido negativa a sua marcagao para HMB-45,
Melan-A, CD57, CDla, FXIlla e GFAP, tendo revelado uma marcacdo difusamente
positiva de todos os fibroblastos para NSE (neuron specific enolase). Estas células podem
também ocorrer em re-excisbes de tumores ndao-MM e corar com marcadores de
diferenciacdo para células de Schwann como o P75NGFR, CD56/N-CAM e GAP-43
sugerindo tratar-se de uma proliferacdo reactiva de células de Schwann.’* O
aparecimento de lesdes pigmentadas em cicatrizes cirtrgicas de melanoma ¢ um achado
frequente, que pode causar problemas de diagnostico diferencial com persisténcia de
melanoma. Este processo foi observado em 18 de 60 (30%) das cicatrizes de excisao de
MM, estudadas por R. Botella-Estrada, O. Sanmartin e col.?> de Valéncia que descreveram
3 tipos de lesdes clinicas: lentiginosas, estrias pigmentadas e pigmentagao difusa no
enxerto. Histologicamente predominavam dois padrdes: hiperplasia epitelial lentiginosa
com hiperpigmentagao e um niimero normal ou ligeiramente aumentado de melandcitos;
um segundo padrao caracterizado por hiperplasia melanocitica de graus variados. O
processo cicatricial em si parece ser o responsavel pela pigmentacado, independentemente
do tipo de tumor excisado, actuando por indugao dos melandcitos da epiderme que

recobria o tumor.

Recidiva de lesao de células fusiformes — é obrigatdrio proceder a revisao das laminas da

bidpsia inicial e lembrar o possivel diagnostico de MMD.

Nevo de Spitz desmopldsico — comparar os componentes epiteliais, a dimensao e a
composicao das lesdes, os detalhes citoldgicos, presenga de elastose solar e existéncia de

diferenciagao divergente, nomeadamente neural.

Nevo desmoplasico, que para C. Requena e col.?¢ quase sempre corresponde a nevo de

Spitz desmoplasico - as suas semelhancas com o MMD incluem a presenga de células
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atipicas e a expressao de HMB-45 na porgao superior das 2 lesdes, mas a rara localizagao
do nevo desmoplésico na cabeca e pescogo (1/16), a auséncia de figuras de mitose (0/16) e

um reduzido niimero de células reactivas para Ki-67 permitem a sua separacao.’?’

Nevo azul esclerético e hipopigmentado com células fusiformes - os nevos azuis sao
habitualmente muito pigmentados. Estd descrita a variedade amelanotica (ou
hipomelanotica), que representa cerca de 2.7% (38/1358) do total de nevos azuis,*® e que
histologicamente é caracterizada por células fusiformes, auséncia de melanina (Perl’s
negativo e Fontana-Masson varidvel) e um estroma fibroso habitualmente. O seu
diagnostico diferencial principal € com o dermatofibroma, mas a sua separacao do MMD
pode ser dificil. Habitualmente sao lesdes com varios anos de evolucao, sem alteracdes
clinicas recentes, em adultos jovens, histologicamente nao se observa pleomorfismo
celular, nem aumento da actividade mitética e a sua marcagdo imuno-histoquimica é

muito fraca para S100, positiva para HMB-452 e fortemente positiva para Mel-5.328

Neoplasias com diferenciacdo neural — nomeadamente com o neurofibroma quando o
componente mixdide é acentuado e com o tumor maligno das bainhas nervosas dos

nervos periféricos, que é habitualmente de localizagao mais profunda (hipoderme).

Neoplasias mesenquimatosas nao-neurais como o piloleiomioma, leiomiosarcoma,
fibroxantoma atipico de células fusiformes, fibrosarcoma, dermatofibrosarcoma
protuberans e a sua variante pigmentada, tumor de Bédnar. Habitualmente todos estes

tumores sdo mais celulares do que o MMD.

Carcinoma espinocelular de células fusiformes, talvez o diagnostico diferencial
histologico mais frequente e dificil, sendo por vezes necessario recorrer a estudos de
microscopia electrénica ou de imuno-histoquimica. Este tumor € positivo para

citoqueratinas e negativo para proteina 5100.3!

O leiomiosarcoma desmoplasico, também denominado leiomiosarcoma cutaneo
esclerdtico primario, assemelha-se ao MMD pela escassa celularidade e abundante

estroma, tornando a sua separagao muito dificil em pequenas bidpsias.?2

O Linfoma sarcomato6ide de células B foi acrescentado recentemente a lista de diagndstico
diferencial dos tumores malignos de células fusiformes, apesar de ser facil a sua
individualizacdo apds estudo imuno-histoquimico, pois é S100 negativo e CD45 e CD20

positivo.33
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44. Prognostico

O progndstico do MMD tem vindo a alterar-se ao longo do tempo. Assim, os primeiros
casos descritos de MMD pareciam estar associados a um pior prognostico devido ao restrito
numero de casos estudados e provavelmente diagnosticados em estddios mais avancados. Na
década de 90 do século passado pensava-se que a desmoplasia estaria associada com um
melhor progndstico. No entanto ap6s a publicagao da série australiana de 280 doentes, em 1998,
por Quinn e col.?® o progndstico do MMD parece estar relacionado com a espessura tumoral a

semelhanga do que ocorre na generalidade dos MM.

Inicialmente associado a pior prognostico por Conley e col.27, que afirmaram em 1971 na
Cancer “...highly malignant stubbornly recurring and often metastasizing tumors...” pois num total
de 7 MMD observou recidiva local em 5 doentes, metastases ganglionares em 3 doentes e
metastases sistémicas em 4 doentes, assim como por Egbert e col.33* que publicaram em 1988,
também na Cancer, o estudo de um grupo de 23 doentes com MMD, em que 12 tiveram
recidivas locais, 5 metdstases para os ganglios linfaticos e 3 metastases sistémicas. Concluiram
que o MMD “...is more aggressive than other types of MM...”. A critica que se pode fazer a estes
dois trabalhos é que os autores ndo forneceram informacado acerca da espessura tumoral, da

presenca ou nao de ulceragao, assim como do indice mitético.

Autores como Walsh e col.2? em 1988, Skelton e col.282 em 1995 e Carlson e co0l.230 em 1995
afirmaram que “...although DM is associated with higher rates of local recurrence, survival times were
longer than they were for patients with conventional types od MM of similar thickness...” Hawkins e
col.3% concluiram que devido a rara metastizagdo dos MMD para as cadeias ganglionares
regionais e apesar da possibilidade de ocorrerem metastases a distancia, o MMD tem um

progndstico melhor quando comparado com outros tipos de MM com a mesma espessura.

Quinn e col.? na sua revisao de 280 doentes com MMD publicada em 1998, concluiram

“

que o prognostico seria idéntico “...a large recent series from the Sidney Melanoma Unit did not

detect any difference in survival rates between patients with DMs and those with conventional MM...”

Em perspectiva progndstica é fundamental realcar a heterogeneidade fenotipica do
MMD. Busam e col.®* propdem a separacdo do MMD, em duas variantes, de acordo com a
quantidade de estroma. Assim, a variante “pura” quando a desmoplasia predomina no tumor

(= a 80%) e a variante “combinada ou mista” quando existam focos de desmoplasia dispersos
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num tipo de MM “convencional”. Apos estudar 92 doentes com MMD, 55 na variante pura e 37
na variante mista, concluiu que esta separagao tem importancia prognodstica, pois a variante

pura parece estar associada a uma maior sobrevida, livre de doenga.

Estes resultados foram confirmados pelo estudo de Hawkins e col.?*> em 2005, apds terem
comparado um grupo de 131 doentes com MMD (92 puros e 39 mistos ou combinados) com um
grupo de 3976 doentes com MM convencionais. A espessura tumoral média foi superior a 2 mm
em 73% dos doentes com MMD, enquanto se observou apenas em 31% da totalidade dos
doentes com MM. Metastases ganglionares regionais foram muito raras nos doentes com a
variante pura de MMD (1%), quando comparadas com os grupos da variante mista de MMD
(10%) ou do MM em geral (6%) (MMD puros vs. MM em geral; p < 0.05). A mortalidade
relacionada com o MM, aos 5 anos, foi muito inferior nos doentes com a variante pura de MMD
quando comparados com a variante mista de MMD (11% vs. 31%; p < .01). Doentes com a
variante pura de MMD e de MM em geral tiveram uma mortalidade semelhante, relacionada
com o MM, apesar da diferenga tripla na espessura tumoral média (3.6 vs. 1.2 mm,

respectivamente).

Num editorial de 2005 dos Annals of Surgical Oncology, Scolyer e col.®” chamaram a
atencao para a heterogeneidade dos MMD insistindo na necessidade de uma defini¢ao precisa
do grau de desmoplasia e subsequente separagao desta variedade de MM em duas variantes:
puras e mistas ou combinadas quando o grau de desmoplasia era superior ou inferior a 80%,

respectivamente.

Quando comparada com as diversas variedades de MM é conhecida a maior tendéncia do
MMD para a recidiva local e a menor propensao para a metastizagdo ganglionar. Além disso, a
separagao das duas variantes histopatolégicas de MMD, puras e mistas, parece condicionar
diferencas consideraveis quanto ao nimero de recidivas locais (7% vs 2%), percentagem de
envolvimento ganglionar regional (0% vs 12%) e taxa de mortalidade aos 5 anos (11% vs 31%),

respectivamente.

O facto de a invasdo para os ganglios linfaticos regionais ocorrer raramente, pde em causa
a utilidade da realizacdo de bidpsia do ganglio sentinela, por rotina, como procedimento
diagndstico e de estadiamento progndstico.28828%338-340 Como € habitualmente negativa no MMD
e ndo é um procedimento isento de riscos, devemos ponderar a sua utilidade neste tipo

bioldgico particular de MM.286:288
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O local preferencial de metastizagdo a distancia foi o pulmao, 81% na série de Jaroszewski
e co0l.286 e 58% na série de Livestro e col.3® Nesta ultima série de 12 doentes com metastases a
distancia, estas localizaram-se por ordem decrescente de frequéncia em: pulmao, osso, S.N.C.,

figado, area gastro-intestinal, pele, supra-renal e peritoneu.

O tratamento de elei¢cdo continua a ser a excisao cirurgica do tumor na sua totalidade,
com margem de seguranca. A abordagem cirtrgica é dificil pois o tumor localiza-se
frequentemente na face e a recidiva local esta muitas vezes associada a margens livres cirtrgicas
inferiores a 1 cm. Este achado € importante pois sabe-se que metade dos doentes com recidiva

local, evoluiram para doenca metastatica.?s
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CAPITULO 5

Estudo Clinico, Histopatologico, Imuno-histoquimico e

Estatistico do Melanoma Maligno Desmoplasico

5.1.  Objectivos de estudo

Apos a descricao inicial do MMD efectuada por Conley e col.2” foram publicados
algumas dezenas de trabalhos, quatro dos quais contendo mais do que uma centena de

doentes?80-28233% apesar de o MMD ser considerado uma variedade rara de MM.

A investigacdo reportada nesta tese usa 113 casos, obtidos pelo autor no ambito da sua
colaborag¢do com Arno Riitten, Heinz Kutzner e Claus Garbe. Muitos desses casos tiveram um
diagndstico clinico inicial “errado” (de facto, o diagnostico clinico de MMD ¢ dificil, e um dos
nossos objectivos foi tentar evidenciar associagdes que alertassem os clinicos para a
possibilidade de o diagnostico apropriado ser MMD), sendo o diagnéstico de MMD confirmado
posteriormente, por histologia e com recurso a imunoreactividade para a proteina S100 e
vimentina, acompanhada de resultados negativos para citoqueratinas, desmina e CD31, no

Laboratdrio Dermatopathologie Friedrichshafen, Bodensee, na Alemanha.

Houve, para estes 113 casos recolhidos ao longo de 20 anos, o registo de observagoes
demograficas (idade, sexo), clinicas (diagndstico inicial, localizagdo do tumor) e de vinte

variaveis histoldgicas, referidas atras.

Posteriormente, procurou obter-se dos dermatologistas assistentes dados sobre
sobrevivéncia, recorréncia local, invasao de ganglios linfaticos e metastases sistémicas, tendo
sido obtidas informagbes da evolucao clinica de 55 dos 113 casos. Nao havendo, no entanto,
indicagdes sobre protocolos de tratamento — por exemplo duracdo e doses de quimio ou

radioterapia, ou indicagdo da margem de seguranga e profundidade de excisao — a analise de
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sobrevivéncia é um exercicio sem objectivos praticos. Por outro lado, a indicagdo sobre
recorréncia local, invasdao de ganglios linfaticos e metastases sistémicas, nos casos em que
existiu, foi obtida sob a forma de ano de ocorréncia, o que é uma indicacdo demasiado vaga

para ser passivel de uma investigagdo quantitativa com interesse.

Em sintese os objectivos do nosso estudo foram:
- Anadlise das caracteristicas clinicas de uma série de 113 doentes com MMD.
- Analise das caracteristicas histopatoldgicas das lesdes.
- Analise da utilidade das técnicas imuno-histoquimicas no diagnoéstico.
- Pesquisa da mutagao V600E no gene BRAF por PCR.

- Analise estatistica exploratéria dos resultados de um estudo imuno-histoquimico em 15

desses 113 casos.

5.2. Material e Métodos

Revimos 113 casos de doentes com MMD diagnosticados no Laboratério
Dermatopathologie Friedrichshafen, Bodensee, na Alemanha, durante o periodo de 20 anos, que

medeou entre 1988 e 2007.

Efectuou-se compilacdo da informagao clinica dos doentes, contida nas requisi¢des que
acompanhavam as amostras de pele estudadas no Laboratorio, tendo-se registado 4 variaveis

clinicas: idade, sexo, localizac¢ao e diagnostico clinico.

Com recurso ao contacto do médico assistente, por carta e por telefone, complementado
com os dados colhidos no registo oncologico alemao (responsavel Professor Doutor Claus
Garbe) foi possivel saber a evolugao clinica de 55 doentes, nomeadamente a situacdo do doente
quanto a presenca ou auséncia de recidiva local da doenga e de metastizacdo ganglionar e/ou
sistémica, se o doente se encontrava vivo ou morto e, neste caso, se a morte teve relacao, ou

nao, com o MMD.
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Utilizaram-se as laminas histologicas coradas por hematoxilina e eosina (H&E), as
respectivas requisi¢oes de pedido do estudo diagndstico histopatoldgico, assim como blocos de
parafina existentes em arquivo, que serviram para a obtencdo de novos cortes para realizacao

de imuno-histoquimica.

As pecas de resseccao foram fixadas, imediatamente apos a sua excisao, em formol
tamponado a 4%. As margens das pecas de excisao cirtirgica foram pintadas com tinta-da-china
e a lesdo, na sua totalidade, foi colocada em cassetes plasticas numeradas. O processamento
pelo método histoldgico de rotina consistiu na desidratacdo (por passagens sucessivas em
alcoois a diferentes concentragdes), clarificagdo com xilol e infiltracdo por parafina. Apds o
processamento, os fragmentos de pele a estudar, foram incluidos em parafina que solidificou

por arrefecimento, resultando um bloco com fragmento identificado.

De cada bloco obtiveram-se cortes com espessura de 4 a 6 |, colados em lamina de vidro e

secos em estufa. Os cortes foram corados por H&E e observados em microscopia optica.

Procedeu-se a observagao de todas as laminas coradas por H&E e ao registo e analise de

20 variaveis histoldgicas:

1. Grau de desmoplasia.

2. Componente intraepitelial.

3. Envolvimento folicular.

4. Elastose solar.

5. Ulceracao.

6. Nivel de Breslow (espessura em mm).
7. Grau de Clark.

8. Envolvimento neural.

9. Invasdo vascular.

10. Padrao celular (forma dos melandcitos e dos seus nticleos).
11. Indice mitético.

12. Pigmento melanico.

13. Agregados linféides.

14. Infiltrado inflamatdrio.
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15.Regressao (definida como fibrose da derme papilar, ectasia capilar, infiltrado

inflamatorio linfocitario e atrofia da epiderme).
16. Variacao de espessura da epiderme.
17.Faixa de Grenz.
18.Nevo associado.
19. Mucina.

20. Metaplasia cartilaginea ou dssea.

Imuno-histoquimica

Devido a extensao da série, a necessidade de obtencao de novos cortes e também devido
ao elevado custo dos reagentes para a realizagdo de estudo imuno-histoquimico seleccionamos
de entre os casos mais recentes, 15 MMD, 10 do sexo masculino e 5 do sexo feminino, com
material suficiente nos blocos para a realizacdo de estudo-piloto de imunomarcagao com 25

marcadores cujas caracteristicas se indicam no Quadro 13:

— Marcadores de diferenciagdo melanocitica:
S-100.
HMB-45.
Melan-A.
Tirosinase.
MITF.
CD117.
P75.

— Marcadores de progressao e sinaliza¢do tumoral:
- Ki-67.
- MPM-2.
- Ciclina D1.
- CDK2.
- CDK4.
- RB.
- Pie.
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- P19
- P21.
- P27.
- PTEN.

—  Marcadores das células do estroma:
- N-caderina.
- Fascina.
- CD13.
- Actina do musculo liso 1A4.
- CD34.
- GLUT-L

- (Claudina.

Foram efectuados controles positivos externos para cada um dos marcadores utilizados e

observados os controles internos como teste de qualidade da marcacao.

Como controle negativo foi utilizada a técnica de substituicao do anticorpo priméario por

soro animal ndo-imune, diluido na mesma concentragao do anticorpo primario.

Foi utilizada a técnica da APAAP (fosfatase alcalina - anti-fosfatase alcalina), usando-se
um cromogénio indol — aminoetilcarbazol que origina uma marca¢do vermelha sendo por isso
recomendada para o estudo de lesdes melanicas, por facilitar a sua separagdo do pigmento

castanho da melanina.

Os cortes sujeitos a técnica imuno-histoquimica foram estudados para se proceder ao
registo do local citolégico da marcacao (nucleo, citoplasma e/ou membrana celular) e a sua
positividade graduada, de forma semi-quantitativa, entre 0 (marcacdo negativa) e +++
(marcagdo maxima) de acordo com a percentagem de células tumorais positivas para cada

marcador:
0, sem marcacdo ou com raras células marcadas (igual ou inferior a 5% do seu total);
+, poucas células marcadas (aproximadamente entre 5% e 25% do seu total);
++, cerca de metade das células marcadas (aproximadamente entre 25% e 75%);

+++, praticamente todas as células marcadas (mais de 75% do seu total).
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Quadro 13. Caracteristicas dos anticorpos usados no estudo imuno-histoquimico

~  RECUPERACAO
MARCADOR ANTICORPO FONTE COMPANHIA DILUICAO ANTIGENICA
. DAKO, Pré-digestao com
S$100 Policlonal Coelho 1:2000 .
Hamburgo/Alemanha Proteinase K
Monoclonal, DAKO,
HMB-45 Rato 1:300 pH6.1
HMB-45 Hamburgo/Alemanha
Monoclonal, DAKO,
Melan-A Rato 1:1000 pH9.0
A103 Hamburgo/Alemanha
Tirosi Monoclonal, Rat Invitrogen, 1:200 H90
rosinas : .
lrostase T311 ato Karlsruhe/Alemanha P
MITF Monoclonal, Rat DAKO, 1:100 H9.0
a : .
D5 ° Hamburgo/Alemanha P
) DAKO,
CD117 Policlonal Coelho 1:100 -
Hamburgo/Alemanha
P75 Monoclonal Rat Abcam, 1:200 Hél
a : .
NGFR5 © Cambridge/UK P
Ki-67 Monoclonal Coelh medac, 1:200 H9.0
" SP6 oetho Wedel/Alemanha ) pri =
Monoclonal Invitrogen,
MPM-2 Rato 1:200 pH9.0
1F2 Karlsruhe/Alemanha
. Monoclonal Menarini,
Ciclina D1 Rato 1:50 pH9.0
P2D11F11 Neuss/Alemanha
CDK2 Monoclonal Rat Invitrogen, 1:200 H90
ato : .
2B6 Karlsruhe/Alemanha P
CDK4 Monoclonal Rat Invitrogen, 1:400 190
ato : .
DCS-31 Karlsruhe/Alemanha P
Monoclonal Menarini,
RB Rato 1:300 pH 9.0
13A10 Neuss/Alemanha
Monoclonal Biomol,
P16 Rato 1:200 pH 6.1
JC8 Hamburgo/Alemanha
Monoclonal Menarini,
P19 Rato 1:30 pH 9.0
DCS-100.1 Neuss/Alemanha
Monoclonal DAKO,
P21 Rato 1:100 pH 9.0
SX118 Hamburgo/Alemanha
Monoclonal DAKO,
P27 Rato 1:200 pH 9.0
SX53G8 Hamburgo/Alemanha
Monoclonal DAKO,
PTEN Rato 1:3000 pH9.0
6H2.1 Hamburgo/Alemanha
N-Caderi Monoclonal Rat DAKO, 1:50 H9.0
- rin a : .
aderina 6G11 © Hamburgo/Alemanha P
. Monoclonal DAKO,
Fascina Rato 1:8000 pH6.1
55K-2 Hamburgo/Alemanha
CD13 Monoclonal Rat Menarini, 1:160 H9.0
a : .
38C12 © Neuss/Alemanha P
AML Monoclonal Rat DAKO, 1:500 H9.0
a : .
1A4 ° Hamburg/Alemanha P
CD34 Monoclonal Rat Becton-Dickinson, 1:100 H6.1
ato : .
My10 Heidelberg/Alemanha P
. Zytomed Systems,
GLUT-1 Policlonal Rato . 1:100 pH6.1
Berlin/Alemanha
Invitrogen,
Claudina-1 Policlonal Coelh 1:600 He6.1
audind cncona oetho Karlsruhe/Alemanha P
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Pesquisa da mutacao do gene BRAF por PCR

Condicdes para PCR em cortes de parafina — Primers especificos para o exao 15 da regido

do BRAF e contendo aproximadamente cerca de 50 bases de flanqueamento do referido exao'ss
amplificaram um produto com 223 pares de bases. O primer reverso estava marcado com
biotina. A PCR foi realizada num termociclador (M] Research, Inc, Watertown, Massachusetts)
usando volumes de 25 pl com 50 ng de ADN, 100 pmol de cada primer, 10 mM Tris-HCI, pH 9,0,
50 mM KCl, 1,5 mM MgClz, 200 mM de cada dNTP, 1,5 U Tag-Polimerase. A temperatura inicial
foi de 60°C, diminuindo para 50°C no final de 35 ciclos. Apds a separacao em gel de agarose a
2% (50 mA durante 30 minutos) e coloracdo com brometo de etidio, o produto de PCR era
visualizado sob radiagao UV (302 nm). Todas as amostras foram submetidas a controlo por PCR
usando primers especificos para o exao 10 do gene do factor V. Cada conjunto de PCRs foi
realizado com pelo menos um controlo positivo (contendo a mutagao T1796A) e um controlo
negativo (mistura sem ADN).

Sequenciacdo — Todos os produtos de PCR usados para sequenciacao directa foram
purificados com dynabeds (DYNAL, Hamburg) ligando-se ao primer reverso marcado com
biotina e a sequenciacdo foi realizada num sequenciador automatico ALF Express (Amersham
Biosciences, Suécia) utilizando o kit de sequenciacao ALF Express AutoRead (Amersham Biosciences,

Suécia) e o kit Cy 5 Dye Terminator (Amersham Biosciences, Suécia).

Métodos estatisticos

Os dados clinicos, histologicos e imuno-histoquimicos geraram extensa base de dados,

com varidveis nominais, ordinais e intervalares, passiveis de tratamento estatistico diversificado.

No que se refere as variaveis nominais — em que 0 e 1 codificam respectivamente a
auséncia e a presenca de uma qualidade — o tratamento univariado limita-se ao estudo de
proporgdes; quando se constroem tabelas de contingéncia (que neste caso sao as classicas
tabelas de margens livres), podemos testar a independéncia e progredir para estudos de
associagdo quando a hipdtese nula de independéncia é rejeitada. O tratamento de tabelas
bidimensionais é habitualmente feito com o teste de qui-quadrado para avaliar a discrepancia
entre valores observados e valores esperados sob a hipdtese nula de independéncia, mas note-se

que a verdadeira distribui¢do de base é fun¢do de uma variavel multinomial, discreta, enquanto
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a aproximagao por um qui-quadrado, originalmente feita por Pearson no dealbar do século XX,

nos leva a usar uma variavel aleatdria continua.

Essa aproximagao sé tem qualidade quando todos os valores esperados sao superiores a
5, 0 que nalgumas das variaveis estudadas ndo aconteceu. Nesses casos procedeu-se a calculos

exactos, com a metodologia de Fisher.34

Anote-se ainda que ha disponivel no mercado, ja hd varios anos, um package estatistico
XactStat que tem algoritmos muito sofisticados para fazer calculos exactos, e que esse progresso

tem vindo a ser implementado por outros packages de sucesso, como o SPSS.

O estudo de tabelas multidimensionais teve um salto qualitativo grande em meados do
século XX, com a introducdo de modelos log-lineares. Nesse caso os calculos sao fastidiosos e s
com recurso a programas adequados podem ser realizados de forma expedita, tendo nés usado

o programa R, de distribuigao livre, que pode ser obtido em http://www.r-project.org/ .3

Na estatistica de teste do qui-quadrado, cada uma das parcelas é, em si mesma, uma
variavel de qui-quadrado com 1 grau de liberdade, e assim qualquer valor observado da
diferenca quadratica relativizada entre valores observados e valores esperados, superior ao
quantil 0.95 do qui-quadrado 1 — isto €, superior a 3.84, deve poOr-nos de sobreaviso, e
eventualmente ser em si mesmo um argumento para rejeitar a hipétese nula. A discussao sobre

sub-tabulac¢do ilumina este ponto.3!

- O ficheiro original continha dados de observacao de casos diagnosticados de MMD; foi a
posteriori que obtivemos dados sobre sobrevivéncia, de cerca de metade dos casos do
ficheiro original (55/113). Houve assim uma variavel resposta, que nos permitiu avangar a
anélise, e em particular obter resultados objectivos quando a variavel COLAGENIO

(desmoplasia) era usada para separar MMD “puro” de “misto/combinado”.

Do estudo imuno-histoquimico (15 casos), os resultados estao expressos na escala ordinal,
codificados com os simbolos 0, +, ++ ou +++ estes simbolos sdo portanto “nomes” que
correspondem a percentagens de células coradas, e como tal passiveis de tratamento com
métodos nao paramétricos para dados ordinais. Utilizamos ranks e ndao magnitudes, tendo tido
o cuidado de usar ranks médios dos diversos casos empatados, habitualmente designados por
ranks ajustados. Anote-se que a existéncia de grupos de dados empatados e concomitante uso de

ranks ajustados altera o célculo da variancia, e que em rigor se deveria usar uma correcg¢ao do
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valor observado da estatistica de teste; ndo o fizemos, no entanto, por a qualidade dos dados

pOr em duvida a relevancia dessa pratica.

Utilizdmos como fontes documentais de métodos estatisticos, adequados para este tipo de

dados, livros de métodos estatisticos paramétricos e nao paramétricos.343-345

5.3. Resultados

5.3.1. Clinicos e de correlacdo clinico-patologica

Algumas fotografias clinicas de MMD sao apresentadas nas Figuras 1 a 3.

Figura 1. Localiza¢des anatomicas distintas de MMD: A e B - regido frontal, C - 1abio inferior, D - subungueal.
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Figura 2. Lesoes amelandticas de MMD simulando: A - verrugas vulgares, B - queratoses actinicas, C - tumor
indiferenciado, D - basalioma.

Figura 3. LesGes pigmentadas de MMD simulando: A e C - carcinoma espinocelular, B - verruga
seborreica, D - melanoma maligno.
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A informagao clinica obtida a partir das requisi¢des que acompanharam as bidpsias ou as

pecas de excisao estdo resumidas no Quadro 14.

Quadro 14. Dados clinicos dos 113 doentes com Melanoma desmoplasico

MMD (GRAU DE DESMOPLASIA)

MMD PURO MMD MISTO TOTAL DE MMD
(n=51) (n=62) (n=113)

Idade média (variagdo) em anos 72.2 (46-92) 70.1 (43-85) 71.1 (43-92)

<60 / 260 anos 5/46 9/53 14/99
Sexo

Masculino 27 (53%) 27 (44%) 54 (48%)

Feminino 24 (47%) 35 (56%) 59 (52%)
Localizag¢do anatémica

Cabega e pescogo 38 (74%) 46 (74%) 84 (75%)

Tronco 7 (14%) 9 (15%) 16 (14%)

Membros 1 (2%) 5 (8%) 6 (5%)

Desconhecida 5 (10%) 2 (3%) 7 (6%)
Diagnéstico clinico

Benigno 14 (27%) 20 (32%) 34 (30%)

Melanoma Maligno 16 (31%) 15 (24%) 31 (27%)

Tumor maligno ndao-MM 15 (29%) 25 (40%) 40 (36%)

Desconhecido 6 (13%) 2 (4%) 8 (7%)

A idade média dos doentes foi de 71.1 anos (72.2 para os MMD puros / 70.1 para os MMD
mistos), a mediana de 72 anos (74/71), com uma variagao entre os 43 e os 92 anos de idade, com

apenas 14 doentes (5/9) com menos de 60 anos de idade, conforme esquematizado no Grafico 1.
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Grafico 1. Idade dos doentes com MMD
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A série corresponde a 54 homens (27 para os MMD puros /27 para os MMD mistos) e 59
mulheres (24/35), com um predominio de doentes do sexo masculino na variante pura de MMD

(27/24) e do sexo feminino na variante combinada (27/37) conforme Gréfico 2.
Grafico 2. Sexo dos doentes com MMD

150 113

100

50 - 27 27 2a B

Masculino Feminino Total

Puro © Misto Total

A neoplasia localizava-se na cabeca e pescoco em 84 doentes (7 no couro cabeludo, 74 na
face e 3 no pescogo), em 16 casos no tronco (7 dos quais no dorso), em 6 casos nos membros (4
casos nas extremidades superiores e 2 casos nas extremidades inferiores). Em 7 casos a

localizagao ndo constava nos registos, conforme a representacao mostrada no Grafico 3.

Grafico 3. Localizacdao anatomica do MMD
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O diagnostico clinico de MM foi colocado como primeira hipdtese diagnostica em 31
casos (16 para MMD puros / 15 para MMD mistos). Outros tumores malignos nao-MM foram
suspeitados clinicamente em 40 casos (15/25): basalioma em 24, carcinoma espinocelular em 4,
fibroxantoma atipico e dermatofibrosarcoma protuberans em apenas um caso cada e em 10 casos
foi colocada a hipotese clinica de tumor maligno “apenas”. Diagndstico clinico de lesdao nao
maligna foi colocado em 34 casos (14/20): queratose actinica em 6, cicatriz e verruga seborreica
em 3 casos cada e foi colocada a hipdtese clinica de hemangioma, lipoma, leiomioma e foliculite
em apenas 1 caso cada. Desconhece-se a hipoétese diagnoéstica clinica colocada em 8 casos

conforme representagao no Grafico 4.

Grafico 4. Diagndstico clinico em doentes com MMD
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Do total de 113 doentes da nossa série obtivemos informagao da evolugao clinica de 55
doentes (26/29). O tempo de seguimento foi em média de 55 meses (variou entre 1 e 177 meses)
tendo-se registado recidiva local em dois doentes (1/1), invasao ganglionar regional num outro
caso (0/1) e metastizagdo sistémica em 5 casos (1/4). Sete dos 55 pacientes morreram de MMD, 2
com a variante pura e 5 com a variante combinada, conforme esquematizamos nos Quadros 15 e
16.

Cerca de metade dos doentes foram seguidos por um periodo superior a 3 anos, 47% com

a variante pura de MMD e 51% com a variante mista ou combinada.
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Quadro 15. Consultas de seguimento dos doentes com MMD

VARIANTES DE MMD
PURO (n=26) MISTO (n=29) TOTAL (n=55)
Tempo de seguimento (meses)

Média 51 58 55

Méximo 169 177 177

Minimo 2 1 1
Status

Vivo 24 23 47 (86%)

MMM 2 5 7 (12%)

MOD 0 1 1 (2%)
Recidiva local

Presenca 1 1 2 (4%)

Auséncia 25 28 53 (96%)
Invasao ganglionar

Presenca 0 1 1 (2%)

Auséncia 26 28 54 (98%)
Metastases sistémicas

Presenca 1 4 5 (9%)

Auséncia 25 25 50 (91%)

MMM, morte associada ao melanoma; MOD, morte por outra doenga.

Quadro 16. Tempo de seguimento dos doentes com MMD

TEMPO EM MESES MMD PURO (n=26) MMD MISTO (n=29) TOTAL (n=55)
1-<12 3 (11%) 9 (31%) 12 (22%)
13-<24 6 (23%) 2 (7%) 8 (14%)
25-<36 5 (19%) 2 (7%) 7 (13%)
37-<48 2 (8%) 3 (10%) 5 ( 9%)
49-<60 1(4%) 0 1( 2%)
>60 9 (35%) 13 (45%) 22 (40%)
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5.3.2. Histopatologicos

Alguns aspectos histopatologicos de MMD em H&E estao representados nas Figuras 4 a 9.

Figura 4. Melanoma desmoplasico em H&E. A: Pequena ampliagdo de uma lesdo que afecta difusamente
toda a derme e atinge o tecido celular subcutaneo. B: A epiderme mostra certo grau de hiperplasia e nao se
observa componente melanocitico juncional, nem intraepidérmico. C: A lesdo € constituida por feixes de
células fusiformes. D: Entre as células neopldsicas observa-se marcada desmoplasia do estroma.
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Figura 5. Diferentes padrdes de compromisso intraepidérmico em MMD, apesar de todos eles se
caracterizarem pelo predominio de melanécitos isolados sobre tecas de melanécitos. A e B: Padrado de
léntigo maligno. C: Padrao de melanoma maligno de extensao superficial in situ. D: Padrao de melanoma
maligno acrolentiginoso in situ.

Figura 6. Diferentes padrdes de infiltragdo neural em MMD. A: Perineural. B: Intraneural. C: Com
infiltrado linfocitario denso perineural. D: Perineural em “casca de cebola”.
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Figura 7. Diferentes tipos citoldgicos observados no MMD. A: Em ninhos de células redondas que dao a
lesdo uma aparéncia nevoide. B: Nucleos ligeiramente hipercromdticos. C: Células fusiformes de ntcleo
pequeno e com escassa atipia. D: Nticleos maiores e pleomorficos.

Figura 8. As figuras de mitose podem ser observadas nos melandcitos neoplasicos de MMD, tanto no
componente intraepitelial (A), como no componente intradérmico (B, C e D).
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Figura 9. MMD com abundantes agregados linféides. A. Pequena ampliagdo mostrando uma lesdo que
infiltra difusamente toda a derme e atinge o tecido celular subcutaneo. Os agregados linféides sdo mais
abundantes nas areas profundas da neoplasia. B: Também se observam agregados linféides salpicando o
componente dérmico do tumor. C: Nas areas profundas do tumor é mais evidente a desmoplasia da lesdo.
D: Detalhe dos agregados linféides na unido dermo-hipodérmica.

Todos os resultados histopatolégicos sao apresentados em valores totais referentes aos
113 casos de MMD. Dentro de paréntesis, mostramos o numero de MMD “puros” / ” mistos ou
combinados” (51/62) ou a sua percentagem relativa (45%/55%). Cinquenta e um casos foram
classificados como MMD puros quando a desmoplasia ocupava uma area superior a 90% do
tumor, enquanto 62 casos foram denominados MMD mistos (combinados) quando co-existiam
areas de MM convencional com focos de desmoplasia no tumor. Os resultados da observagao

histopatolédgica sintetizam-se no Quadro 17.

Pela histopatologia demonstrou-se que a maioria das neoplasias era mal delimitada,
envolvia toda a espessura da derme e atingia o tecido celular subcutaneo (Figura 4). A porcao
central do tumor era constituida por feixes mal definidos, de células fusiformes (ver
pormenores adiante), que obliteravam e destruiam as estruturas preexistentes na derme e

invadiam os tecidos vizinhos.
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Quadro 17. Resultados histoldgicos dos 113 doentes com MMD

MELANOMA DESMOPLASICO (MMD)

PURO MISTO TOTAL
1. Desmoplasia (n=51) (n=62) (n=113)
2. MM in situ 41(80%) 50 (81%) 91 (81%)
3.Envolvimento Presente 11 (22%) 23 (37%) 34 (30%)
folicular Destruicio folicular 17 (33%) 14 (23%) 31 (27%)
Ausente 23 (45%) 25 (40%) 48 (43%)
4. Elastose solar 40 (78%) 53 (85%) 93 (82%)
5. Ulceragao 5 (10%) 9 (15%) 14 (12%)
6. Breslow (mm) <1 1 (2%) 1(2%) 2 (2%)
1-<4 21 (41%) 33 (53%) 54 (48%)
>4 29 (57%) 28 (45%) 57 (50%)
Espessura média 4.6 3.7 41
Mediana 4.0 3.0 4.0
7. Nivel I- 11T 2 (4%) 3 (5%) 5 (4%)
de Clark V-V 49 (96%) 59 (95%) 108 (96%)
8. Envolvimento neural 19 (37%) 21 (34%) 40 (35%)
9. Invasao vascular 0 1 (2%) 1 (1%)
10. Padrao celular dos melandcitos (misto)
Forma da célula Fusiforme 42 54 96
Epitelidide 9 12 21
CMN* 3 5 8
Forma dontcleo  Vesiculoso pleomorfico 36 48 84
Hipercromatico 20 20 40
Atipico 2 4 6
11.NMC <1 34 (67%) 47 (76%) 81 (72%)
(Mitoses/mm?) 1-4 16 (31%) 10 (16%) 26 (23%)
>4 1(2%) 5 (8%) 6 (5%)
12. Pigmento Abundante 1 (2%) 6 (10%) 7 (6%)
Escasso 9 (18%) 17 (27%) 26 (23%)
Ausente 41 (80%) 39 (63%) 80 (71%)
13. Agregados linféides 27 (53%) 15 (24%) 42 (37 %)
14.Infiltrado Superficial 23 (45%) 24 (39%) 47 (42%)
inflamatorio Superficial e profundo 9(18%) 14 (23%) 23 (20%)
Ausente 19(37%) 24 (39%) 43 (38%)
15. Regressao 3 (6%) 6 (10%) 9 (8%)
16.Espessura da  Atrdfica 17 (33%) 27 (44%) 44 (39%)
epiderme Normal 24 (47%) 28 (45%) 52 (46%)
Hipertroéfica 9 (18%) 7 (11%) 16 (14%)
Auseéncia de epiderme 1 (2%) 0 1 (1%)
17. Faixa de Grenz 19 (37%) 27 (44%) 46 (41%)
18. Nevo associado 1 (2%) 3 (5%) 4 (4%)
19. Mucina 10 (20%) 13 (21%) 23 (20%)
20. Metaplasia dssea ou cartilaginea 0 0 0

CMN, células multinucleadas; NMC, niimero de mitoses por mm?.
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Em 91 casos (41/50) observou-se um componente melanocitico intraepitelial (MM in situ),
enquanto em 22 casos (10/12) apesar da realizagao de multiplos cortes, no momento do primeiro
diagnostico, foi impossivel demonstrar a presenca de componente in situ. Dos 91 casos com
componente melanocitico intraepitelial (Figura 5), 56 (26/30) revelaram imagens de léntigo
maligno, 13 (7/6) mostraram um padrdao de MM tipo superficial, 3 (1/2) um padrao de MM
acrolentiginoso e nos restantes 19 casos (7/12) nao foi possivel individualizar nenhum padrao
especifico de MM in situ, apesar de se observar uma proliferagdo de melandcitos isolados ao

longo da juncdo dermo-epidérmica, com localizagao focal nas camadas superiores da epiderme.

Foi observado envolvimento folicular em 65 casos (28/37), havendo concomitante
envolvimento epitelial em 34 casos (11/23). Em 31 (7/14) dos casos, o envolvimento folicular

resultou em destruicao dos foliculos pilosos.

Elastose solar, de intensidade variavel, foi observada em 93 casos (40/53), ocorrendo a

maioria destes tumores no couro cabeludo e face.
Ulceragao da epiderme que revestia o tumor s6 foi observada em 14 casos (5/9).

A espessura média dos tumores foi de 4.1 mm (4.6/3.7), com uma mediana de 4.0 mm
(4.0/3.0) e o Breslow variou entre 0.3 e 11.0 mm. Em cinquenta e sete casos (29/28) a espessura

tumoral foi superior a 4.0 mm conforme representagao no Grafico 5.

Grafico 5. MMD Breslow (mm)
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S6 em 5 casos (2/3) se observou um nivel de Clark inferior a IV, conforme o Gréfico 6.

Grafico 6. MMD: niveis de Clark
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Envolvimento neural foi observado em 40 casos (19/21) (Figura 6). Endoneural em 7 casos
(2/5), perineural em 21 casos (13/8) e nos restantes 12 casos (4/8) o envolvimento neural foi

simultaneamente endo — e perineural conforme Grafico 7.

Grafico 7. MMD: envolvimento neural
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O envolvimento perineural foi encontrado principalmente nas é&reas profundas da
neoplasia e foi possivel evidenciar uma correlacdo significativa entre a presenca de

neurotropismo e a espessura tumoral (Quadro 18).
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Quadro 18. Correlacao entre o envolvimento neural e o nivel de Breslow no MMD

MMD PURO (n=51) MMD MISTO (n=62)
Envolvimento Média mm Mediana Desvio Médiamm  Mediana Desvio
neural (variagdo) mm padrdo (variagdo) mm padrdo
Presente (n=40) 5.39 5.0 2502 4.8 (15-10) 40 2.388
(1.8-11)
Ausente (n=73) 411 3.6 2.258 3.2 (0.3-11) 2.5 2.266
(0.6-11)

S6 num caso (0/1) se evidenciou envolvimento vascular, com presenca de células

neoplasicas dentro do limen vascular na profundidade da lesao tumoral.

O padrao celular dos MMD foi misto (Figura 7) mas a forma celular mais frequente foi a
fusiforme, em 96 casos (42/54), enquanto que a forma celular epitelidide predominou em 17
casos (9/8). S6 em 8 casos foram observados melandcitos multinucleados dentro dos agregados
neoplésicos. Nucleos vesiculosos pleomorficos foram observados em 84 casos (36/48) e em 40
casos (20/20) evidenciaram-se melandcitos com nucleos hipercromaticos, mas s6 em 6 destes

casos (2/4) os nicleos eram acentuadamente atipicos.

O namero de mitoses das células neoplasicas (Figura 8) foi baixo ( <1 mitose/ mm? ) em 81
casos (34 MMD puros/47 MMD mistos), intermédio ( 1-4 mitoses/ mm? ) em 26 casos(16/10) e

alto (>4 mitoses/ mm?2 ) em 6 casos (1/5).

Oitenta MMD eram histologicamente amelandticos (41/39), observando-se pequena

quantidade de pigmento em 26 casos (9/17) e s6 7 lesdes (1/6) eram fortemente pigmentadas.

Agregados linféides (Figura 9) estavam presentes dentro e em redor da neoplasia em 42

casos (27/15), conforme representagao no Grafico 8.

Grafico 8. Presenca de agregados linféides em MMD
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Além dos agregados linféides, um infiltrado inflamatério constituido predominantemente
por linfécitos, com padrao em redor do plexo vascular dérmico superficial foi observado em 47
casos (23/24) e em 23 (9/14) dispunha-se com padrao perivascular superficial e profundo. Em 43

casos (19/24) ndo se observou qualquer inflamagao linfocitaria intradérmica.
Regressao focal foi detectada s em 9 casos (3/6) e envolvia apenas a derme superficial.

A epiderme que recobria a neoplasia tinha uma espessura normal para a localizacdo em
52 casos (24/28), estava atrdfica em 44 (17/27) e hipertrofica em 16 (9/7). Num dos casos

observados a peca nao continha epiderme.

Uma area poupada de derme superficial, a chamada faixa de Grenz, estava presente em
46 casos (19/27). Em dois (1/1) a epiderme aparecia destacada da derme subjacente,

mimetizando uma bolha sub-epidérmica.

Um nevo intradérmico associado, maioritariamente localizado numa das margens laterais
da peca excisada e sem evidéncia de transi¢do do nevo melanocitico para o MMD, foi observado

em 4 casos (1/3).

Em noventa casos nao se detectou presenga de mucina no estroma (41/49), enquanto uma
pequena quantidade de mucina depositada, intersticialmente, entre as fibras de colagénio do
MMD, foi detectada em 10 casos (7/3). Em 13 casos (3/10) a quantidade de mucina era grande
conferindo ao estroma um aspecto mixoide, que mimetizava uma neoplasia do nervo periférico,

tipo neurofibroma.

Nao se observou metaplasia dssea ou cartilaginea em qualquer das pegas por noés

estudadas.

5.3.3. Imuno-histoquimicos

Como indicado em Material e métodos, o estudo imuno-histoquimico incidiu num
subgrupo de 15 doentes, da nossa série total de 113 MMD, seleccionados entre os casos mais
recentes com fragmentos de maior dimensdo, para permitir multiplos cortes para estudo. No

Quadro 19 indicam-se as caracteristicas clinico-patoldgicas dos doentes seleccionados.
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Quadro 19. Caracteristicas clinico-patolégicas dos doentes seleccionados para estudo imuno-
histoquimico

Caso Sexo Idade Localizagio Puro(P)/ Breslow Envolvimento Pigmento Vivo(V)/

n® (anos) Misto(M) (mm) Neural (S/N) microscopico  Morto(M)
1 76 M 81 Cabeca P 5 N N \%
2 78 F 72 Cabeca P 6 S N A%
3 83 F 82 Cabeca P 6 S N \Y%
4 84 F 46 Tronco P 11 N N \%
5 87 M 75 Extremidade M 1,75 N S \%
6 88 M 79 ND P 47 S S \%
7 92 F 65 Tronco P 4 N N \%
8 94 M 71 Tronco M 7 N S M

9 95 M 84 Cabeca P 6 S S ND

10 98 M 66 Cabeca M 10 S N A%
11 99 M 86 Cabeca P 6 N N \Y%
12 102 F 49 Cabeca P 8 S S A%
13 103 M 85 Cabeca M 5 S N \Y%
14 104 M 76 Tronco P 55 S N A\
15 110 M 88 ND P 9 S N \%

S, sim; N, ndo; ND, ndo disponivel.

Os doentes estudados nesta série foram 10 do sexo masculino e 5 do sexo feminino, com
uma idade média de 73,7 anos e mediana de 76 anos. O doente mais jovem tinha 46 anos de
idade e 0 mais velho 88 anos. Os MM estavam localizados 8 na cabega (53%), 4 no tronco (27%),
1 (7%) numa extremidade e em 2 casos nao nos foi possivel obter a sua localiza¢do anatémica. A
espessura média dos MMD estudados foi de 6,33 mm, com uma mediana de 6,0 mm, variando
entre uma espessura minima de 1,75 mm e uma maxima de 11 mm. A invasao neural foi
observada em 9 dos 15 casos estudados (60%). Quanto ao grau de desmoplasia registado, 73%
foram classificados como variantes puras de MMD (11/15), enquanto 27% como variantes
combinadas (4/15). Histologicamente, 67% dos MM eram amelandticos (10/15). Da informagao
recolhida das consultas de seguimento sé um dos 15 doentes faleceu por causas relacionadas
com o MM (metastases pulmonares), estando ainda vivos 13 dos 15 doentes que se mantém em

consultas de seguimento (um dos doentes abandonou a consulta).
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Separamos o0s marcadores imuno-histoquimicos em trés grupos: de diferenciagdo
melanocitica, de progressao e sinalizacdo tumoral e de células do estroma e os resultados
apresentam-se em Quadros onde 0, +, ++ e +++ correspondem a marcagao semi-quantitativa das

células tumorais como atras descrito. ND significa resultado “nao disponivel”.

Quadro 20. Marcadores de diferenciagdio melanocitica

Caso n® S100 HMB-45 Melan-A TYR MITF CD117 P75
1 76 +++ 0 0 0 0 0 et
2 78 ++ ++ +++ + +++ 0 0
3 83 +++ 0 0 0 0 0 Tt
4 84 +++ 0 0 0 0 0 ND
5 87 +++ +++ +++ 0 +++ 0 0
6 88 +++ 0 0 0 0 0 Tt
7 92 +++ 0 0 0 0 0 T+
8 94 +++ 0 0 0 0 0 Tt
9 95 +++ 0 0 0 0 0 Tt
10 98 +++ 0 0 0 0 0 Tt
11 99 +++ 0 0 0 0 0 +
12 102 +++ 0 0 0 0 0 Tt
13 103 +++ 0 0 0 0 0 Tt
14 104 +++ 0 0 0 0 0 Tt
15 110 +++ 0 0 0 0 0 Tt
12* 102* ++ + ++ ++ ++ + 0

* Representa a marcagao de nevo associado ao MMD do caso 102, que néo foi incluido no total final.
ND - Nao disponivel

Os marcadores de diferenciacio melanocitica foram realizados todos nos 15 casos
estudados, com excepgao do caso 4 em que ndo se realizou a marcagdo com P75. Incluimos
também os resultados da expressdo destes marcadores nos melandcitos de um nevo associado a

MM, no caso n.? 102 (Quadro 20).
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No Quadro 21 descriminamos a expressdo por marcadores.

Quadro 21. Totais de marcagdo para cada marcador melanocitico isolado

MARCACAO 5100 HMB-45 MELAN-A TYR MITF CD117 P75
0 0 13 13 14 13 15 2
+ 0 0 0 1 0 0 1
++ 1 1 0 0 0 0 1
+++ 14 1 2 0 2 0 10
ND 0 0 0 0 0 0 1
Total 15 15 15 15 15 15 15

ND, nao disponivel.

Todos os tumores foram fortemente positivos para a proteina 5100 (Figura 10). Esta

caracteristica foi usada por nés como um dos critérios para o seu diagnostico.

Quanto aos marcadores especificos de linhagem melanocitica, como Melan-A (Figura 11),
HMB-45 e MITF (Figura 12), s6 foram positivos em 2 dos 15 casos, ou seja em 13%. Estes 2
doentes em que houve marca¢ao foram os mesmos para os 3 marcadores. Nestes dois casos era

notdria a marcagao de células malignas epitelidides.

A marcagao por P75 (Figura 13) foi fortemente positiva em 10 de 14 casos de MMD tendo
sido muito 1util na delimitagdo dos limites do tumor. A marcacao foi negativa em dois dos casos

estudados.

Por ultimo o marcador C-KIT (Figura 14) foi negativo para células tumorais em todos os
casos, tendo sido positivo para mastdcitos, observados em numero significativamente

aumentado em 7 dos 15 casos, o que correspondeu a 47% do total de casos estudados.

O caso 102 continha um nevo melanocitico intradérmico a periferia do tumor cujas células
expressavam marcagao nuclear e citoplasmatica para 5100, marcagao nuclear moderada para
MITF, marcagao citoplasmatica moderada para Melan-A e tirosinase, expressando apenas
focalmente HMB-45 no citoplasma das células névicas do componente dérmico superficial. O
MMD deste caso, como vimos atras, expressava S100 e P75, mas era negativo para a totalidade

dos outros marcadores de diferenciacao melanocitica.
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Figura 10. Imunomarcacao para proteina S-100 de um MMD. A: Pequena ampliacao mostrando células
isoladas com expressdo de proteina S-100 em toda a espessura da neoplasia. B: Em maior aumento,
observa-se o escasso componente juncional S-100 positivo e a positividade de muitas das células do
componente dérmico. C: A maioria das células fusiformes, imersas no estroma desmoplasico, expressa
proteina S-100. D: A imunomarca¢ao da proteina S-100 pode ser observada tanto no ntcleo, como no
citoplasma das células neoplasicas.

Figura 11. Imunomarcagdo para Melan-A de um MMD. A: Pequena ampliacdo mostrando positividade
apenas no componente intraepidérmico e negatividade na quase totalidade do componente dérmico. B:
Em maior ampliagao observa-se que sé algumas das células neoplasicas isoladas, localizadas na derme
superficial, expressam Melan-A. C: Intensa positividade para o Melan-A do componente intraepidérmico
da neoplasia. D: A expressao de Melan A no componente intraepidérmico observa-se tanto em células
neoplasicas dispostas ao longo da unido dermo-epidérmica como em células isoladas dispersas nas
camadas altas da epiderme.
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Figura 12. Imunomarcacao para MITF de um MMD. A: Pequena ampliagdo mostrando que as células
neoplasicas fusiformes do componente dérmico sdo positivas na metade esquerda do tumor. A maioria
das células neoplasicas localizadas na metade direita do tumor incluindo as que salpicam os numerosos
agregados linféides, nao expressam MITF. B: A positividade das células neoplasicas para MITF observa-se
em toda a espessura do componente intradérmico. C: Nestas areas predominam os feixes de células
fusiformes MITF positivas, com escasso estroma desmoplédsico a separa-los. D: Em maior ampliagao
observa-se que a positividade para MITF se localiza no nticleo das células neoplasicas.

Figura 13. Imunomarcagao para P75 de um MMD. A: Pequena ampliagdo mostrando intensa imuno-
expressao de P75 nos componentes intraepidérmico e dérmico da neoplasia. B: O componente
intraepidérmico da neoplasia, que expressa P75, localiza-se preferencialmente ao longo da camada basal
da epiderme. C: Intensa positividade para P75 nas células neoplasicas do componente intradérmico. D: Em
maior ampliacdo observa-se o pleomorfismo nuclear das células neoplasicas, assim como a sua morfologia
fusiforme ou ovalada dependendo do plano de corte.
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b Ssted Y F
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Figura 14. Imunomarcacado para C-KIT de um MMD. A: Pequena ampliacdo mostrando que a neoplasia é
negativa para C-KIT em toda a sua espessura. B: Em maior aumento adivinha-se que algumas células
isoladas, salpicadas pela neoplasia, expressam C-KIT. C: Estas células C-KIT positivas sdo mais redondas e
com citoplasma mais vasto que os melandcitos neoplasicos, que exibem uma morfologia fusiforme com
citoplasma escasso. D: Em maior ampliacdo comprova-se que as células C-KIT positivas sao mastocitos
dispersos na lesao tumoral.

Nos resultados dos marcadores de progressio e sinalizacdo tumoral incluimos os
referentes a pesquisa da mutagao V600E no gene BRAF apesar desta ter sido testada por PCR e
nao por imuno-histoquimica.

Com a excepgao do caso 4 em que nao dispomos de alguns marcadores, assim como, a

marcagao por P21 do caso 15, expomos todos os restantes resultados no Quadro 22.
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Quadro 22. Marcadores de progressao e sinalizacdo tumoral

Cason®* Ki-67 MPM-2 CyD1 CDK2 CDK4 RB P16 P19 P21 P27 PTEN BRAF

1 76 + 0 + 0 0 ++ 0 0 0 0 + 0
2 78 +++ +++ +++ +++ +++ A 0 + + + 0
3 83 + 0 ++ + 0 +++ 0 0 + ++ 0 0
4 84 ND 0 ND 0 0 + ND ND ND ++ + 0
5 87 0 0 ++ ++ 0 o 0 0 0 0 0
6 88 ++ 0 +++ + 0 + +++ 0 + ++ 0 0
7 92 + 0 ++ 0 0 + -+ 0 0 ++ 0 0
8 94 ++ + + + 0 ++ 0 0 0 0 0 0
9 95 + 0 ++ ++ 0 ++ 0 0 0 0 ++ 0
10 98 ++ 0 + 0 0 A 0 0 0 +++ 0
11 99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +++ 0
12 102 0 0 0 0 0 0 +++ 0 0 + 0 0
13 103 ++ 0 ++ ++ 0 +++ + 0 + 0 ++ 0
14 104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ++ 0 0
15 110 0 0 ++ + 0 0 ++ 0 ND + 0 0
12* 102* 0 0 ++ 0 0 + 0 0 0 0

* Representa a marcagao de nevo associado ao MMD do caso 102, que nao foi incluido no total final.

No Quadro 23 sdo apresentados os resultados relativos a cada marcador.

Quadro 23. Totais de marcadores isolados de progressao e sinalizagao tumoral

Marcagao  Ki-67 MPM-2 CyD1 CDK2 CDK4 RB P16 P19 P21 P27 PTEN BRAF

0 5 13 3 7 14 4 6 14 9 7 8 15

+ 4 1 3 4 0 2 1 0 4 3 3 0
++ 4 0 6 2 0 3 1 0 0 5 2 0
-+ 1 1 2 2 1 6 6 0 0 0 2 0
ND 1 0 1 0 0 0 1 1 2 0 0 0
Total 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
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A marcagdo com o anticorpo MPM-2 foi negativa em 13 dos 15 casos estudados (Figura
15) e o anticorpo Ki-67 marcou mais de 5% do total das células tumorais em 9 dos 14 casos
testados. Ciclina D1 foi positiva em 11 dos 14 casos testados; CDK4 foi negativo em 14 dos 15
casos testados. P16 foi positivo em 8 de 14 casos testados enquanto que os outros inibidores de
CDK como P19, P21 e P27 foram negativos em mais de 50% dos casos testados (Figuras 16 e 17).
Retinoblastoma foi negativo em 4 dos 15 casos testados e fortemente positivo em 6 dos 11 casos
positivos (Figura 18). PTEN foi expresso em 7 dos 15 casos testados. A mutacdo do BRAF,

testada por PCR nos 15 casos estudados, nunca foi detectada.

O nevo melanocitico intradérmico associado ao MMD no caso 102 foi negativo para o
marcador de mitoses MPM-2, para o marcador de proliferacdo celular Ki-67 e para todos os

marcadores de sinalizagado celular, a excepgao da CDK2 e dos supressores P16 e PTEN.

Figura 15. Imunomarcagdao para MPM-2 de um MMD. A: Em pequena ampliagdo observa-se escassa
expressao deste marcador em toda a espessura da neoplasia. B: A expressao maxima deste marcador é
observada nas células dos agregados linféides, enquanto que a grande maioria dos melandcitos
neoplasicos sao negativos. C: Em maior aumento, comprova-se que a maioria dos melandcitos neoplasicos
nao expressam MPM-2, o que estd de acordo com o baixo indice mitdtico desta neoplasia. D: S¢ alguns
nucleos isolados das células neoplasicas expressam MPM-2.
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Figura 16. Imunomarcagdo para P21 num MMD. A: Pequena ampliagdo em que se observa escassa
imunomarcagdo para este marcador na maioria das células neoplasicas. B: Em maior aumento, comprova-
se que a expressdo deste marcador é mais intensa no componente intraepidérmico e dérmico superficial da
neoplasia. C: Algumas células isoladas dos feixes de células fusiformes expressam P21. D: Em maior
aumento, comprova-se que a expressao de P21 é mais acentuada no nticleo de algumas células neoplasicas,
que aparece pleomorfico e hipercromatico.

Figura 17. Imunomarcagao para P27 num MMD. A: Pequena ampliagao em que se observa intensa imuno-
expressao para P27 nas células neoplasicas. B: A positividade para o P27 observa-se tanto no componente
intraepidérmico como no dérmico do tumor. C: Detalhe da intensa reactividade para P27 nas células
fusiformes dos feixes intradérmicos da neoplasia. D: Detalhe da maior intensidade de imunomarcacao
para P27 nas células mais pleomorficas.
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Figura 18. Imunomarcacao para o gene de retinoblastoma num MMD. A positividade para este marcador é
observada tanto nos feixes de células fusiformes (A e C) como nos ninhos de células mais arredondadas (B
eD).

Os marcadores de células do estroma foram realizados todos nos 15 casos estudados,
com excepg¢ao do caso 4 em que nao se realizou a marca¢do com Fascina, CD34 e Claudina.
Incluimos também os resultados da expressao destes marcadores nos melandcitos de um nevo

associado a MMD, no caso n.2 102.

Os resultados obtidos com os anticorpos para os marcadores de células do estroma

testados encontram-se esquematizados nos Quadros 24 e 25.
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Quadro 24. Marcadores de células do estroma

Caso n® N-Caderina Fascina CD13 AML CD34 GLUT-1 Claudina

1 76 +++ 0 0 0 0 0 0
2 78 0 0 0 0 0 0 0
3 83 +++ 0 0 0 0 0 0
4 84 + ND 0 0 ND 0 ND
5 87 + 0 0 0 0 0 0
6 88 +++ +++ 0 0 0 0 0
7 92 0 +++ 0 0 0 0 0
8 94 +++ 0 0 ++ 0 0 0
9 95 +++ +++ 0 0 0 0 0
10 98 +++ 0 0 0 0 0 0
11 99 + 0 0 0 0 0 0
12 102 0 0 0 0 0 0 0
13 103 +++ ++ 0 0 0 0 +
14 104 0 0 0 0 0 0 0
15 110 ++ 0 ++ 0 0 0 0

* Representa a marcagao de nevo associado ao MMD do caso 102, que nao foi incluido no total final.

A maioria dos marcadores foi negativa com excepg¢ao da N-caderina (Figura 19) expressa
em 11 dos 15 casos testados, Fascina expressa em 4 de 14 MMD e CD13, AML (actina do
musculo liso) e Claudina que foram positivos em um dos casos, cada. As células névicas, do
caso 102, nao expressaram qualquer marcador de diferenciagao do estroma, com excepgao da N-

caderina.

Quadro 25. Totais parciais de marcadores de células do estroma

Marcagio  N-Caderina Fascina CD13 AML CD34 GLUT-1 Claudina
0 4 10 14 14 14 15 13
+ 3 0 0 0 0 0 1
++ 1 1 1 1 0 0 0
+++ 7 3 0 0 0 0 0
ND 0 1 0 0 1 0 1
Total 15 15 15 15 15 15 15
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Figura 19. Imunomarcagao para N-caderina num MMD. A: Pequena ampliagdo em que se observa que a
positividade para este marcador esta circunscrita ao componente dérmico da neoplasia. B: A maior
aumento, observa-se a expressao de N-caderina nas células de todo a espessura do componente dérmico
da neoplasia. C. As células que expressam N-caderina possuem uma morfologia fusiforme. D: Detalhe da
expressividade citoplasmatica para N-caderina.

5.3.4. Estatisticos

Marcadores de diferenciagio melanocitica (5100, HMB-45, Melan-A, Tirosinase, MITF,
CD117 e P75).

Quando se consideram estes marcadores como m =7 “juizes” a atribuir pontuacgdes a I =15
itens (casos), e se substitui a magnitude das pontuagdes por ranks (ha muitas pontuagdes
empatadas, visto que sdao 0, 1, 2, 3, para 15 casos, e por isso passa-se a ranks médios ou

ajustados).

Observa-se que o caso 5 € bastante distinto dos remanescentes e destaca-se dos outros por
ter uma soma de ranks de 72 (enquanto os outros tém somas de cerca de 55, sendo o minimo 47

no caso 4), conforme se demonstra no Quadro 26.
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Caso n® S100 HMB-45 Melan-A TIR MITF CD117 P75 Y de ranks
1 76 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
2 78 1 14 14.5 1 14.5 8 3 56
3 83 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
4 84 8.5 7 7 8.5 7 8 1 47
5 87 8.5 15 14.5 8.5 14.5 8 3 72
6 88 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
7 92 8.5 7 7 8.5 7 8 5 51
8 94 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
9 95 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
10 98 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
11 99 8.5 7 7 8.5 7 8 3 49
12 102 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
13 103 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
14 104 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
15 110 8.5 7 7 8.5 7 8 10.5 56.5
120 120 120 120 120 120 120

>, somatdrio.

A estatistica de Friedman,

F= 12*soma dos quadrados das somas dos ranks/(m*I*(I+1))-3*m*(I+1) tem sob a hipotese nula

de aleatoriedade de atribuicdo das pontuag¢des uma distribui¢do aproximada de qui-quadrado

com I-1 graus de liberdade (g.1.).

teste € 2.954 (p = 0.999).

casos; e sO proteina S100 parece ter uma sensibilidade que o torna eficiente.

Neste caso o nimero de graus de liberdade é 14 e o valor observado da estatistica de

De facto, s6 o marcador P75 exibe uma variabilidade que poderia ajudar a diferenciar os

Claro que se pode objectar que com tantos empates o valor do teste de Friedman é

contestavel.

¢ P75 — nao faz sentido fazer uma analise deste subgrupo com apenas um marcador.
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Por outro lado, a comparacdo dos marcadores mostra que 5100 (critério diagndstico)
quase sempre marca fortemente qualquer um dos 15 casos e que CD117 ndo marca nenhum,

conforme as somas de pontuagdes para cada marcador indicam:

Marcador S$100 HMB-45 Melan-A TYR MIiTF CD117 P75

Soma de marcador 44 5 6 1 6 0 33

E no fundo apenas P75 parece ter algum papel diferenciador. No entanto como nao se
tem uma avaliagdo independente para a sensibilidade dos 15 casos que foram seleccionados,
esta observacao no estado actual da investigacdo ndo permite tirar nenhuma conclusao

estatistica.

Marcadores de progressao e sinaliza¢ao tumoral (Ki-67, MPM-2, Ciclina D1, CDK2, CDK4, RB,
P16, P19, P21, P27, PTEN, BRAF).

As somas de pontuagdes de cada marcador indicam (de novo assumindo que os 15
casos correspondem a doentes com MMD) que RB é o marcador com maior sensibilidade,
seguido de Ciclina D1 e P16; por outro lado P19 e BRAF parecem nao ter qualquer capacidade

discriminativa.

Ki-67 MPM-2 CiclinaDl1 CDK2 CDK4 RB Pl6e P19 P21 P27 PTEN BRAF

15 4 21 14 3 26 21 0 4 13 13 0

E importante eliminar o caso 4 com resultados nio disponiveis para muitos marcadores.

Desta vez o valor observado da estatistica de Friedman é F = 20.551, a que
corresponde p = 0.082.

Assim, ao nivel a = 0.05, o resultado da classificacdo dos casos pelos 7 marcadores
(excluimos MPM-2, CDK4, P19, P21 e BRAF, visto terem uma soma de pontuagdes inferior a 5
nos 14 casos estudados) nao se distingue de uma classificagdo ao acaso, pois ndo se rejeita a
hipotese nula de aleatoriedade.

Atente-se nas pontuagdes ou nos ranks para se ver que o caso 2 se destaca como o mais

forte e consistentemente marcado; os casos 11 e 14 sdo os que tém um rank global mais baixo.
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Marcadores de células do estroma (N-caderina, Fascina, CD13, AML, CD34, GLUT-1 e
Claudina).
A soma de pontuagdes atribuidas por cada um dos marcadores (excluimos, mais uma

vez, o caso 4) indica que apenas N-caderina e Fascina podem ser indicadores positivos com

interesse.
N-caderina Fascina CD13 AML CD34 GLUT-1 Claudina
25 11 2 2 0 0 1

Tratando este grupo como anteriormente, o valor observado da estatistica de Friedman

€ 11.586, que corresponde com 13 g.l. a um p = 0.56.
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Discussao

A diversidade de variedades clinicas e histologicas de MM cutaneos primarios parece
estar associada a uma heterogeneidade nao so6 fenotipica, como também genotipica, podendo o
seu estudo vir a ter utilidade na separacdao de doentes com MM, em subgrupos distintos,

permitindo no futuro individualizar nao s6 o progndstico, como o tratamento de MM.

Tal como em outras neoplasias, o processo de transformagao de melandcitos normais em
MM requer a aquisi¢ao de alteragdes no seu genoma. Apesar do progresso ja realizado na
pesquisa de alvos de aberragdo genética no cancro ter sido enorme em maultiplos aspectos, o
efeito clinico deste trabalho € ainda limitado. Parece claro que estes estudos ndo sdo meramente
académicos, pois esta provado que sdao poderosas formas de aproximacao a selecgao de alvos e

armas terapéuticas.*

Para se poder fazer um diagnostico € necessario lembrarmo-nos da existéncia da entidade
em causa. MMD descrito em 1971 por Conley e col.” associado ao neurotropismo descoberto
em 1979 por Reed e col.28 s6 se comega a diagnosticar regularmente e com fiabilidade na década
de 80 do século passado, ap0ds a generalizacao do uso da proteina 5100 como método de rotina

nos estudos de imuno-histoquimica dos tumores,4 nos laboratérios de Histopatologia cutanea.

O MMD contém vastas areas de grossas fibras de colagénio na derme, entre as quais se
encontram dispersos melandcitos tumorais, habitualmente fusiformes, nao agrupadas em tecas,
como é costume vermos no MM convencional. Em virtude de se tratar de um tumor
indiferenciado, as células tumorais expressam apenas de maneira focal, ou sao até totalmente
negativas, para marcadores de diferenciagdo melanocitica classicos como HMB-45, Melan-A,
Tirosinase ou MITF. Sendo assim, sdo elementos de grande ajuda no diagndstico histologico de

MMD, a observagao de atipia melanocitica na epiderme, aspectos de tropismo neural, assim
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como a presenca de pigmento melanico em tumor que expresse proteina S100 e seja
simultaneamente negativo para outras linhagens celulares como epitelial (citoqueratina) e

vascular (CD31 e CD34).

Mesmo presumindo estarmos em presencga de uma neoplasia com origem melanocitica,
como nao é muito evidente o pleomorfismo e a atipia nuclear, assim como o escasso nimero de
mitoses observadas, decidimos explorar o estudo dos marcadores de progressao e sinalizagao

celular com o objectivo de evidenciar o caracter maligno da neoplasia.

Foi igualmente nosso objectivo perceber qual a origem do estroma e qual o seu eventual

papel na patogénese oncologica.

Como ultimo objectivo procuramos perceber qual a evolugao clinica habitual neste tipo

de tumores.

Na sequéncia do referido, cumpre comparar os resultados observados nos 113 doentes da
na nossa série com os resultados observados noutras séries ja publicadas, comecando pelos
aspectos clinicos, histolégicos e de imuno-histoquimica (incluimos aqui o estudo da mutagao do
gene BRAF efectuada por PCR) e concluindo com uma andlise exploratéria dos resultados

estatisticos.

Com o objectivo de facilitar a leitura desta informagao preparamos tabelas contendo todas

as variaveis acima mencionadas (Quadro 27).

Segundo a literatura o MMD tende a ocorrer mais frequentemente em homens,
habitualmente numa relagio 2M/1F, ao contrario do MM classico, que ocorre mais
frequentemente no sexo feminino. A excepgdo pode observar-se nas séries publicadas por
Egbert e col.3 com 25 casos, por Wharton e col.¥’ com 18 casos, assim como na de Riitten e
col.28 com 34 casos, em que os doentes do sexo masculino foram observados em percentagens
de 44%, 44% e 34%, respectivamente. Na nossa série ndo houve praticamente diferencas em
relacdo ao sexo (48%d3 / 52%%) quando analisados os doentes com MMD no seu todo. Quando
separados em 2 subgrupos, quanto ao grau de desmoplasia, encontramos no grupo dos MMD
puros um ligeiro predominio do sexo masculino (53%d / 47%%) ao contrario do observado no

subgrupo dos MMD mistos ou combinados (44%d / 56%%).
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Quadro 27. Caracteristicas da apresentacao clinica de MMD3#

Autor Doentes Sexo Idade Localizacao Instituicao Ano de
Masculino média (CP/T/E) publicagio
(%) (variacao)
Quinn?0 280 64 61 (24-91) 39/24/37 Sidney UM 1998
Hawkins®% 131 69 65 (ND) 50/23/27 Washington U 2005
Posther?! 129 64 55 (18-90) 50/22/28 Duke 2006
Skelton?® 128 66 63 (4-99) 50/16/34 AFWU e MSKCC 1995
Busam?¥ 92 58 65 (11-92) 57/19/24 MSKCC 2005
Livestro®® 89 63 64 (33-84) 66/14/20 MGH 2005
Arora®? 65 68 65 (31-92) 56/18/26 U Michigan 2005
Pawlik34 65 57 61 (17-90) 20/30/50 MDACC 2006
Jaroszewski?® 59 63 63 (31-91) 61/19/20 Mayo Clinic 2001
Smithers?*® 58 57 63 (17-89) 41/35/24 U Queensland 1990
Jain33! 45 69 64 (42-91) 78/11/11 Q Elizabeth H 1989
Vongtama®? 44 75 66 (35-87) 82/17/11 UCLA 2003
Riitten?® 34 35 70 (50-92) 78/16/6 DPFr 1996
Payne®? 30 70 63 (33-87) 40/33/27 U South Florida 2001
Egbert® 25 44 61(38-83) 86/4/12 UCSF 1988
Anstey®* 25 56 65 (39-86) 72/12/16 SJIDC-STH 1993
Wharton3¥ 18 44 64 (30-87) 66/17/17 AMC, MGH 1999
Walsh?? 14 71 58 (17-77) 28/36/36 HGH 1988
Weinzweig3% 11 64 68 (48-81) 36/36/28 U Illinois 1995

CP: cabega e pescoco; T: tronco; E: extremidades; AFWU: Armed Forces Washington University; AMC: American
Medical Center; DPFr: Dermpath Friedrichshafen; HGH: Henderson General Hospital, Canada; HSM: Hospital de Santa
Maria, Lisboa; MGH: Massachusetts General Hospital, Boston; MDACC: MD Anderson Cancer Center; MGH:
Massachusetts General Hospital;, MSKCC: Memorial Sloane-Kettering Cancer Center; SGDC-STH: St John's
Dermatology Centre — St Thomas’s Hospital, Londres; Sidney MU: Sidney Melanoma Unit; SUMD: Standford
University Medical Centre; UCLA: University of California-Los Angeles; UCSF: University of California-San Francisco
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Os doentes da nossa série tinham a altura do diagnoéstico uma idade média de 71 anos,
que ¢é cerca de dez anos superior, em média, as dos doentes das outras séries de MMD devido a

maior longevidade no sexo feminino, conforme abaixo demonstrado:

FEMININO MASCULINO
N¢ % N¢ %
<=71 anos 25 42% 30 56%
> 71 anos 34 58% 24 44%
Total 59 100% 54 100%

A idade média de aparecimento de MMD na nossa série esta muito acima dos niimeros
apontados para a idade média de aparecimento dos outros tipos convencionais de MM, que
varia entre os 46 anos e os 53 anos, conforme os Paises estudados.2893% Esta idade aproxima-se

mais da idade de aparecimento do MM sobre 1éntigo.

Se analisarmos, na nossa série, a idade de aparecimento do MMD juntamente com a sua
localizagdo preferencial em area exposta ao Sol, 79% na cabeca e pescoco, podemos ser levados a
concluir que a radiagao actinica desempenha um papel importante neste tipo especial de MM. A
associagao dos 2 factores, idade média mais avangada e localizagdo preferencial na cabega e
pescogo, observa-se também nas séries de Jain e col.%! e Vongtama e col.3%2 O factor actinico
pode ainda ser posto em evidéncia quando sabemos que os 7 doentes da nossa série, com MMD
localizados no couro cabeludo, eram todos do sexo masculino, o que podera ser explicado pela
rarefaccdo capilar mais frequente nos homens. No caso das pernas, apenas observamos um caso
e foi numa mulher. Em quase todas as séries existe um predominio da ocorréncia de MMD na
cabeca e pescogo, habitualmente acima dos 50%,%¢ ao contrario das localizacbes preferenciais
nos tipos convencionais de MM que sabemos serem o tronco no sexo masculino e as pernas no

sexo feminino.

A apresentacao clinica do MMD difere dos outros tipos de MM pelo que o diagndstico
clinico foi de MM apenas num tergo dos casos, tanto nas variedades pura como mista de MMD.
Noutro tergo dos casos foi colocada como hipdtese diagnostica mais provavel, tumor maligno

nao-MM. Nos restantes casos, o MMD foi confundido clinicamente com patologia
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dermatoldgica benigna — nevos melanociticos comuns (12 casos), quistos (6), cicatrizes (3),
verrugas seborreicas (3) e também como hemangioma, lipoma, leiomioma e foliculite (1 vez

cada).

Qualquer infiltragdo cutanea aparente de tipo mesenquimatoso que surja sobre léntigo na
face, ou qualquer recidiva de lesdo cutanea em cicatriz ndo pigmentada localizada na cabeca ou

pescogo de um paciente idoso, devem recordar-nos a possibilidade de se tratar de um MMD.

S6 nos foi possivel saber a evolugao clinica de 55 dos 113 doentes da nossa série. O tempo
de seguimento foi em média de 55 meses, variando entre 1 e 177 meses conforme atras

observado no Quadro 15.

Confirma-se a raridade de metastizagao ganglionar (apenas um caso nos 55) e um maior
numero de metastases sistémicas em doentes com a variante mista de MMD, do que com a

variante pura que foram 4 e 1, respectivamente.

O tempo de seguimento dos doentes investigados nao foi suficiente para obter conclusdes

sobre o valor prognoéstico dos marcadores imuno-histoquimicos adiante referidos.

Na nossa série, 96% dos MMD tinham niveis IV ou V de Clark, com a correspondente
maior espessura média de 4,1 mm, sendo cerca de metade dos tumores mais espessos do que 4
mm no momento do seu diagndstico. Este facto justifica-se a nosso ver pela dificuldade na
interpretagdo clinica destas lesdes, que faz com que a bidpsia ou excisao s6 aconteca em fases
avancadas da evolugao do tumor. O valor médio de Breslow oscilou por um lado entre os 2,0
mm observados por Wharton e col.3 e os 2,5 mm das séries de Jain e col.*' e Quinn e col.® e

por outro lado, entre os 4,8 mm de Hawkins e col.> e 0s 4,9 mm de Anstey e col.?>

Registamos os valores da espessura de MMD, assim como das percentagens de ulceragao,

neurotropismo e auséncia de pigmento em algumas das maiores séries ja publicadas (Quadro 28).

A ulceragdo é uma varidvel pouco estudada nas séries mais antigas. Observamos
ulceracdo em 12% dos MMD da nossa série, percentagem semelhante as de Skelton e col.,??
Arora e col.? e Pawlike col.,** de 10, 14 e 12%, respectivamente, mas cerca de metade do valor
observado nas outras grandes séries de Hawkins e col.,?*> Quinn e col.?®° e Posther e col.®! com

valores reportados de 20%, 21% e 22%, respectivamente.
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Quadro 28. Caracteristicas histologicas do MMD

Autor Doentes (N°)  Breslow (mm)  Ulceragio %  Neurotropismo %  Amelanético %
Quinn?0 280 2.5(0.2-18.0) 21 32 44
Hawkins® 131 4.8/6.5* 20/40* 55 43/38*
Posther?$! 129 4.4 (0.7-19.0) 22 42 ND
Skelton?? 128 ND 10 ND ND
Busam3¥ 92 ND 20 57 ND
Livestro3® 89 2.6 (0.1-10.7) ND 88 20

Arora®? 65 ND 14 32 ND
Pawlik3+ 65 2.9 (0.6-28.0) 12 ND ND
Smithers?® 58 4.3 (0.5-16.0) ND 41 71
Jain®! 45 2.5 (0.6-6.0) ND 27 93
Payne®3 30 2.6 (0.5-9.5) ND 17 ND
Egbert33 25 ND ND 24 92
Ansteys35 25 4.9 (1.0-10.1) ND 36 80
Wharton¥ 18 2.0 (0.8-3.9) ND 94 50
Walsh? 14 ND ND 71 46

*Valores separados nas duas variantes de MMD, puros e mistos.

O neurotropismo foi observado por nds em cerca de 35% dos MMD, em numeros
semelhantes nas duas variantes pura e mista, 37% e 34%, respectivamente. Em rela¢do ao
envolvimento neural regista-se a maior dispersao de valores observados em diferentes séries,
desde a série de Payne e col.®® com 17% dos casos com neurotropismo, em contraste com
Livestro e col.3% e Wharton e col.3¥ que referem valores de 88% e 94%, respectivamente. O
numero por nds observado de 35% ¢ muito semelhante ao da série de 280 doentes de Quinn e
col.?® que observaram neurotropismo em 32% dos casos. Na nossa série é de salientar a
correlacdo positiva, estatisticamente significativa, entre a presenca de neurotropismo e a maior
espessura dos MMD, com um valor de p = 0.005 para os MMD mistos e um p = 0.033 no caso de

se tratar de MMD puros.

Na nossa série também observamos grande quantidade de pigmento em 6% dos MMD

(2% nas variantes puras e 10% nas mistas) e presenga focal de melanina em 23% dos MMD (18%
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e 27%, respectivamente), depreendendo-se destes nimeros que 71% dos nossos MMD eram
amelandticos, aumentando este nimero para 4/5 quando nos referimos especificamente aos
MMD puros. A auséncia de pigmento melanico, pouco referida na maior parte das séries
estudadas, é uma das caracteristicas que dificulta o diagnostico correcto deste tipo de tumores.
Na avaliacdo do grau de pigmentagao também nao existe uniformidade entre as séries, que
variam desde os 20% de MMD amelandticos observados por Livestro e col.3% passando pelos
43% observados por Hawkins e col.3% nas variantes puras de MMD e pelos 44% de Quinn e

col.2%0 até aos 92% de Egbert e col.?* e aos 93% de Jain e col..?>!

A deteccao de envolvimento melanocitico atipico da epiderme, mesmo que focal, que
ocorreu em cerca de 80% dos casos da nossa série é de grande ajuda no diagnoéstico de MMD
podendo ocorrer sob a forma de léntigo maligno, disseminacdo pagetdide, de MM

acrolentiginoso ou até de MM de crescimento superficial.

O formato predominantemente fusiforme das células tumorais, dispersas e isoladas entre
0s grossos feixes de colagénio da derme, com ntuicleos pleomorficos ou atipicos apenas em areas
focais, assim como o baixo indice mitético destas células também s3ao uma das causas da
interpretagdo incorrecta deste tipo de tumores. Na nossa série o padrao celular
predominantemente fusiforme foi observado em 85% dos casos, com predominio de
melandcitos epiteliéides em cerca de 15% dos casos, valor talvez empolado porque estes
tumores sdao pouco celulares e este tipo de célula é mais chamativo do que as finas células
fusiformes. Em 7% dos casos observamos melanocitos multinucleados dispersos pela massa
tumoral de forma dispersa. Em 72% dos casos nao observamos mitoses, em 23% dos casos
contamos 1 a 4 mitoses por 10 campos observados com grande ampliacdo (objectiva 40x) e sé
em 5% dos casos detectamos um indice mitdtico superior a 5 mitoses por mm?. Tanto Quinn e
col.2%0 como Hawkins e col.3® registaram percentagens de 28/46/26 e 8/71/21 para um nimero de

mitoses inferior a 1, entre 1 e 4 e superior a 4, respectivamente.

A localizagao preferencial dos tumores nas areas expostas ao Sol e a idade dos doentes

justifica que elastose solar tenha sido observada em 82% dos doentes da nossa série.

A existéncia de agregados nodulares de pequenos linfécitos foi por nos observada em
37% dos MMD, principalmente na variante pura (53%), localizando-se preferencialmente em
redor e nos limites inferiores da massa tumoral, principalmente nas formas tumorais pouco
celulares. Em mais de metade dos casos (62%) observamos infiltrado inflamatorio linfocitario

perivascular superficial (42%) e também profundo (20%). Pensa-se que a composi¢do do
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infiltrado linfocitario ndo é homogénea e mesmo o seu significado progndstico é objecto de

artigos contraditdrios.?”

Regressao histologica foi estudada por Blessing e col.?® em 563 MM cutaneos primarios,
ocorreu com maior frequéncia nos MM de crescimento superficial e quando localizados no
tronco e membros inferiores. Em relagdo com a espessura dos MM: 46% nos MM finos (<1,5
mm), 32% nos intermédios (1,5-3,0mm) e 9% nos espessos (>3,0mm). Na nossa série observamos
regressdo em 9 dos 113 MMD (8%), que ocorreu em 1 MMD fino, 4 casos em MMD com
espessura intermédia e 4 casos em MMD espessos.

Observamos destruicao completa dos foliculos pilosos em 27% dos casos, e envolvimento
peri-folicular em 30% dos casos. O envolvimento folicular com destruigao dos foliculos pilosos

esta de acordo com o facto de 0o MMD ser uma neoplasia maligna.

Invasao vascular foi observada em 2 casos na nossa série de 113, ambos pertencentes a
variante mista de MMD, o que podera fazer prever um ntimero baixo de metastizagao por via

hematogénea.

Caracteristicas pouco referidas nas outras séries da literatura, mas por nds estudadas,
incluiram a espessura da epiderme (39% dos casos atrofica e 14% hipertréfica) e o registo da

presenga de faixa de Grenz que ocorreu em 41% dos nossos casos.

Restos de nevo melanocitico tém sido descritos associados a MM em percentagens que
variam entre 9% e 58%. Num estudo de 1580 MM, Bevona, Tsao e col.3® observaram nevos
associados a MM em 26% dos casos e concluiram haver uma relacdo directa entre a sua
ocorréncia e a localizagdo dos MM no tronco e em individuos jovens. Quando examinados por
tipo de MM, a associagdo de nevo foi mais frequente nos MM de crescimento superficial
(35,4%), rara nos MM sobre léntigo maligno (3,5%) e ausente em todos os MM acrolentiginosos
e nos 13 MMD por eles estudados. Estes achados apoiam a ideia que os diferentes tipos de MM
evoluem através de diferentes vias histogenéticas.’® Na nossa série, os 4 casos de MMD com
nevo melanocitico associado, ocorreram todos em mulheres, 3 das quais com mais de 71 anos.
Trés casos estavam localizados na face. Em todos os 4 casos observamos invasdao melanocitica
atipica da epiderme.

A presenca de areas de estroma mixoide no tumor foi detectada em 23 (20%) dos 113
casos estudados na nossa série, 10 na variante pura e 13 na variante mista de MMD. A mucina
presente em grande quantidade em 13 (3/10) casos d& um aspecto neural ao tumor, recordando

um neurofibroma.” Estudamos a associagdo de mucina com neurotropismo e observamos
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presenca de neurotropismo em 5 dos 10 casos de MMD puros ricos em mucina, e em 7 dos 13
casos da variante mista de MMD, o que significa que em metade dos MMD ricos em mucina

nao se observaram aspectos de neurotropismo.

Focos de diferenciacdo osteo-cartilaginea estdo descritos de MM,%! seja em MM das
mucosas,*? como em MM acrolentiginosos subungueais.’3%* Nao detectdmos metaplasia 0ssea,

nem cartilaginea, em nenhum dos casos da nossa série.

Pensamos que o recurso mais importante utilizado no diagndstico de um MMD continua
a ser a observagao microscopica de multiplos cortes, corados por H&E, representativos da
totalidade do tumor a estudar, que deve ser excisado na sua totalidade com recurso a Cirurgia

convencional por bisturi.

A classificacdo dos tumores é feita com base nas semelhancas morfoldgicas entre as
células do tumor e as células dos tecidos normais. No caso dos tumores de células fusiformes e
em virtude de as células ndo conterem um grau de diferenciagdo que as permita individualizar,
assim como nao se agrupam de forma conhecida é necessdrio recorrer a estudo imuno-
histoquimico para a sua classificagao.

Exemplo de classificacdo operativa sera o caso do carcinoma espinocelular de células
fusiformes que ocorre em 4rea foto-exposta de idosos: comegamos por procurar sinais de
diferenciagdo epitelial em H&E como a presenca de células disqueratdsicas, pérolas de
queratina, pontes intercelulares ou areas de células denominadas epitelidides por conterem um
citoplasma vasto eosinofilico. Mesmo nao observando qualquer destes aspectos histologicos que
nos ajudaria a suspeitar de um carcinoma seria obrigatério efectuar painel de marcadores
imuno-histoquimicos contendo pan-citoqueratinas que seriam positivas. Em contexto clinico-
patologico praticamente sobreponivel, mas com marcacdo negativa para citoqueratinas,
poderiamos suspeitar de um fibroxantoma atipico que se sabe ser um tumor negativo para
todos os marcadores com excepg¢ao da vimentina. Também teriamos de excluir o diagndstico de
leiomiossarcoma que sabemos ocorrer em doentes na 6.a década de vida, estar localizados
habitualmente na superficie de extensdo dos membros, mas que ocorre com frequéncia na face
constituido por feixes de células fusiformes entrelagadas e que ndo expressam citoqueratinas,
sendo positivas para desmina e/ou actina do musculo liso. Nao nos podemos também esquecer
que a localizacdo preferencial do angiosarcoma é na cabeca e pescogo de doentes idosos,

observado histologicamente em drea de acentuada elastose solar, por vezes com esboco de

107



MELANOMA MALIGNO DESMOPLASICO

fendas vasculares apenas, tendo também de ser excluidos com recurso a marcadores para
células endoteliais como Factor VIII, CD 31 ou mesmo CD34. CD34 é também expresso noutro
tumor maligno de células fusiformes denominado dermatofibrosarcoma protuberans, com
origem fibroblastica e cuja variante pigmentada, denominada Tumor de Bédnar, pode ser
confundido com um melanoma de células fusiformes.

Compreendemos assim a importancia da introdugao de proteina 5100 em painel de
marcadores para estudo de um tumor maligno de células fusiformes, visto ser um facto
conhecido, que todos os tumores acima referidos nio expressam habitualmente S100. E
conhecido que 5100 nao é especifica de linhagem melanocitica, pois marca tumores nervosos
tanto benignos como o neurofibroma, como malignos como o tumor maligno das bainhas
nervosas de nervos periféricos (MPNST). Este tltimo, habitualmente localizado nos tecidos
moles profundos e que sé raramente invade a pele, engloba designacdes antigas como
neurosarcoma, sarcoma neurogénico, neurofibrosarcoma e schwannoma maligno e no fundo
agrupa tumores com origens celulares tdo dispares como a célula de Schwann, o fibroblasto
perineural ou simples fibroblastos.?> O contexto clinico-patoldgico habitual é o de um adulto
jovem ou de meia-idade com neurofibromatose, que refere o crescimento recente de um tumor
localizado numa extremidade proximal. A marcagdo por S100 é habitualmente de fraca
intensidade, marca menos de 50% das células tumorais, e observa-se em cerca de 40% a 80% dos
MPNST 366367 De ajuda no diagnostico sera a positividade do tumor para outros marcadores
nervosos como CD57 observada em 30% a 40% dos casos,®” NSE (enolase especifica de
neurdnio), proteina neurofilamento e proteina basica mielina em 10% dos casos.®

Como vimos atras o contexto clinico-patoldgico de lesdo tumoral ocorrida na face de
idoso, juntamente com a observacdo microscopica da presenca de hiperplasia melanocitica
atipica intra-epidérmica ou de pigmento melanico no tumor podem fazer-nos pensar estarmos
em presenca de um MMD. Para a sua confirmacgao diagndstica recorremos a marcagao com
proteina S100 que continua a ser o marcador de diferenciacdo melanocitica mais sensivel, pois é
positiva difusamente, em todas as lesdes melanociticas benignas e malignas, primarias e
secundarias, incluindo o MMD.

A proteina S100 revelou em todos os casos da nossa série, marcagao nuclear e
citoplasmatica, tanto das células fusiformes, com das células epitelidides que constituem o
tumor tendo a sua positividade sido utilizada por nés como critério diagndstico. Infelizmente é

pouco especifica pelo que a utilizdmos em associagdo com outros marcadores melanociticos,
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conforme o Quadro 29 em que se mostra a positividade das células de MMD para outros

marcadores de diferenciacao melanocitica.

Quadro 29. Positividade dos marcadores imuno-histoquimicos de
diferencia¢do melanocitica no MMD

Marcador N.° de casos positivos/ Sensibilidade
N.? de casos testados (%)

S100 77]78 98.7
HMB-45 16/91 17.6
MELAN-A 8/37 21.6
TIROSINASE 23/87 26.4
MITF 9/58 155
P75 26/29 89.7

A origem melanocitica do MMD pode ser confirmada pela expressao de marcadores de
diferenciacdo melanocitica usados em painel. Dos 15 casos por nos testados, apenas em 2 deles
observamos expressdao concomitante para HMB-45, Melan-A e MITF que foi mais intensa nas
células tumorais epitelidides e quando localizadas na epiderme e na derme superficial. Sabendo
nos que HMB-45 expressa pré-melanossomas e melanossomas®® e sendo conhecido por estudos
de microscopia electrénica que as células tumorais fusiformes do MMD nédo contém grande
quantidade destas estruturas celulares podera ser uma explicagdo para o facto de tantas células
tumorais ndo expressarem este marcador.’® Em relacdo ao Melan-A que usamos para estudar a
distribuicdo dos melandcitos na epiderme, pondo em evidéncia muitas vezes, formas
incipientes de léntigo maligno, temos de ter em atengao que os queratindcitos da camada basal
de epiderme de pele exposta ao Sol, podem expressar este marcador.'?3” Dos dois marcadores
melanociticos mais especificos, Melan-A e HMB-45, o primeiro marca apenas ocasionalmente e
de forma focal o componente de células fusiformes dos MMD, enquanto o segundo marcador
ainda ¢ menos sensivel.?? Melan-A marca os melandcitos da jun¢ao dermo-epidérmica e da
derme em todas as lesdes melanociticas benignas e malignas, com excep¢ao das areas neuro-
nevdides. A positividade para Melan-A nos MMD néao € consistente, apesar de ser negativo

para sarcomas, carcinomas e carcindides.’”!
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O facto de cerca de um quinto dos casos da nossa série ndo ter compromisso
intraepitelial faz-nos pensar se tera havido regressao da lesdao melanocitica epitelial, se a sua
origem tera sido intradérmica ou até se estaremos em presenca de uma metastase de MM, pois é
sabido que a variedade desmoplasica de MM pode ocorrer em doentes com MM convencional
primitivo de qualquer tipo como MM de crescimento superficia, MM nodular, MM
acrolentiginoso ou até MM sobre léntigo maligno.?62

O MITF é uma proteina nuclear envolvida no desenvolvimento dos melanécitos e na
regulagao da sintese de melanina, com a grande vantagem de ser um marcador exclusivamente
nuclear o que facilita a sua interpretagdo, principalmente quando as células sdo muito
pigmentadas.®

A tirosinase é um marcador especifico das lesdes melanociticas, apesar de se poder
observar positividade focal em tumores dos nervos periféricos, quando pigmentados.? A
imunoreactividade para tirosinase e para HMB-45 pode ser aumentada quando se utiliza o
micro-ondas para recuperagdo antigénica.’? S6 um dos 15 MMD testados revelou positividade
focal para a tirosinase e esse caso também ¢ um dos que expressou concomitantemente HMB-45,
Melan-A e MITF. o trabalho de Boyle e col.”* Nao observamos expressdao de tirosinase em
nenhum dos nossos 13 casos de MMD negativos para HMB-45, ao contrario do registado por Xu
e col.”! que encontraram 6 casos positivos para tirosinase em 14 MMD HMB-45 negativos, por
eles estudados.

A relacao entre o KIT e a histologia do MM continua por caracterizar e o seu papel na
patologia do MM ¢é ainda desconhecido. C-KIT foi expresso em 2 de 7 casos de uma série de
MMD.38 Num estudo de 70 doentes com MM publicado este ano por Wu e col.3”? estes autores
observaram marcagao intensa com KIT em 28 casos que parece estar correlacionada
directamente com a quantidade de melanina intra-tumoral e inversamente com a localizagao do
MM em drea exposta cronicamente ao Sol. A existéncia de mutagao no C-KIT tem muita
importancia pois existe ja comercializado um inibidor do C-KIT denominado imatinib.'3> Neste
estudo foram detectadas mutagdes no exdao 11 do KIT por PCR em apenas 2 dos 27 casos
positivos para KIT por imuno-histoquimica pois € conhecida a necessidade de pesquisar a
presenca de mutagdes do gene KIT por PCR ou FISH e ndo por imuno-histoquimica. Na nossa
série, ndo observamos expressao de C-KIT pelas células tumorais apesar de se saber que C-KIT
marca alguns melanocitos.??> Nos casos testados na nossa série observamos marcagao

citoplasmica para C-KIT, em células redondas, que correspondiam a mastdcitos.'3
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Numa tentativa de descobrir um marcador histoquimico especifico, A. Kanik, M. Yaar e
J. Bhawan'® compararam em 1996 a marcacao por P75 NGF-R, com S100 e HMB-45 em 13 MM
de células fusiformes (5 neurotrépicos, 5 desmoplasicos e 3 de células fusiformes, mas sem
neurotropismo, nem desmoplasia). Como vimos atras, P75 € um receptor de baixa afinidade do
factor do factor de crescimento neural e estd presente na superficie das células derivadas da
crista neural. Nao se revelou muito especifico pois marcou MM convencionais, nevos
“neurdides”, neurofibromas, mas foi negativo em todos os casos de carcinomas espinocelulares
de células fusiformes, fibroxantomas atipicos, dermatofibromas e cicatrizes. O marcador HMB-
45 foi sempre negativo nas células fusiformes. Em muitos casos o nimero e intensidade da
marcagao das células fusiformes com P75 foi maior do que com S100. Concluem afirmando que
P75 deve ser incluido num painel de estudo de MM, especialmente 1itil na distingdo entre MMD
e MM neurotrépico por um lado, com lesdes de células fusiformes sem origem na crista neural,
por outro. Uma segunda utilidade sera o seu uso na identificacdo de margens de excisdo. Radfar
e col.7* chamaram a atengdo para o uso deste marcador no estudo de bidpsias de pequenas
dimensdes ou até quando a marcacao por S100 € fraca ou duvidosa. Nao nos devemos esquecer
que P75, tal como 5100, nao nos permite distinguir MMD de outras lesdes com origem na crista
neural. P75-NGFR foi positivo em 12 de 14 MMD testados na nossa série marcando
individualmente o citoplasma da quase totalidade das células fusiformes de 10 dos 12 MMD
positivos. Esta caracteristica de marcagdo pode ser muito importante no calculo da margem
cirargica de seguranga, pois parece estar provado que o nimero de recidivas tumorais no local
da excisdo do tumor primario estd associado com margens livres de tumor inferiores a 2
cm.B813%0 Se tentamos correlacionar a expressiao de P75 com aspectos “neurdides”, como a
presenca de neurotropismo ou de estroma mixdide, descobrimos que dos 12 casos positivos
para P75: 8 tinham neurotropismo e 4 nao, enquanto que a presenc¢a de mucina no estroma sé
era abundante num dos casos, focal em 2 e nos restantes 9 casos ndo detectimos presenga de
focos de mucina. Por outro lado, nenhum dos 2 casos negativos para P75 tinha presenca de
mucina no estroma e neurotropismo s6 se observou num dos 2 casos. E conhecido que P75 é
expresso na grande maioria das células fusiformes dos MMD enquanto que s6 marca menos de
10% das células de MM com fendtipos epitelidides.?® Esta podera ser a explicacdao para o facto
de os 2 tnicos MMD que ndo exprimiram P75, foram positivos para os 3 marcadores
melanociticos atras referidos HMB-45, Melan-A e MITF.

Num dos casos por noés estudado, observamos a presenca de um nevo melanocitico

intradérmico numa das extremidades do tumor (caso 102) e curiosamente todos os marcadores
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de diferenciagdo melanocitica foram positivos, com uma marcagao pouco intensa e apenas na
parte superior do nevo pelo HMB-45 e nao expressou P75, ao contrdrio do MMD que apenas
expressou 5100 e P75.

A expressao de marcadores melanociticos em células tumorais apenas nos aponta para
a origem melanocitica dessas células, mas ndao nos permite afirmar a malignidade ou
benignidade da neoplasia, pois tanto marcam MM como nevos de Spitz ou nevos melanociticos
comuns.

Sabe-se hoje que qualquer neoplasia maligna é constituida por um conjunto
heterogéneo de gendtipos celulares, e que ocorrem numerosas mutagdes que podem ter um
papel oncogénico sinérgico ou antagonista. As vias moleculares oncogénicas mais estudadas
talvez sejam a via da proliferagao celular da MAPK e a via inibitoria da apoptose celular pela
PI-3K. Tentamos assim através de marcagao imuno-histoquimica registar e interpretar a
presenca ou auséncia de varias oncoproteinas, utilizando marcadores de proliferagao celular,
ciclinas, inibidores de ciclinas e inibidores da apoptose.

A contagem de mitoses é importante na avaliacdo de iniimeros tumores e pode ser dificil
de avaliar em H&E ndo s6 devido a erros de fixagao, artefactos de esmagamento da bidpsia
como devido a presenca de muitas células em apoptose ou ao niimero baixo de mitoses. Além
disto é uma tarefa por vezes muito demorada.’”> Usamos por isso a marcacao com MPM-2 que
confirmou que o MMD se trata de um tumor maligno com um baixo indice mitotico. Parece
haver correlacdo com o nimero de mitoses contadas em H&E pois, nos 2 casos que expressaram

MPM-2 registamos 6 e 5 mitoses/mm?.

Utilizdmos também o marcador Ki-67 que expressou mais de 5% das células tumorais em
9/14 casos por nos testados. A aparente discrepancia com os resultados do MPM-2 resulta de
que enquanto este marcador é especifico para células que se encontrem em mitose, o Ki-67
marca todas as células em fase proliferativa de ciclo celular, portanto s6 nao marca as células em
repouso na fase G0. Quatro dos 5 casos em que registamos mitoses em H&E, do grupo de 14

casos testados para Ki-67, expressaram este marcador.

O interesse do estudo da presenca de mutac¢des de genes ligados ao cancro e a detecgao de
proteinas aberrantes em neoplasias tera uma aplicagdo importante, num futuro préximo, nao sé
pelo seu interesse diagnostico, como na separagao dos doentes em sub-grupos homogéneos de
progndstico, como e talvez mais importante, por vir a possibilitar uma seleccao de terapéutica

quase individualizada.
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E conhecido que cerca de 20% das mutagdes ocorrem no gene NRAS dos MM de
crescimento superficial, que é muito rara nos MM localizados na pele exposta cronicamente ao
Sol e que esta praticamente ausente no MM acrolentiginoso e no MM das mucosas.t NRAS
controla as duas vias de oncogénese: MAPK e PI3K/AKT, mas que por si s, esta mutacgdo nao é
suficiente para produzir MM. Necessita de outras mutagdes associadas, sendo a mais frequente
a ocorrida no locus CDKN2A que exprime P16 e P14ARF, que actuam indirectamente por

inibi¢do do retinoblastoma e do p53, respectivamente.!%

A mutacao BRAF que ocorre em mais de 60% dos MM é mutuamente exclusiva com a
mutagdo RAS, e corresponde na maioria dos casos apenas a uma substituicito V600E
aumentando em cerca de 500 vezes o poder proliferativo da célula tumoral.!® E de salientar que
80% dos nevos melanociticos comuns tém esta mutagdo,”® que se encontra ausente nos MM
familiares®® e nos MM oculares.?”” A importancia relativa da mutagao T-A no BRAF, observada
na tumorigénese melanocitica, ndo é com certeza a mesma nos varios subtipos de MM, mesmo
nos MM cutaneos, associados com a exposi¢ao solar.’* Em contraste com os MM convencionais,
a variedade desmoplasica nao se relaciona aparentemente com uma activagdo da mutagao
BRAF pois ndo detectamos a mutagao em nenhum dos 15 doentes testados. Este achado é mais
um indicador de que os MM nao devem ser olhados como um grupo uniforme pois poderao

estar em jogo outras mutacoes genéticas.’”s

PTEN que é uma proteina oncossupressora que actua na via do PI3K promovendo a
apoptose das células tumorais. A mutagao do gene que codifica a PTEN, localizado no brago
longo do cromossoma 10, € tal como o BRAF, uma mutagdao mutuamente exclusiva com a do
RAS. A mutacdo do PTEN ocorre em cerca de 30% dos MM quase sempre juntamente com a
mutacdo do BRAF. A ocorréncia destas duas mutagdes em simultaneo actuaria nas duas vias
MAPK/PI3K, assemelhando-se ao efeito da mutagdo RAS a montante. Goel e col.3!5 relacionam a
auséncia de PTEN com o aumento da espessura dos MM, sendo mesmo considerado por eles
um sinal de progressao tumoral. Na nossa série de 15 casos testados, o PTEN estava ausente em
8. Ao contrario dos resultados de Goel e col., quando compardmos a presenca ou auséncia de
marcacao por PTEN com o nivel de Breslow observamos uma média de espessura dos MMD de

8,3 mm e de 5,7 mm para os dois grupos, respectivamente.

Duas proteinas pl6 e CDK4 interagem funcionalmente no controle da fosforilagdo de
retinoblastoma e portanto as suas mutagdes concomitantes ndao ocorrem, por serem

redundantes. Sendo assim € de prever por um lado a existéncia de um aumento da actividade
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CDK4 e da ciclina D1 que se junta para formarem um complexo de activagao de proliferacdo
tumoral, ou por outro lado, uma diminui¢ao dos inibidores do CDK4, pertencentes ao grupo
INK4, como as proteinas P16 e P19.3° Na nossa série a Ciclina D1 que se encontra habitualmente
aumentada nos MM foi positiva em 11 de 14 MMD testados, CDK4 foi negativa em 14 dos 15
casos testados tendo sido apenas as duas concomitantemente positivas num dos casos. Alguns
dos CDKi da familia INK4, que se encontram muitas vezes diminuidos em MM, foram por nds
testados como o P16 que foi negativo em 6 dos 14 casos testados e o P19 que foi negativo em

todos os 14 casos testados.

Retinoblastoma que sabemos ser muito importante no controle celular, impedindo que
células danificadas ultrapassem a fase celular G1, impedindo a sua passagem a fase S, de sintese
de ADN, a partir da qual a célula se podera imortalizar. Retinoblastoma que foi por nds testado
por imuno-histoquimica estava presente em 11 dos 15 casos testados, mas este dado nao nos
permite avaliar se a marcagdo corresponde a sua forma activa hipofosforilada ou inactiva

hiperfosforilada.

CDK?2, que costuma estar elevado na fase S do ciclo celular de tumores, actua sob a forma
de um complexo com as Ciclinas A ou E. CDK2 encontrava-se presente em 8 dos 15 MMD por
nos testados. Os seus inibidores, P21 e P27, encontravam-se aumentados em 4 dos 13 casos

testados e em 8 dos 15 casos testados, respectivamente.

No tipo particular de MM por nés estudado, o MMD, algumas perguntas se podem

colocar, nomeadamente qual a origem da desmoplasia e que tipo de células a constituem.

A origem da desmoplasia nos tumores malignos é controversa. Na maioria dos tumores
malignos (por exemplo, carcinoma cirroso da mama e linite plastica do estdmago) o fibroblasto
e o miofibroblasto tém sido implicados na reaccao benigna do estroma as células malignas.3803!
Em alguns tumores contudo, a desmoplasia e a forma fusiforme das células foi interpretada
como fibroplasia adaptativa, processo em que as células tumorais malignas, nao fibroblastos,
adquirem a capacidade de produzir colagénio, um achado nao habitual na célula original. Este
fenomeno foi anteriormente descrito em alguns tumores epiteliais de células fusiformes??23+ e

em mesoteliomas desmoplasicos.3853%

Em alguns MMD pensa-se que as células tumorais melanociticas adquirem a capacidade
funcional e os achados ultraestruturais de células da linhagem fibroblastica. Foi sugerido que as
células fusiformes representam uma metaplasia mesenquimatosa das células neoplasicas.3?

Uma explicagdo alternativa deste fenémeno consiste na fusdo celular entre as células
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neoplasicas, por um lado, e os fibroblastos e miofibroblastos, pelo outro.’® Esta expressdo
funcional e morfolégica dos melanocitos malignos no MMD poderia corresponder a

heterogeneidade tumoral.?”

Para Labrecque e col.3 a desmoplasia no MMD é um processo reactivo benigno,

enquanto para Conley e col.2¢ e Valensi e col.37237 este processo € melanocitico e maligno.

Lynn From e col.3® em um estudo de microscopia electrénica, revelaram a presenga de
pré-melanossomas e de melanossomas em células fusiformes que mostravam diferenciacdo
fibroblastica e miofibroblastica, tanto em MMD primério como em metéstase. O facto de as
células fusiformes nao evidenciarem actividade fagocitica e de os melanossomas nao se
encontrarem ligados a membrana (membrane-bound) indicam que a melanina citoplasmatica ndo
foi fagocitada. Concluiram assim que os melandcitos seriam transformados em fibroblastos

“adaptativos” capazes de sintetizar simultaneamente colagénio e melanina.

Winnepenninck e col.>®® publicaram em 2003 na Appl. Immunohistochem. Mol. Morphol.
um estudo do fendtipo de 9 MM de células fusiformes, usando marcadores melanociticos,
neurais e mesenquimatosos. As células neopldsicas exprimiram marcadores melanociticos
5100, Mel-CAM e NKIC3, mas foram negativas para HMB-45 e Melan-A, enquanto que a
Tirosinase e o C-KIT foram positivos em 2 de 7 casos estudados. A maioria dos casos exprimiu
marcadores neurais, como o receptor do factor de crescimento neural P-75, a molécula de
adesdo a célula neural e o NSE. Todos os casos exprimiram vimentina, mas foram negativos
para os marcadores mesenquimatosos CD34 e AML. Todos os MM de células fusiformes
mostraram uma expressao difusa e forte para os marcadores fibroblasticos CD90 (Thy) e CD13
(aminopeptidase N) e também exprimiram com intensidades variadas a enzima hidroxilase-4-
prolil envolvida na formacao de procolagénio. Especulou que a co-expressdao de marcadores
melanociticos, neurais e fibroblasticos sugere uma diferenciagao bidireccional dos melandcitos
neopldsicos para (mio)fibroblastos e células de Schwann, um achado confirmado por
microscopia electrénica. Concluiu que a ndo-marcagao por CD90 e CD13 numa grande
variedade de lesdes melanociticas, sugere a especificidade destes marcadores no MM de células
fusiformes. Os nossos resultados contrariam esta afirmagao de Winnepenninck e col. pois de 15
MMD testados com CD13, s6 apenas em um observamos positividade focal para este marcador

fibroblastico.
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Pode pensar-se que o MMD esteja associado com uma inequivoca proliferacdo
miofibroblastica. Kacerovska, Kazakov, Kutzner e col3® efectuaram marcacdo imuno-
histoquimica dupla com proteina S100 e AML (actina do musculo liso) em MMD, que nao
evidenciou co-expressao destes dois anticorpos nas mesmas células tumorais, apesar de cada
marcador individualmente demonstrar a presenga de duas édreas celulares distintas no mesmo
tumor, com marcagao positiva para cada um dos dois anticorpos usados individualmente. Nos

15 MMD por nos testados, com AML, apenas um expressou moderadamente este marcador.

Em estudos de microscopia electronica foi demonstrada a presenca de achados citologicos
malignos no componente miofibroblastico, incluindo alta celularidade, pleomorfismo e mitoses

atipicas que preenchem os critérios de corresponder a um sarcoma de baixo grau.3%

Os mecanismos histogenéticos deste fenémeno sao especulativos, podendo admitir-se
duas possibilidades. Primeira hipotese, a presenca de um componente miofibroblastico pode ser
atribuida a uma transformacao metaplasica maligna (diferenciagao divergente), semelhante ao
que ocorre nos carcinomas sarcomatdides metaplésicos ou gliosarcomas. E um fenémeno bem
conhecido, que os carcinomas do tracto genital feminino, especialmente com origem no ttero e
nos ovarios, podem produzir um componente sarcomatdide de células fusiformes que
frequentemente, mas nao sempre, € positivo para citoqueratinas. Raramente, este componente
sarcomatoide revela morfologia heteréloga de rabdomiosarcoma ou de condrosarcoma, sendo
totalmente desprovido de caracteristicas epiteliais a todos os niveis, morfoldgico, imuno-
histoquimico e até ultraestrutural. No entanto, quando estes carcinomas metaplasicos
metastizam, originam metastases de carcinomas puros, desprovidos de quaisquer aspectos
sarcomatoides do tumor que lhe deu origem. Estdo descritos casos de carcinoma papilar seroso
puro, localizados no ttero, sem componente metaplasico, cujas metastases correspondem a
carcinoma metapldsico exibindo aspectos de carcinoma papilar seroso com componente
sarcomatoide de células fusiformes, negativo para citoqueratinas. Uma segunda possibilidade,
alternativa, em que as células do MMD induziriam inicialmente uma proliferagdo
miofibroblastica reactiva, que sé mais tarde se tornaria maligna, apos razdes desconhecidas

(radiacao actinica?).3!

Apesar de ainda ndo compreendermos totalmente o papel da biologia do estroma, na
progressao tumoral, parece ser cada vez mais evidente que o tumor maligno ¢é influenciado por
sinais com origem no estroma. Foi demonstrado que anomalias genéticas nos tecidos

envolventes do tumor condicionam alteragdes nas interacgdes reciprocas entre as células
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epiteliais e mesenquimatosas, desempenhando um papel importante na carcinogénese
mamaria.*? Foi descoberto que fibroblastos associados ao carcinoma da mama e os seus
complementos (counterparts) mostram alteracoes especificas de neoplasia.’* No que diz respeito
as lesdes melanociticas, especula-se que as interac¢des entre 0 MM e o estroma sdo importantes,
e que o didlogo entre MM e os fibroblastos, mediado por factores soliiveis e pelo contacto
directo célula a célula, pode resultar na activacdo do estroma e contribuir assim para a

progressdo tumoral.®*

A auséncia de expressao de Fascina parece estar associada a um maior risco de
metastizacdo.’® Registdmos auséncia de marcacao por Fascina em 10 dos 14 MMD da nossa

série, mas nao foi possivel relacionar com a metastizagao.

Num estudo da expressao de N-caderina em 21 MMD realizado por Attis e col.3'¢ em
2006 e publicado na Human Pathology foi demonstrado que 10 casos foram fortemente positivos,
3 focalmente positivos e 8 negativos para este marcador e que do grupo de 7 doentes (n = 21)
que tiveram metastases a distancia, 6 expressavam fortemente N-caderina. Concluiram que a
N-caderina pode ser um marcador util na identificagdo de um subgrupo de MMD com maior
potencial metastatico. No nosso estudo das células tumorais de MMD efectuado com N-caderina
salientamos a expressao em 11 dos 15 casos estudados. Infelizmente o tempo de seguimento
deste grupo de doentes nao é suficientemente longo para podermos relacionar este dado com a

eventual maior probabilidade de metastizagao do tumor.

O registo completo das variaveis clinicas, histoldgicas e imuno-histoquimicas estudadas

encontra-se disponivel, em formato electrénico, no CD que acompanha este trabalho.

Trata-se, por conseguinte, de um estudo retrospectivo, observacional. Como é quase de
regra em estudos deste tipo, ha o registo de um grande nimero de varidveis, e
comparativamente poucos casos. Inicialmente, antes de obtidos os dados de seguimento, nao
havia uma varidvel resposta que focasse a inquiricao estatistica; além disso, quase todas as

variaveis respeitavam a caracteristicas qualitativas, dando origem a meras contagens.

A tUnica variavel obtida por medicdo — Breslow — apresenta registos que claramente
revelam que ha uma alteragao de escala com a variacdo da espessura: valores inferiores a 3 mm
sao em geral medidos até as décimas da unidade de medigao, valores superiores a 4 mm sao em
geral registados como valores inteiros, o que poderia ser embaragoso no caso de haver outras

variaveis continuas que nos levassem a estudos de correlagao ou regressao.
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Assim, predominam neste ficheiro varidveis nominais (mesmo no caso em que se tinha
tentado fazer observagdes politdmicas originando varidveis ordinais, a escassez de registos nas
classes levou posteriormente a uma necessidade de redugao dicotomica, com concomitante
passagem a variaveis nominais). Limita isso grandemente a exploragao estatistica dos dados,
que fica restringida a uma pesquisa de associagdes entre varidveis qualitativas, ou a uma

investigacao de aleatoriedade na classificagdo dos dados.

No que respeita a investigagdo da aleatoriedade, estamos também a referir-nos ao
seguinte: usando a variavel Breslow para reordenar os dados, pode testar-se a hipotese nula de
aleatoriedade de um atributo dicotémico com base na contagem de runs (sequéncias) de 0 (zero)

e 1 (um).

No que respeita a investigacdo de associagdes, os dados podem ser organizados em
tabelas de contingéncia (neste caso de margens livres), e usar-se as metodologias cléssicas de
analise de tabelas de contingéncia no caso bidimensional (com eventual recurso a algoritmos
exactos, em vez da aproximagao do qui-quadrado, sempre que a escassez de dados levante
duvidas sobre a qualidade da aproximacgao), e modelos log-lineares no caso de
dimensionalidade mais elevada. O resumo tabular da informagdo e apresentagao grafica dos

dados ajudam também ao seu conhecimento.

Os dados sao deficientes em perspectiva estatistica e por isso as conclusdes devem ser
cuidadosamente ponderadas e recomenda-se, por exemplo, a leitura de: Biometrical
Interpretation,®¢ Intuitive Biostatistics,®” Statistical Rules of Thumb®® e resta-nos esclarecer que no
que se refere aos resultados, a exploracao estatistica foi feita a nivel descritivo elementar, com a
parte de estatistica inferencial (analise de possiveis associagdes) feita com apoio do package
estatistico R. Em todas as situagdes em que € posta em causa a aproximacao do qui-quadrado,

usaram-se algoritmos de calculo “exactos”.

Devido ao facto do presente trabalho se inscrever numa corrente de investigagdo de
varios autores perspectivamos fazer um estudo de meta-analise harmonizando os nossos
resultados com os de outros investigadores. A meta-andlise tem um relevo cada vez maior em
publicagdo cientifica, nomeadamente em Medicina, e a série de artigos de Davey e col.341 e
Egger e col.#0%403 publicados a convite do Editor no British Medical Journal sao um indicador
seguro da importancia desta matéria. No entanto ndo existem, por enquanto, sinteses meta-
analiticas sobre MMD, existindo apenas uma revisao sistematica de Lens e col.%* que muitos

consideram ser o grau zero da meta-analise.
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O artigo de Lens e col.3% assume-se no préprio titulo como uma revisdo sistematica:
Desmoplastic malignant melanoma: a systematic review, e nao como uma sintese meta-analitica. De
facto ha, do ponto de vista conceptual, uma diferenca grande entre os dois conceitos. Uma
revisao sistematica procura fazer um balan¢o da bibliografia sobre um determinado assunto
(escolhida com um filtro que deve ser claramente indicado, neste trabalho os estudos foram
realizados com pelo menos 10 participantes reportando caracteristicas clinicas e histologicas do
tumor); as conclusdes possiveis sao em geral mais alicercadas em bom senso do que em
métodos formais da Estatistica, ainda que se procure organizar informacgao quantitativa e
qualitativa existente na literatura estudada, nado ultrapassando muitas vezes estatistica

descritiva.

As sinteses meta-analiticas sdo mais ambiciosas. Comegam, como as revisdes sistematicas,

por uma seleccao dos estudos que se procura sintetizar/harmonizar.

Em geral, os objectivos sao chegar a conclusdes de sintese usando informagao dispersa,

nomeadamente:

— Construgao de uma estimativa sintética de um parametro, e indicagdo de um intervalo de
confianca, usando os dados que suportaram os estudos incluidos, ou, na sua auséncia, os
intervalos de confianca neles reportados (tendo em linha de conta, evidentemente, a
dimensao das amostras que cada estudo usou, e a influéncia que isso teve no calculo de

erros padroes).

— Sintese meta-analitica de diversos testes, por exemplo sobre o efeito médio de um
tratamento, ou comparacao de efeitos médios de diversos tratamentos, o que exige em geral
o computo de uma escala comum para relativizar diferengas observadas. Tal como no caso
anterior, isso é em geral viavel para a analise de efeitos MEDIDOS, e os métodos mais
interessantes assumem que os dados sdo gaussianos, ou que existe uma transformagao
adequada (key inferential function), em geral associada a métodos de estabilizacao da
variancia, que permitem obter dados transformados adequados a um ajustamento

gaussiano.

— Existem ainda formas de meta-analisar diversas tabelas de contingéncia (testes de Cochran-
Mantzel-Haenszel), apropriados para dados nominais — desde que se tenha acesso por
exemplo aos valores-p dos testes feitos pelos diversos autores (a informagao de niveis de

significancia nao ¢é suficiente).
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Assim, no caso de MMD néo existem sinteses meta-analiticas, porque os estudos publicados

nao contém suficiente informagao quantitativa para se fazer estudos meta-analiticos crediveis.

A esperanca residiu durante algum tempo, num novo desenvolvimento da meta-analise,
chamada meta-andlise cumulativa. Consiste no acumular de informagao, obtida passo a passo,
em patologias muito raras ou em que os tratamentos sejam dispendiosos ou muito dolorosos,
até se poder chegar a evidéncia q.b.; mas no que se refere aos marcadores, ainda nao foi

alcancada.

A acumulagao de anotag¢des sobre trabalhos publicados por diversos autores convenceu-
-nos, porém, que é ainda prematuro fazer uma meta-andlise sobre MMD, porque a informagao
publicada incide sobretudo sobre dados qualitativos, e mesmo estes tém um grau de
objectividade contestavel. Foram publicados recentemente diversos “manuais” de meta-analise,
que dao conta do avanco desta subdrea da Estatistica: Statistical Meta-Analysis with
Applications,** Introduction to Meta-Analysis®> e Meta Analysis — A Guide to Calibrating and
Combining Statistical Evidence.*%6 Em nenhum deles, ha métodos compativeis com o tratamento

de dados nominais como aqueles de que dispomos na série de 113 casos que tratamos.

Citando Egger and Davey Smith*? “...These examples have been taken to suggest that further
studies in large numbers of patients may be at best superfluous and costly, if not unethical, once a
significant treatment effect is evident from meta-analysis of the existing smaller trials...” parece
justificar a tentativa de, com custos moderados, contribuir para o estudo do valor diagndstico e

prognostico dos marcadores imuno-histoquimicos no MMD.
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CAPITULO 7

Conclusoes

No presente trabalho estudamos as caracteristicas clinicas e histologicas de uma série de
113 doentes com melanoma maligno desmoplasico (MMD) e as caracteristicas imuno-
histoquimicas de um subgrupo de 15 desses doentes, tentando estabelecer o valor diagnoéstico e
prognostico de algumas destas caracteristicas.

O estudo foi efectuado com recurso a uma grande série de casos desta uma patologia,
relativamente rara, e dele concluimos ser este tumor maligno uma entidade clinico-patoldgica
de dificil diagnéstico por:

— Auséncia de pigmento melanico em cerca de 80% dos casos.

— Morfologia celular predominante constituida por células fusiformes dispersas num

estroma fibroso, que se assemelham a fibroblastos.

— Baixo indice celular mitdtico.

— Auséncia de componente tumoral intra-epidérmico em cerca de um quinto dos
casos.

— Auséncia de marcador imuno-histoquimico com 100% de especificidade que
permita um diagnoéstico de certeza. Daqui resulta a necessidade de recurso a painel
de marcadores que auxiliem no diagndstico diferencial com outras neoplasias de
células fusiformes.

Clinicamente, concluimos que o tumor se localiza preferencialmente em dreas de
exposicdo cronica a radiacdo actinica, particularmente na face de individuos idosos. A idade
média de apresentagao foi de 71 anos e variou entre os 43 e os 92 anos. Quatro em cada 5 dos
doentes estudados tinham mais de 60 anos na altura do diagnostico. Quando relacionamos o
sexo dos doentes com a idade de aparecimento do tumor, encontrdmos predominancia do sexo
masculino sempre que o MMD surgiu em doentes com menos de 71 anos de idade e do sexo

feminino quando surgiu acima dos 71 anos.
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O MMD é uma neoplasia maligna, confirmada pela sua metastizagdo e surgiu como
causa de morte em 7 de 55 doentes, avaliados a data da execuc¢do deste trabalho. Esta variedade
de MM tem um comportamento bastante semelhante a um sarcoma uma vez que a metastizagao
para os ganglios linfaticos regionais € excepcional, apesar da ocorréncia de metastases a
distancia Estes achados, na nossa opinido questionam a realizagdo, por rotina, de biopsia de
ganglio sentinela em doentes afectados por este tumor.

Por histologia, identificamos no MMD dois tipos de melandcitos — fusiformes e
epitelidides, com franco predominio do primeiro tipo celular. Estes sdo habitualmente
pleomorficos, de nucleos quase sempre vesiculosos e hipercromaticos, com baixo indice
mitotico e estao dispersos por estroma conjuntivo denso. Em cerca de um quinto dos casos
existem depdsitos de mucina no estroma, o que confere aspecto de neurofibroma.

Concluimos ainda que:

— Quanto maior foi a espessura tumoral, maior foi a ocorréncia de neurotropismo

(p < 0,5). Pensamos ser este achado importante para o diagnostico, podendo ainda
ter valor prognostico.

— A separacdo entre as variantes “pura” e “mista ou combinada” de acordo com a
area ocupada pela desmoplasia parece nao ter interesse nem no diagndstico clinico,
nem no histoldgico. No entanto as metastases a distancia ocorreram com menor
frequéncia na variante “pura” o que indicia eventual interesse progndstico.

— Os agregados nodulares de pequenos linfécitos, no interior ou em redor da
neoplasia, esbocando por vezes a formacgdo de centros germinativos, estavam
presentes em mais de metade dos casos da variante pura de MMD. Este achado
histologico pode constituir suspeita diagndstica de MMD e além disso especulamos
o seu significado reaccional.

— E quase constante a auséncia de nevo melanocitico associado a0 MMD; deduzimos
assim estarmos em presenca de um tumor melanocitico formado “de novo”.

—  Que o diagnostico histologico é efectuado quase sempre quando o tumor invade a
derme profunda ou mesmo a hipoderme (96% tém um nivel de Clark IV ou V) e em
metade dos doentes o tumor tem uma espessura igual ou superior a 4 mm, com o
consequente pior prognostico. Concluimos da analise dos diagnosticos clinicos
provisdrios 4 data da biopsia e da correlagao clinico-patologica estarmos em
presenca de um tumor de dificil diagndstico e portanto de excisao tardia em

avancado estado de evolugao.
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— Apesar da grande espessura observada aquando da realizagdo do seu diagnostico, a

ulceracdo ocorreu apenas em 12% dos casos.

— Invasao vascular apenas se demonstrou em 1% dos casos.

— Nunca se observou metaplasia 6ssea, nem cartilaginea.

Do estudo imuno-histoquimico concluimos que as células tumorais expressam poucos
marcadores de diferenciacdo melanocitica, que interpretamos como consequéncia da baixa
diferenciagao desta variedade de MM. Foi excepg¢ao a proteina S100 que foi sempre positiva e
por nods utilizada como um dos critérios diagndsticos. O marcador P75 foi fortemente expresso
pelas células tumorais fusiformes, pelo que na nossa dptica tem grande utilidade no diagndstico
de MMD. Pelo contraste de marcagdo entre as células tumorais e as da restante peca, este
marcador surge-nos como importante no estudo das margens cirtirgicas livres de tumor.

A presenca de células positivas para C-KIT, em cerca de metade dos doentes, deixa-nos
pista para potencial interesse terapéutico.

Segundo o nosso estudo, as células tumorais do MMD tém um alto indice proliferativo,
expresso pela forte marcacao pelo Ki-67 e baixo indice mitético, também demonstrado pela
baixa expressao do marcador MPM-2. Além disso, estas células ndo expressam marcadores de
diferenciagao fibroblastica (CD13), vascular (CD34) ou muscular (AML).

Destacamos do estudo com marcadores de sinalizacdo e progressao tumoral, o aumento
de expressdo de Ciclina D1, a auséncia de expressao de CDK4, assim como a quase total
auséncia dos seus inibidores, particularmente P19 e em menor niimero de casos P16.

A CDK2, em regra elevada em tumores malignos, foi positiva em metade dos casos. Os
seus inibidores P21 e P27, habitualmente negativos nos MM, foram negativos em 4 de 13 e em 8
de 15 MMD testados.

Em cerca de metade dos casos nao se detectou presenca da proteina oncossupressora
PTEN. Quando comparados os 2 grupos de PTEN, negativo e positivo e os correlaciondmos
com a espessura média dos MMD, verificdmos um valor médio de espessura tumoral de 5,7
mm e de 8,3 mm para os 2 grupos, respectivamente.

Retinoblastoma foi positivo em cerca de % dos casos estudados por imuno-
histoquimica, por vezes com marcagdo muito intensa- O seu significado € incerto pois
desconhecemos estarmos em presenca da sua forma activa hipofosforilada, da inactiva
hiperfosforilada ou da existéncia de mutagao.

Concluimos também da auséncia de mutagdo V600E do gene BRAF.

123



MELANOMA MALIGNO DESMOPLASICO

Este conjunto de dados levam-nos a sugerir que o tumor resulte essencialmente da
inibi¢do da apoptose das células tumorais, representada pela auséncia de PTEN e de P19 e nao
so pela via proliferativa do MAPK, expresso pelo escasso numero de mitoses. Especulamos
assim, ter o dano actinico crénico papel importante na génese deste tumor.

A grande maioria das células tumorais expressava N-caderina e Fascina indiciando
existéncia de dois subgrupos de MMD, com prognosticos distintos. Contudo, pelo curto periodo
de seguimento dos doentes, ndo nos foi possivel estabelecer relagdes progndsticas precisas. A
marcagao por N-caderina poderd indicar tumores com maior capacidade de metastizagao.

Do estudo estatistico realizado concluimos nao ser possivel a realizacao de avaliagao
por meta-andlise, mesmo com recurso a meta-andlise cumulativa, uma vez que os estudos

publicados nao contém suficiente informagao quantitativa.
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CAPITULO 9

Anexos

9.1. FIGURAS

Figura 1. Localiza¢des anatdémicas distintas de MMD: A e B - regido frontal, C - labio

inferior, D — subungueal

Figura 2. Lesoes amelanoticas de MMD simulando: A — verrugas vulgares, B — queratoses

actinicas, C — tumor indiferenciado, D — basalioma

Figura 3. LesOes pigmentadas de MMD simulando: A e C — carcinoma espinocelular, B -

verruga seborreica, D — melanoma maligno

Figura 4. Melanoma desmoplasico em H&E. A: Pequena ampliacdo de uma lesdo que
afecta difusamente toda a derme e atinge o tecido celular subcutdneo. B: A epiderme
mostra certo grau de hiperplasia e ndo se observa componente melanocitico juncional, nem
intraepidérmico. C: A lesao é constituida por feixes de células fusiformes. D: Entre as

células neoplasicas observa-se marcada desmoplasia do estroma

Figura 5. Diferentes padrdes de compromisso intraepidérmico em MMD, apesar de todos
eles se caracterizarem pelo predominio de melandcitos isolados sobre tecas de
melandcitos. A e B: Padrdo de léntigo maligno. C: Padrao de melanoma maligno de

extensao superficial in situ. D: Padrao de melanoma maligno acrolentiginoso in situ.........

Figura 6. Diferentes padrdes de infiltracao neural em MMD. A: Perineural. B: Intraneural.

C: Com infiltrado linfocitario denso perineural. D: Perineural em “casca de cebola” ................
P

Figura 7. Diferentes tipos citoldgicos observados no MMD. A: Em ninhos de células
redondas que ddo a lesdo uma aparéncia nevdide. B: Nucleos ligeiramente

hipercromaticos. C: Células fusiformes de nticleo pequeno e com escassa atipia. D: Nucleos

maiores e pleomorficos

69

70

70

75

77

151



MELANOMA MALIGNO DESMOPLASICO

Figura 8. As figuras de mitose podem ser observadas nos melandcitos neoplasicos de MMD,

tanto no componente intraepitelial (A), como no componente intradérmico (B, C e D).....ccccccuvuru

Figura 9. MMD com abundantes agregados linféides. A. Pequena ampliacdo mostrando
uma lesao que infiltra difusamente toda a derme e atinge o tecido celular subcutaneo. Os
agregados linféides sao mais abundantes nas areas profundas da neoplasia. B: Também se
observam agregados linféides salpicando o componente dérmico do tumor. C: Nas areas

profundas do tumor é mais evidente a desmoplasia da lesdao. D: Detalhe dos agregados

linféides na unido dermo-hipodérmica

Figura 10. Imunomarcagdo para proteina S-100 de um MMD. A: Pequena ampliacdo
mostrando células isoladas com expressdo de proteina S-100 em toda a espessura da
neoplasia. B: Em maior aumento, observa-se o escasso componente juncional S-100
positivo e a positividade de muitas das células do componente dérmico. C: A maioria das
células fusiformes, imersas no estroma desmoplasico, expressa proteina S-100. D: A

imunomarcacdo da proteina S-100 pode ser observada tanto no ntcleo, como no

citoplasma das células neopldsicas

Figura 11. Imunomarcagao para Melan-A de um MMD. A: Pequena ampliagao mostrando
positividade apenas no componente intraepidérmico e negatividade na quase totalidade
do componente dérmico. B: Em maior ampliacdo observa-se que sé algumas das células
neoplésicas isoladas, localizadas na derme superficial, expressam Melan-A. C: Intensa
positividade para o Melan-A do componente intraepidérmico da neoplasia. D: A expressao
de Melan A no componente intraepidérmico observa-se tanto em células neoplasicas
dispostas ao longo da uniao dermo-epidérmica como em células isoladas dispersas nas

camadas altas da epiderme

Figura 12. Imunomarcagao para MITF de um MMD. A: Pequena ampliacdo mostrando que
as células neoplasicas fusiformes do componente dérmico sdo positivas na metade
esquerda do tumor. A maioria das células neoplasicas localizadas na metade direita do
tumor incluindo as que salpicam os numerosos agregados linféides, nao expressam MITF.
B: A positividade das células neoplasicas para MITF observa-se em toda a espessura do
componente intradérmico. C: Nestas areas predominam os feixes de células fusiformes
MITF positivas, com escasso estroma desmoplasico a separa-los. D: Em maior ampliacao

observa-se que a positividade para MITF se localiza no nucleo das células neoplasicas........

Figura 13. Imunomarcagao para P75 de um MMD. A: Pequena ampliagdo mostrando
intensa imuno-expressao de P75 nos componentes intraepidérmico e dérmico da neoplasia.
B: O componente intraepidérmico da neoplasia, que expressa P75, localiza-se
preferencialmente ao longo da camada basal da epiderme. C: Intensa positividade para
P75 nas células neoplasicas do componente intradérmico. D: Em maior ampliagao observa-
se o pleomorfismo nuclear das células neoplasicas, assim como a sua morfologia fusiforme

ou ovalada dependendo do plano de corte
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Figura 14. Imunomarcacdo para C-KIT de um MMD. A: Pequena ampliacdo mostrando
que a neoplasia é negativa para C-KIT em toda a sua espessura. B: Em maior aumento
adivinha-se que algumas células isoladas, salpicadas pela neoplasia, expressam C-KIT. C:
Estas células C-KIT positivas sao mais redondas e com citoplasma mais vasto que os
melandcitos neoplasicos, que exibem uma morfologia fusiforme com citoplasma escasso.
D: Em maior ampliacio comprova-se que as células C-KIT positivas sao mastdcitos

dispersos na lesdo tumoral

Figura 15. Imunomarcagao para MPM-2 de um MMD. A: Em pequena ampliacao observa-
se escassa expressdao deste marcador em toda a espessura da neoplasia. B: A expressao
maxima deste marcador é observada nas células dos agregados linféides, enquanto que a
grande maioria dos melandcitos neoplasicos sao negativos. C: Em maior aumento,
comprova-se que a maioria dos melandcitos neopldsicos ndo expressam MPM-2, o que esta

de acordo com o baixo indice mitdtico desta neoplasia. D: S6 alguns nucleos isolados das

células neoplasicas expressam MPM-2

Figura 16. Imunomarcagao para P21 num MMD. A: Pequena ampliagdo em que se observa
escassa imunomarcagao para este marcador na maioria das células neoplasicas. B: Em
maior aumento, comprova-se que a expressao deste marcador é mais intensa no
componente intraepidérmico e dérmico superficial da neoplasia. C: Algumas células
isoladas dos feixes de células fusiformes expressam P21. D: Em maior aumento, comprova-
se que a expressao de P21 é mais acentuada no nticleo de algumas células neoplasicas, que

aparece pleomorfico e hipercromatico

Figura 17. Imunomarcagao para P27 num MMD. A: Pequena ampliagdo em que se observa
intensa imuno-expressao para P27 nas células neoplasicas. B: A positividade para o P27
observa-se tanto no componente intraepidérmico como no dérmico do tumor. C: Detalhe
da intensa reactividade para P27 nas células fusiformes dos feixes intradérmicos da
neoplasia. D: Detalhe da maior intensidade de imunomarcagao para P27 nas células mais

pleomorficas

Figura 18. Imunomarcagao para o gene de retinoblastoma num MMD. A positividade para
este marcador é observada tanto nos feixes de células fusiformes (A e C) como nos ninhos

de células mais arredondadas (B e D)

Figura 19. Imunomarcagao para N-caderina num MMD. A: Pequena ampliacdo em que se
observa que a positividade para este marcador esta circunscrita ao componente dérmico
da neoplasia. B: A maior aumento, observa-se a expressao de N-caderina nas células de
todo a espessura do componente dérmico da neoplasia. C. As células que expressam N-

caderina possuem uma morfologia fusiforme. D: Detalhe da expressividade citoplasmatica

para N-caderina
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ANEXOS

Tabela da série de MMD estudados

Nas paginas seguintes anexamos Tabela contendo as varidveis clinicas e histoldgicas
estudadas nos 113 casos:

— Sexo

— Idade

— Localizagdo anatémica

— Diagnostico Clinico

— Variante de MMD em relagao com o grau de desmoplasia
— DPresenca de componente melanocitico intraepidérmico
— Invasao folicular

— Elastose

— Ulceracao

— Espessura do MM em mm

— Nivel de Clark

— Envolvimento neural

— Invasao vascular

— Morfologia dos melandcitos

— Morfologia dos nuicleos dos melanécitos

— Ntmero de mitoses/mm?

— Quantidade histolégica de pigmento melanico
— Agregados linféides

— Localizag¢ao do infiltrado inflamatorio na derme
— Regressao

— Espessura da epiderme

— Faixa de Grenz

— Presencga de nevo associado

— Quantidade de mucina no estroma

— Ocorréncia de metaplasia dssea ou cartilaginea
— Meses de seguimento do doente

— Situacao actual do doente — vivo ou morto

— Recidiva local

— Invasao ganglionar

— Metastases sistémicas.

— Em BOLD todos os 15 casos estudados por imuno-histoquimica:

o 76,78,83,84,87,88,92,94, 95,98, 99, 102, 103, 104, 110.

— Legenda na pagina 158
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Legenda da tabela dos 113 casos de MMD

0, ausente

<1 mitose/mm? (taxa mitotica baixa)

1 -4 mitoses/mm? (taxa mitdtica moderada)
>4 mitoses/mm? (taxa mitotica alta)
A, epiderme atrdfica

ABC, 12, 22 ou 32 bidpsia ou excisao
AEp, auséncia de epiderme

At, nucleo atipico

BSE, bolha subepidérmica

C, MMD combinado ou misto

CG, células multinucleadas

Dest, destruigao dos foliculos pilosos
DFSP, dermatofibrosarcoma protuberans
E, melandcito epitelidide

E1, elastose escassa

E2, elastose moderada

E3, elastose abundante

EN, envolvimento endoneural

F, melandcito fusiforme

FXA, fibroxantoma atipico

H, ntcleo hipercromatico

Ht, epiderme hipertrofica

IF, invasao folicular

IV, invasdao vascular

L, presenca de agregados linféides
LM, léntigo maligno

M, morto

M1, mucina escassa

M2, mucina abundante

MC, melandcito multinucleado

MM, melanoma maligno

MMCcS, MM de crescimento superficial
MMD, melanoma desmoplasico
Mono, nticleos monomorfos

N, epiderme com espessura normal para a drea anatomica
NA, nevo associado

ND, nao disponivel

Ov, melandcito ovéide

P, MMD puro

Pag, disseminagao melanocitica intraepidérmica pagetodide
Pleo, ntcleos pleomorficos

P1, pigmento melanico escasso

P2, pigmento melanico abundante

PN, envolvimento perineural

R, melandcito redondo

Reg, regressao

S, atipia melanocitica intra-epidérmica nao classificavel
SP, derme superficial e profunda

SUP, derme superficial

U, ulceragao

Ves, nticleo vesiculoso

V, vivo

7ZG, faixa de Grenz
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9 91/128221 F | 85 MALAR VERRUGA c LM Dest | E3 | 0 15 v 0 0 ov Ves o| P2 | L|swp|o| A o] o]o 0 ND | V| ND ND ND
SEBORREICA
10 92/068720 M| 72 MALAR QUISTO c 0 o |E2| 0 9.0 v 0 0 F Ves 6 0 Ll o |o| N |zs]| 0] o0 0o | 13214 | ™ 0 0 2003
11 92/092613 M | 81 MALAR BASALIOMA c Pag F | E2] o 2.0 v 0 0 F Ves o | Pt | o o | o| H | o] o] o 0 707 | ND| ND ND ND
12 | 92/008543+92/k5522 | F | 78 FRONTAL BASALIOMA c LM F | E2| U 6.5 v EN+PN 0 F Pleo 3| Pt | L|swp|o| A | o|Na|M2| O ND | v | ND ND ND
13 92/107689 F | 60 | PALPEBRA BASALIOMA c LM o | B3| U 12 v 0 0 F Ves 0 0 0 o |o| A |zs| o M| o 1772 | v | ND ND ND
14 92/112666 F | 72 | TEMPORAL BASALIOMA c LM o | E2] 0 7.0 v 0 0 F Ves o | Pt | o o |o| A |zs]| o] o o | 16418 | M | ND ND ND
15 93/043791 F | 83 MENTO ATV e 0 o | E1] 0 20 v 0 0 F Ves 0 0 ol sP |o| N |ze| oo 0 799 | M | ND ND ND
16 93/058668 M | 70 OMBRO NEVO C | PagtrTecas | 0 | E1| 0 40 v 0 0 F Ves o| Pt |o|swp|o| N |zs]| 0] o0 o | 16641 | v | ND ND ND
17 93/151607 F | 78 FRONTAL SN A P Pag F | B3| o 6.0 v 0 0 F Ves 0 0 Ll o | o N |o0o]o]o 0 1447 | M | ND ND ND
18 93/152381 M | 63 PESCOCO BASALIOMA c 0 o | E2| U 7.0 v EN 0 F Ves 0 0 L|sp | o| N [ze]| 0 |M2]| o |15026]| Vv | ND 0 0
19 93/157331 F | 62 MALAR TUMOR c LM F | E3| o 1.9 v PN 0 Pleo+F H 0 0 ol sP ol N |o|o]o 0 ND | V| ND ND ND
VERRUCOSO

20 93/113841 F ol oo MALAR BASALIOMA P LM F | E2] o 5.0 v 0 0 E+F H 2 0 o |swp|lo| N |ze| oo 0 ND | V| ND ND ND
21 94/227002 M| 43 DORSO BASALIOMA C | PagtTecas | IF | 0 | o 40 v EN+PN 0 F Ves o| Pt |oflswp|o| N | o] o |mM]| o ND | V| ND ND ND
22 94/266282 M | 74 | TEMPORAL AV I LM Dest | E2 | U 3.7 v 0 0 F Ves 0 0 Llswp|o| A 0] o]o 0 ND | V| ND ND ND
23 94/294467 M | 70 MALAR BASALIOMA c LM F | E2] o 25 v 0 0 | PleotF+MC H ol Pt | L|sp|o| A |o]o]o o | 118 | v | ND ND ND
24 94/03672 Mu 79 |  PALPEBRA LM LM E1 14 v 0 Pleo+F H 0 0 0| o | m ND ND ND ND
25 94/02111 Mu 50 MALAR MMD LM E1 25 v 0 F H 0 0 ool o ND ND ND ND
26 93/10574 Mu 66 MALAR LENTIGO SIMPLES LM E1 14 v 0 Pleo+F H 0 0 ool o ND ND ND ND
27 93/06661 Mu 78 ND ND LM E3 6.0 v 0 F H 0 0 0] o | m ND ND ND ND
28 92/07673 Mu 79 | PRE-ESTERNAL MM LM E1 55 v 0 F H 0 SsP ool o ND ND ND ND
29 94/319851 73 DORSO BASALIOMA Tecas E2 14 v 0 F H 0 sP zG [ NA | O 60,07 ND ND ND
30 94/367968 72 NARIZ QR TOSE LM E2 3.0 VN EN E+F Ves P1 SUP zG | NA | M2 ND ND ND ND
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31 94/368043 58 MALAR QuISTO LM+Tecas o | E2 25 v 0 F Ves 0 0 sp | o| N | o 0 ND ND ND ND
32 94/369496 80 MALAR LM Pag o | E2 3.0 VNV 0 Pleo+F Ves+H 0 0 s o | N | o0 M1 ND ND ND ND
COURO
33 94/350396 75 | iSO BASALIOMA 0 Dest | E2 11.0 v 0 Pleo+F+E Ves+H 0 0 0 o| A | o 0 37,4 ND ND ND
34 95/745+1570 Wu 69 MALAR LM LM o | Et 17 v 0 Pleo+F H 2 0 stP| o | N | o0 0 ND ND ND ND
94/316012 + .
35AB o e 81 LABIO LM Pag F | E2 6.0 v 0 F Ves 0 0 sp | o| N | o M1 36,05 ND ND ND
36AB 93/031592 + 84 MALAR LM LM o | E3 5.0 VNV 0 Pleo+F Ves+H 0 0 sup | o | N |zc 0 ND ND ND ND
95/487470
95/601454 + - TUMOR 1995/

TABC | grs o+ k713 70 | 3°DEDO MAO SUBUNGUEAL MM Acral 0 0 40 v EN+PN E+F Ves 2 0 suP | o | N |BSE 0 72,11 0 o 0
38 96/690356 75 FRONTAL CICATRIZ Pag o | E2 25 v 0 F H 0 0 0 o| N | o 0 ND ND ND ND
39 95/514366 76 MALAR NEVO LM+Tecas o | E3 40 v 0 F Ves 0 0 0 o| N | o 0 ND ND ND ND
40 96/751938 67 MALAR NEVO Pag F | E3 16 v 0 F H o | P1 0 o| N | o 0 ND ND ND ND
41 96/761055 65 | PALPEBRA BASALIOMA 0 o | E1 2.2 v 0 F Ves 0 0 0 o | N |z 0 129,28 0 0 0
42 97/927374 83 FACE BASALIOMA Tecas F | E3 2.2 v 0 Pleo+F H 2 0 sp | o| N |za M1 112 ND ND ND
43 97/932413 82 FRONTAL SARCOMA LM F | E1 18 m PN Pleo+F Ves 1 0 s | o| N | o0 0 ND ND ND ND
44 98/130302 70 MALAR NEVO LM o | E2 40 v 0 Pleo+MC H 0 0 0 o| N | o 0 ND ND ND ND

45AB ooy 64 FACE MMD LM Dest | E3 3.0 v EN+PN Pleo+F Ves 3 0 sP | o | A | o 0 ND ND ND ND

96/841936 +
46ABC |  98/102382 (BAD) 58 CACE?EULTJ%O QKE?&TK?ASE LM+Tecas | Dest | E2 40 v PN E+F Ves 1 0 SUP |Reg| A 0 0 ND ND ND ND
+98/37 Fr
47 98/283107 79 FRONTAL TUMOR LM o | E1 2.4 VNV 0 F Ves 0 0 0 o | H | o 0 28,95 0 0 0
48 98/283249 75 MALAR MM 0 Dest | E2 6.0 v 0 R+F Ves+H 0 0 sup | o | N |zc 0 104,7 2007 0 0
49 98/155659 79 MALAR BASALIOMA LM Dest | E1 5.0 v 0 R Ves 1 0 0 o | N |z 0 72,11 ND ND ND
50 96/712595 Il 70 | DEDO DO PE MM MM Acral 0 0 42 v 0 F H 0 0 0 o | N |z 0 12,01 ND ND ND
COURO CARCINOMA
51AB | 98/A22 + 98/004673 72 | SOURO oo MOMA. LM Dest | E2 11.0 v PN F Ves 1 0 sP | o | H | o0 M2 ND ND ND ND
52 AB e 60 FRONTAL BASALIOMA LM Dest | E1 7.0 v PN F+E+MC Pleo 2 0 stP| o | A | o 0 94,9 ND ND ND
99/356768 + TUMOR
53 AB A 77 MALAR NEILTRATVO LM Dest | E1 10.0 v PN Pleo+R Pleo+Ves | 4 0 suP | 0| A |zc M2 ND ND ND ND
98/170846 +
54 ABCD ggﬁg?gg} M 64 MALAR LM LM F | E2 5.0 v 0 E+F Ves+H o | P suP | o N | ze 0 105,16 0 0 0
99/279848
55 AB s 80 | PALPEBRA LM LM Dest | E3 5.0 v PN F Ves+H o | P1 sup | o | N | o0 0 ND ND ND ND
COURO
56 99/440439 69 | casELUDO LM LM F | E1 2.0 v 0 F Ves 0 0 0 o| N | o 0 30,1 ND ND ND
57 99/458602 69 DORSO BASALIOMA 0 Dest | E1 2.8 v PN Pleo+F+E Ves 6 0 0 o| A | o 0 ND ND ND ND
58 99/507769 71 OMBRO VERRUGA MMcS Dest | 0 40 v 0 R Ves 10| o sp | o | N | o0 0 39,08 0 0 2001

SEBORREICA




N o g
o o < o 7] @ o =z 0o < o < o »
E S < 2 oW z « 2 o w 9 9 Fuw W < o4 we P Q < we
z = g =9 < Z 23|18 § 8 iy 23 & 8 2 £ 84 990 % %2 & O <232 82 & 9 2% 23
3 z al oz g £ 23 5 & @ s 23 Q o g W o5 EI W Quw w @ G5 igs B 2| < A=
3 2 2 53 = 3 53 3 & & THEE I S £ 5 yE g3 & P2 2 2 Z3go s 5 5 22 &
) 153 < n = =0 | o S = = z o [Ch=] = | (0] ) w.o = = = = T
. 3 5 i ©l@ s 2 >t %% fp & O 2 2 2 5 > § & =0
w = w % ©
59 AB 00/592438 + F 77 MALAR LM C LM IF E2 0 6.0 VIV EN+PN 0 E+R Ves 8 P1 0 SUP 0 A 0 0 0 0 84,34 \% 0 0 0
00/619276
60 00/629851 F 66 MALAR ANGIOMA C Pag 0 E1 0 1.5 \% PN 0 R Ves 0 P2 L 0 0 N ZG 0 0 0 ND \Y ND ND ND
61 00/709164 F 80 MALAR ND P LM IF E2 0 1.75 \% 0 0 R Ves 0 P1 L 0 0 A 0 0 0 0 ND \Y ND ND ND
62 00/730072+00/K2423 F 48 ND MMD C LM 0 0 0 2.7 ] 0 0 F Ves 0 P2 0 SP 0 N ZG 0 0 0 ND ND ND ND ND
AND 00/K4441
63 00/738990 F 64 ND ND P 0 0 0 0 3.1 \% 0 0 F Ves 0 0 0 SUP 0 Ht 0 0 0 0 ND ND ND ND ND
64 00/746321 M 57 PESCOCO BASALIOMA C 0 0 E3 U 1.7 \% 0 0 Pleo+F Ves+H 0 0 L SP 0 A ZG 0 M2 0 76,55 \Y ND ND ND
65 00/754650 F 59 LABIO BASALIOMA C Tecas 0 E2 0 4.0 \ PN 0 F Ves 0 0 0 0 0 N ZG 0 0 0 4,05 \% ND ND ND
66 00/760546 M 61 FRONTAL MM P Pag+MMcS IF E1 0 0.6 ] 0 0 F Ves 0 P1 0 SUP 0 Ht 0 0 0 0 83,19 \% ND ND ND
67 ABC | 00/801371 + 01/K728 M 65 NARIZ TUMOR P LM Dest E1 0 3.2 \ EN+PN 0 F H 1 0 L SUP 0 A ZG 0 M1 0 25,66 \% 0 0 0
+02/039062 INFILTRATIVO
68 01/K239 M 71 MENTO INFILTRAGAO C 0 0 E2 0 4.0 \ 0 0 Pleo+F Ves 0 0 0 SUP 0 N ZG 0 0 0 37,07 \% 2001 0 2004
AVERMELHADA
69 01/818338 F 65 ANTEBRAGCO DOENGCA DE BOWEN C MMcS 0 E2 0 4.0 \% EN+PN 0 F Ves 0 0 0 SUP | Reg Ht 0 0 0 0 65,1 \Y 0 0 0
70 01/824443 F 67 FRONTAL BASALIOMA C Tecas IF E1 0 4.0 \% 0 0 F H 0 0 0 0 0 Ht 0 0 0 0 0,95 \% ND ND ND
71 01/847979 F 80 MALAR LM P LM 0 E2 0 3.0 IVIV 0 0 F Ves 0 0 0 SUP 0 N 0 0 0 0 70,99 \% ND ND 2007
72 01/857745 M 72 PRE- BASALIOMA C MMcS+Tecas Dest E1 0 1.0 \ 0 0 F Ves 0 P1 0 SUP | Reg A 0 0 0 0 4,7 \% ND ND ND
CLAVICULAR
73 02/044961 F 79 TEMPORAL QUISTO P 0 Dest E2 0 9.0 \% PN 0 F Ves 0 0 L SP 0 N ZG 0 0 0 1,78 \% ND ND ND
74 AB 02/262191 + M 60 MALAR BASALIOMA C LM Dest E3 0 8.0 IVIV EN 0 F Ves 1 0 L SUP 0 A 0 0 0 0 ND \% 0 0 2004
04/764362
75 02/K454 M 86 ND ND P S Dest E1 0 5.0 \ PN 0 Pleo+F+MC Ves+H 0 0 L SP Reg A 0 0 0 0 ND \% ND ND ND
76 02/379434 M 81 FRONTAL LM P Tecas 0 E2 0 5.0 v 0 0 F Ves 0 0 0 0 0 A 0 0 0 0 ND \") ND ND ND
77 03/453209 F 67 NARIZ BASALIOMA C LM IF 0 0 2.0 \ 0 0 F Ves 0 0 0 SUP 0 Ht 0 0 0 0 ND \% ND ND ND
78 03/454736 F 72 MALAR BASALIOMA P LM IF E2 0 6.0 VIV EN 0 Pleo At+Ves 6 0 L 0 Reg A 2G 0 0 0 ND \") ND ND ND
79 03/522387 F 84 BRACO LM C 0 Dest E2 0 1.5 \% 0 0 F Ves 0 P2 0 SP Reg A ZG 0 0 0 ND \% ND ND ND
80 03/541844 M 66 MALAR TUMOR P 0 0 0 0 4.0 \% PN 0 F Ves+H 0 0 L SUP 0 N 0 0 0 0 47,6 \% ND ND ND
SUBCUTANEO
81 03/568132 F 74 NARIZ GRANULOMATOSE C Pag IF E2 0 3.0 \% 0 0 F Ves 0 0 0 0 Reg A ZG 0 0 0 ND \% ND ND ND
82 03/648570 F 90 MALAR QUISTO P AEp Dest E1 | AEp 3.0 \ 0 0 F H 1 0 0 SUP 0 AEp | AEp 0 M1 0 48,55 \% 0 0 0
83 03/650285 F 82 MALAR QUISTO P LM 0 E3 0 6.0 ViV PN 0 F Ves 0 0 L 0 0 N ZG 0 0 0 ND \") ND ND ND
84 04/732189 F 46 SUB- LIPOMA P Pag Dest 0 0 11.0 \"A" 0 0 F Ves 0 0 L 0 0 N ZG 0 0 0 34,31 \") ND ND ND
ESCAPULAR
85 04/738962 F 75 FRONTAL BASALIOMA P LM IF E2 0 1.5 \% 0 0 F Ves 0 P1 0 SUP 0 A 0 0 0 0 ND \% ND ND ND
86 04/773355 F 64 PESCOCO MMcS C LM+Tecas IF 0 0 2.8 \% PN 0 F Ves 0 P1 0 SUP 0 N 0 0 0 0 ND \Y ND ND ND
87 04/819175 M 75 ANTEBRAGO NEVO DISPLASICO (o3 MMcS+Tecas | Dest E3 0 1.75 v 0 0 F Ves 0 P1 0 SUP | Reg A ZG 0 0 0 34,21 \") 0 0 ND
88 04/861851 M 79 ND MM P MMcS+Tecas 0 E1 0 4.7 v PN 0 F+Pleo+R Ves+H 1 P1 0 SUP 0 A 0 0 0 0 ND \") ND ND ND
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89 04/879694 58 ND ND P LM 0 0 0 1.8 v 0 0 F+Pleo+R Ves+H 0 P1 0 0 0 Ht 0 0 0 ND \ ND ND ND
90 04/925283 62 FRONTAL NEVO ATIPICO P LM+ Tecas 0 0 0 3.5 v PN 0 F Ves 0 P1 L 0 0 Ht ZG 0 0 0 6,84 \ ND ND ND
91 05/037625 86 DORSO NEVO P MMcS Dest E1 0 20 v 0 0 Pleo+F+R+MC Ves+H 0 0 0 SUP 0 Ht ZG 0 M1 0 21,78 \ ND ND ND
92 AB 05/047791 + 65 OMBRO QUERATOSE P 0 0 E1 0 4.0 v 0 0 F Ves+H 0 0 L 0 0 N ZG 0 0 0 ND \' ND ND ND
05/070220 ACTINICA
93 AB 04/875973 + 01/K239 74 MANDIBULA TUMOR P 0 0 E3 0 23 \ EN+PN 0 F+Pleo+R Ves+H 0 0 L SUP 0 N ZG 0 M2 0 169,21 \ ND ND ND
94 02/K740 OR LISBOA 71 TRONCO MM (o] 0 Dest 0 U 7.0 v 0 0 F Ves 5 P1 L 0 0 N 0 0 0 0 12,01 M ND ND ND
02/1132
95 05/K1298 84 NARIZ MM P MMcS+Tecas IF E1 0 6.0 v EN+PN 0 F Ves 0 P2 0 0 0 A 0 0 M1 0 21,18 ND ND ND ND
96 06/K155 63 MALAR LM C LM+Tecas IF E2 0 3.1 (\% 0 0 F Ves 0 0 L 0 0 A ZG 0 M2 0 ND \ ND ND ND
97 06/K565 82 LABIO BASALIOMA C MMcS+Tecas 0 E2 0 4.0 v 0 0 F+MC Ves 0 0 0 SP 0 A 0 0 0 0 ND \ ND ND ND
98 AB 06/K721 + 06/K1941 66 LABIO LEIOMIOMA (o] 0 Dest | E2 U 10.0 Vv EN+PN v F+Pleo+R Ves+H 0 0 L SP 0 N ZG 0 M2 0 ND \' ND ND ND
99 06/K1616 86 RETRO- ND P LM Dest | E2 0 6.0 Vv 0 0 F Ves 0 0 L 0 0 N ZG 0 M2 0 ND \' ND ND ND
AURICULAR
100 06/K376923 66 OMBRO QUELOIDE P MMcS 0 0 0 4.0 v 0 0 H+F H 0 0 0 SUP 0 A BSE| 0 0 0 12,57 \ 0 0 0
101 06/453001 44 MALAR NEVO C LM IF E2 0 3.0 v EN+PN 0 F Ves 0 P1 0 SUP 0 Ht ZG 0 M2 0 0,16 \ ND ND ND
102 06/456418 49 MALAR NEVO P LM Dest | E1 0 8.0 \' PN 0 F Ves 0 P1 L 0 0 Ht 0 NA 0 0 ND \' ND ND ND
103 04/766541 85 MALAR FXA [ 0 Dest | E2 0 5.0 Vv EN 0 Pleo+R Ves 4 0 0 SuUpP 0 N 0 0 0 0 4,61 \' ND ND ND
104 04/836103 76 OMBRO MM P MMcS 0 0 0 5.5 \' PN 0 F Ves 0 0 L 0 0 N 0 0 0 0 ND \' ND ND ND
105 04/837557 68 DORSO CARCINOMA P 0 Dest 0 U 7.0 (\% 0 0 R Ves 3 0 0 SUP 0 N 0 0 0 0 35,76 \ ND ND ND
ESPINOCELULAR
106 95/440815 59 NARIZ TUMOR P LM 0 E1 0 9.0 \ 0 0 F Ves 2 0 0 0 0 A 0 0 0 0 ND \ ND ND ND
107 96/683170 79 NARIZ ND C LM+Tecas IF E2 0 23 1] 0 0 Ov Ves 3 0 0 SUP 0 Ht 0 0 0 0 ND \ ND ND ND
108 97/975611 62 MALAR MM AMELANOTICO P LM IF E1 0 3.5 VIV 0 0 F Ves 1 0 L SP 0 N 0 0 0 0 118,13 \ 0 0 0
109 AB 99/416444 + 64 MAMA FOLICULITE P LM Dest 0 0 54 v 0 0 F+Pleo+R Ves+H 4 0 L SUP 0 Ht ZG 0 0 0 ND \ ND ND ND
00/589758
110 AB | 05/K2109 + 05/K2163 88 ND ND P LM 0 0 0 9.0 \' EN 0 Pleo+F Ves+H 3 0 L SP 0 A 0 0 M1 0 24,8 \' ND ND ND
111 05/145939+05/308293 79 TEMPORAL MM C LM IF E1 0 1.7 VIV 0 0 F H 0 P2 0 SP 0 A ZG 0 0 0 ND \ ND ND ND
112 06/364905 82 MALAR MM C LM Dest E3 0 0.3 Il 0 0 F Ves 0 0 0 0 Reg A ZG 0 0 0 8,13 \ ND ND ND
113 06/484483 66 COURO MMcS P 0 0 E1 0 22 VIV 0 0 F Ves 0 P1 L SP 0 A 0 0 0 0 13,06 \ ND ND ND

CABELUDO
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