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O melanoma ¢é neoplasia cutanea maligna originada dos
melandcitos, células produtoras de melanina derivadas da crista neural,
que na fase embrionaria migram para a camada basal da epiderme e se

diferenciam (Langley et al., 1999).

A incidéncia do melanoma aumentou nos ultimos anos
(Massi et al.,, 1999; Wang et al., 2001;Thompson, 2002; Schaffer et al.,
2004). Segundo Schaffer et al. (2004) e Lens e Dawes (2004), ela dobrou
nos ultimos 25 anos e tem aumentado muito mais rapidamente do que
qualquer outro cancer. Dados do Instituto Nacional do Céncer dos
Estados Unidos mostram que em 1979 o melanoma era o 11° cancer
mais frequente entre os homens e o 10° entre as mulheres (National
Cancer Institute, 2005). Em 2004, ele passou a ser o 5° cancer mais
frequente entre os homens e o 7° entre as mulheres (Schaffer et al.,
2004). Na Australia, atualmente o melanoma é o 4° tipo de cancer mais
comum em homens e o 3° entre as mulheres (Lens e Dawes, 2004). No
Brasil, de acordo com os dados de estimativa de cancer do INCA (Instituto
Nacional do Cancer), o melanoma apresenta uma estimativa de 5820
casos novos para o ano de 2005, ocupando o 9° lugar entre os canceres
mais frequentes em ambos os sexos (Brasil, 2004). O aumento da
incidéncia é devido, principalmente, a mudang¢a no padrdao de exposi¢ao
solar, que passou a ser intenso e intermitente, associado ao aumento da
expectativa de vida (Hal et al., 1999; Schaffer et al., 2004). Estudos

recentes demonstram o aumento do risco de desenvolver melanoma; em
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1935, o risco era de 1 em 1.500 individuos nos Estados Unidos.
Progressivamente o risco vem aumentando, passando para 1 em 600 em
1960, 1 em 105 em 1992, 1 em 87 em 1998, 1 em 75 em 2000, 1 em 67
em 2003, estimando-se risco de 1 em 50 em 2010 (Rigel et al., 1996; Hal
et al., 1999; Langley et al., 1999). Segundo Geller et al. (2002) e Lens e
Dawes (2004), a estimativa € de 53.000 diagnésticos de melanoma por
ano em individuos norte-americanos. Embora estes numeros indiquem
que o melanoma corresponde a apenas 3% dos canceres de pele, ele é
responsavel por 60% das mortes por essa patologia (Crowson et al.,
2001). Além disso, segundo Johnson et al. (1998), a agressividade do
melanoma é responsavel pela ocorréncia de ébitos por esta neoplasia em

idade mais precoce do que outros canceres.

A mortalidade por melanoma também tem aumentado,
embora em menor propor¢ao que a incidéncia (Langley et al., 1999; Lens
e Dawes, 2004). Essa diferengca provavelmente se deve ao diagnostico
precoce, incentivado pelas campanhas de prevencao, proporcionando a
identificac&o e o tratamento do melanoma nas suas fases iniciais (Hal et
al.,, 1999; Massi et al., 1999; Schaffer et al., 2004). Dados do NCI
(National Cancer Institute) indicam um aumento da sobrevida em 5 anos,
de 82% em 1975 para 92% em 2000 para os melanomas invasivos. Além
do aumento da sobrevida, tem sido observado na Europa Central um
aumento na porcentagem de lesdes finas (< 1 mm), passando de 39% em

1976 para 65.5% em 2000 (Leiter et al., 2004). Nos Estados Unidos, os
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melanomas “in situ” diagnosticados passaram de 9% em 1979 para 43%
em 2004 (Schaffer et al., 2004). Esse aumento pode ser reflexo das

campanhas de prevencao incentivando busca de lesdes iniciais.

O diagnéstico melanoma nem sempre é facilmente
suspeitado devido a diversidade de aspectos clinicos com que se

apresenta.

Clinicamente o melanoma pode ser classificado em 4

subtipos:

1) Melanoma extensivo superficial — caracterizado
clinicamente por macula enegrecida, assimétrica, com formato irregular e
presenca de multiplas cores, localizada em qualquer parte do corpo,
preferencialmente no tronco em homens e no tronco e membros nas

mulheres. Representa 70% dos melanomas (Hal et al., 1999).

2) Melanoma nodular — caracterizado clinicamente por
nddulo enegrecido ou eritematoso (variante amelandtica) que surge em
pele aparentemente sa ou sobre nevo pré-existente, em qualquer lugar do

corpo. Representa 15% dos melanomas (Hal et al., 1999).

3) Melanoma lentiginoso acral — caracterizado
clinicamente por lesdo enegrecida localizada em extremidade, sendo mais
frequente em individuos da raga negra. Representa 10% dos melanomas

(Hal et al., 1999).
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4) Lentigo maligno melanoma - caracteriza-se
clinicamente por macula enegrecida em areas fotoexpostas, geralmente
de grande dimensao e longa evolugdo. Representa 5% dos melanomas

(Hal et al., 1999; Langley et al., 1999).

Além da diferencga clinica entre as lesdes, o0 acometimento
do melanoma é diferente entre os sexos. De acordo com Hal et al. (1999),
entre 1973 e 1994 a incidéncia de melanoma foi maior em homens
brancos do que em mulheres brancas. Frequentemente ocorre na idade
adulta (média de 40 anos ao diagnostico) e raramente em criangas (Hal et

al., 1999).

Quanto a localizacao, 43.5% dos melanomas ocorrem no
tronco, 39.9% nos membros inferiores, 11.9% nas regides palmo
plantares e 10.7% na cabecga e pescogo (Crowson et al., 2001). Johnson
et al. (1998), e outros autores descrevem predominio das lesdes no
tronco para os homens e membros inferiores nas mulheres. Esse
comportamento pode ser atribuido ao comportamento social distinto entre

os sexos (Johnson et al., 1998; Langley et al.,1998; Hal et al., 1999).

O numero crescente de casos, a evolugcido desfavoravel
desta neoplasia e a possibilidade de cura quando o diagndstico é
precoce, tém estimulado o desenvolvimento de diversos estudos visando
a deteccao de lesdes iniciais, melhores indicadores prognosticos e novas

perspectivas terapéuticas.
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O diagnéstico anatomopatoldégico desta neoplasia € dado
pela identificacdo de critérios morfoldégicos padronizados na literatura

(Crowson et al., 2001).

A progressao tumoral da maioria dos melanomas malignos
abrange duas fases evolutivas identificaveis clinica e histologicamente: 1)
Fase radial de crescimento e 2) Fase vertical de crescimento. A fase
radial é caracterizada clinicamente por lesdo macular. Histologicamente
as ceélulas malignas podem estar restritas a epiderme ou atingir a derme
papilar, denominando-se tumor microinvasivo. A lesdo microinvasiva
abrange tanto células agrupadas em pequenos ninhos como isoladas,
apresentando citomorfologia semelhante aquelas intra-epidérmicas. Os
ninhos dérmicos ndo excedem o tamanho de daqueles localizados na
juncdo dermoepidérmica e ndo sao observadas figuras de mitose. Nesta
fase é comum o achado de infiltrado linfocitario na base da lesdo podendo
ser denso ou difuso. Quando o infiltrado linfocitario é denso, existe
dificuldade em identificar as células melanociticas por ele envolvidas, bem
como em estabelecer os limites dérmicos da les&o (Clark et al.,1989; King
et al., 2000; Scolyer et al.,, 2004) . O proximo passo da progressao
tumoral: a fase vertical de crescimento, representada clinicamente por
papula, nédulo ou tumoracdo, quando o melanoma invade francamente a
derme, apresentando ninhos de melandcitos na derme papilar maiores do
que os da epiderme (King et al., 2000; Crowson et al., 2001). Mitoses sao

freqientemente observadas. Uma vez atingida a fase vertical, o
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melanoma passa a apresentar potencial metastatico (King et al., 2000;

Scolyer et al., 2004).

A sobrevida dos individuos que apresentam melanoma
invasivo € avaliada pela identificacdo de varias caracteristicas presentes a
microscopia Optica (Massi et al., 1999; Turthill et al., 2002). Sdo elas:
profundidade do tumor (nivel de Clark), medida da espessura do tumor
(Breslow), taxa mitdtica, infiltrado inflamatorio, presenga ou auséncia de
regressdo, invasao angiolifatica e ulceragdo, dentre outras (Masson-
Brahme et al., 1994; Clemente et al., 1996; Massi et al., 1999; King et al.,

2000; Crowson et al., 2001; Thompson, 2002).

O principal indicador prognéstico € a profundidade da
invasdo tumoral na derme (Masson-Brahme et al., 1994; King et al.,
2000). A relacdo entre o nivel de invasdo do melanoma e a sobrevida da
doenca foi observada inicialmente por Clark et al. em 1969. O autor
subdividiu os melanomas em diferentes niveis de invasdo de acordo com

o compartimento anatémico da pele comprometido pela neoplasia:

i

Nivel | - Tumor restrito a epiderme,

L

Nivel Il - Infiltracdo da derme papilar por células
tumorais isoladas ou agrupadas em pequenos ninhos, ndo excedendo o

tamanho dos ninhos epidérmicos,
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% Nivel Il — Grande numero de células tumorais
comprometendo a derme papilar, causando expansao desta para a derme

reticular,

i

Nivel IV - Infiltracdo da derme reticular, e

L

Nivel V - Invasao do tecido celular subcutaneo (Clark

et al., 1969).

Breslow, em 1970, relacionou o progndstico com a medida
da espessura do tumor em milimetros, estabelecendo um método
quantitativo, no qual a espessura do melanoma € medida da area mais
superficial da camada granulosa ao ponto mais profundo da invasao
dérmica (Breslow, 1970). A medida de Breslow, por ser mais precisa e
menos sujeita a variagbes de interpretacdo, € adotada pela AJCC
(American Joint Committee on Cancer) para o estadiamento dos
melanomas, sendo o Nivel de Clark utilizado como método complementar
apenas para os melanomas menores que 1 mm na espessura de Breslow

(Balch et al., 2001; Thompson, 2002; Thompson et al., 2004).

A medida da espessura de Breslow e a determinagao do
Nivel de Clark sado fatores importantes amplamente utilizados na
avaliagdo da sobrevida (Masback et al., 2001). A medida da espessura do
tumor (Breslow) é utilizada na definigdo da conduta cirurgico-terapéutica

bem como no estabelecimento da chance de recorréncia da doenca.
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A medida de Breslow, embora seja objetiva e de pratica
realizacdo, ndo é isenta de problemas. Dificuldades para estabelecer a
medida exata do tumor se fazem presentes quando este apresenta areas
de regressao ou infiltrado linfocitario permeando as células tumorais e

obscurecendo o limite da invasao dérmica.

A regressao histologica completa, de acordo com Gromet
et al. (1978), com Elder et al. (1997) e com Crowson et al. (2001), é
definida como area de fibrose dérmica sem células tumorais, com
melanofagos, vasos neoformados, numero variavel de linfocitos e
epiderme atrdéfica, limitada em ambos os lados pelo melanoma. No caso
do tumor apresentar regressdo, a medida de Breslow obtida pode nao
corresponder a real, levando a uma falsa idéia da espessura do tumor, e
consequentemente subestimando o risco de metastase (Gromet et al.,
1978; Massi et al., 1999; Taran e Heenan, 2001). Tal fato pode justificar a
presenca de metastase em casos de melanomas finos. Blessing et al.
(1992) estudaram 110 casos de melanomas finos (£ 1.5mm)
demonstrando presengca de metastases em 3%. Todos os casos
metastaticos apresentavam regressao histologica na lesdo primaria.
Guitart et al. (2002) demonstraram através de estudo de 43 pacientes que
a presenca de regressdo extensa é fator de risco para metastase em
individuos com melanoma menor que 1mm. Taran e Heenan (2001)
observaram que os 5 casos metastaticos de 1716 casos de melanomas

finos (até 1Tmm) estavam associados a presenca de regressdo. Embora a
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patogénese da regressdo seja desconhecida, a presenca de infiltrado
inflamatoério com linfécitos T e apoptose sugere resposta imunolégica

(Blessing et al., 1992).

FreqUentemente os melanomas finos apresentam infiltrado
linfocitario. Quando localizado apenas na base da lesdo, reflete pouca
resposta do hospedeiro, ndo apresentando importancia histolégica
estabelecida, sendo denominado inativo. Quando se observa células
inflamatdrias permeando as células tumorais, presenca de apoptose ou
ainda blocos de células melanociticas em meio ao infiltrado linfocitario,
caracteriza-se resposta do hospedeiro ao tumor, e o infiltrado é
denominado ativo. Este achado tem significado progndstico para a
doenga (Mansson-Brahme et al., 1994; Clemente et al., 1996; Busam et
al., 2001; Crowson et al., 2001). Clark et al. em 1989 em um estudo de
sobrevida observaram que a taxa de sobrevida em 8 anos para pacientes
com melanoma com infiltrado inflamatério ativo na base da les&o
(denominado “brisk” pelos autores) foi de 88.5%, representando maior
sobrevida ao ser comparado com 75% de sobrevida para os casos de
melanoma com infiltrado inflamataério inativo (“non brisk”) e 59.3% para os
casos com auséncia de infiltrado. Turthill et al. (2002) observaram melhor
sobrevida em 5 anos para os individuos com infiltrado inflamatério ativo
(100%) do que para aqueles com infiltrado ndo ativo (58%) e ausente
(55%). Massi et al. (1999) demonstraram em estudo sobre parametros

morfométricos e progndstico que a medida do infiltrado peri e intra tumoral
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sao fatores de progressao nos melanomas finos. De acordo com King et
al. (2000), a auséncia de resposta linfocitaria tem sido associada a

diminui¢cado da sobrevida.

O infiltrado linfocitario, quando representa resposta ativa
do hospedeiro, é denso, podendo obscurecer o limite da invas&o dérmica
pelo tumor, dificultando o estabelecimento da espessura de Breslow
(Ruiter et al., 2003). Ndo raramente, observam-se células tumorais em
pequenos grupamentos em meio ao infiltrado. A presenga de células
melanociticas malignas no infiltrado linfocitario é de dificil caracterizagao,
podendo ser indistinguiveis dos melanéfagos (Smoller, 2002; Jaffer et al.,

2004; Mangini e Bhawan, 2002).

A imunohistoquimica, baseada no principio da reacéo
antigeno-anticorpo, proporciona a visualizagdo de caracteristicas
celulares rotineiramente nao identificaveis a histologia. Esse fato permite
a caracterizagéo histogenética, sendo considerada uma das ferramentas
mais eficientes disponivel ao patologista (Mangini e Bhawan, 2002;

Smoller, 2002; Jaffer et al., 2004).

A identificacdo de células do melanoma pode ser feita pela
imunomarcacao pelo MELAN-A /MART-1, uma proteina citoplasmatica de
diferenciacao, expressa em melanécitos adultos, neoplasicos ou nao
(Jungbluth et al., 1998; Mehregan et al., 2000; Ramirez-Montagut et al.,

2000; Mangini e Bhawan, 2002; Gown e Bacchi, 2002; Smoller, 2002). Ha
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2 tipos de anticorpos monoclonais murinos contra essa proteina, o A 103
e 0 M2-7C10 , e sdao mais sensiveis que HMB-45 e mais especificos que
S-100 para melanécitos e melanoma (Busan et al., 1998; Jungbluth et al.,
1998; Fetsch et al., 1999; Bergman et al., 2000; Kelley et al., 2002; Xu et
al., 2002; Jaffer et al., 2004; Yan e Brennick, 2004). Esses anticorpos
podem ser usados na técnica de imunohistoquimica da Avidina — Biotina —
Peroxidase pelo meétodo indireto, que proporciona aumento da
sensibilidade (Busan et al., 1998; Taylor et al., 2002; Jaffer et al., 2004). O
uso da diaminobenzidina como cromogeno produz um pigmento marrom,
de dificil distingdo com a melanina (Orchard e Calonge, 1998). A
contracoloracdo com Azure B foi descrita anteriormente para distinguir os
melanéfagos — corados em verde — nas neoplasias melanociticas muito

pigmentadas (Kamino, 1991).

A identificagdo precisa e caracterizagdo imunofenotipica
de eventuais células malignas no infiltrado linfocitario utilizando anticorpos
monoclonais capazes de marcar melanécitos — MELAN-A/MART-1, HMB-
45 e S-100 - definiriam mais precisamente os limites da leséo e
aumentariam a precisdao do Breslow, minimizando possivel subestimacao
da medida da espessura e da verdadeira situagdo do paciente frente a

doenca.
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RESUMO

Introducdo: Alguns melanomas finos apresentam denso infiltrado
linfocitario ativo na base da lesdo, onde frequentemente existem
melandfagos. A distingdo entre o comprometimento da derme papilar pelo
melanoma (Clark Il) e a simples presenca de melanéfagos pode ser
problematica, dificultando a caracterizagcdo do melanoma “in situ” (Clark I)
ou micoinvasivo (Clark Il). O uso de marcadores especificos como
MELAN-A pode ndo ser suficiente para determinagao do nivel de invasao,
uma vez que a diaminobenzidina (DAB) marca as células positivas em
marrom, confundindo positividade com pigmento melanico. Objetivos:
Utilizagado da imunohistoquimica (técnica da ABC) e contracoloragdo com
Giemsa para distingdo de melanodcitos e melandfagos no infiltrado
linfocitario ativo de melanomas finos. Material e Método: 40 casos de
melanoma “in situ” com infiltrado linfocitario ativo na base da lesdo foram
avaliados pela técnica de imunohistoquimica-ABC, anticorpo monoclonal
MELAN-A e contracoloracdo pelo Giemsa. Resultados e Discussdo: A
invasdo dérmica foi caracterizada em 31 dos 40 casos estudados, pela
presenca de células MELAN-A positivas no infiltrado. Conclusdo: A
simples modificagao técnica pela contra coloragao com Giemsa possibilita
distingdo entre melandcitos e melanéfagos no infiltrado linfocitario,

permitindo evidenciar microinvasao.

Palavras-chave: Melanoma, imunohistoquimica, melanéfagos, infiltrado
linfocitario ativo
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ABSTRACT

Background: Brisk infiltrating lymphocytes with melanophages are usually
observed on thin melanomas. In these cases, sometimes it is difficult to
distinguish melanocytes and melanophages in order to precise the level
on invasion. Even decorating the melanoma cells by MELAN-A, it is still
difficult to decide if there is microinvasion or not, because the brown
pigment resulted from the technique is difficult to distinguish from the
melanin of the melanophages. Material and Method:
Immunohistochemistry using MELAN-A and counterstain the tissue with
Giemsa in 40 cases of “in situ” malignant melanomas with brisk infiltrating
lymphocytes. Results and discussion: Melanoma cells decorated by
MELAN-A were founded in 31 of 40 cases. Using the Giemsa counterstain
it was possible to distinguish the macrophages in green blue and
melanoma cells in brown. Conclusions: The present thecnique allowed to
distinguish macrophages and melanoma cells, documenting the invasion

and the exact tumor thickness.

Key words: melanoma, immunohistochemistry, melanophages, brisk
infiltrating lymphocytes
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INTRODUGAO

Melanomas finos podem apresentar infiltrado linfocitario
ativo na base da lesdo dificultando a visualizacdo dos seus limites . A
presenca de células de melanoma isoladas no infiltrado inflamatério é de
dificil caracterizagdo, podendo ser confundidas com melanéfagos ®'""°. A
distincdo entre o comprometimento da derme papilar pelo melanoma
(Nivel Il de Clark) e a simples presenca de melandfagos € importante para

caracterizagao do melanoma “in situ” (Clark I) ou microinvasivo (Clark II)

'* e da necessidade da medida da espessura de Breslow.

O desenvolvimento dos anticorpos anti MELAN-A/MART-
1 proporcionou melhora nos indices de sensibilidade e especificidade da
. . . 5,7,11,13,15 H i
imunohistoquimica no melanoma . Esses anticorpos monoclonais
reconhecem proteina especifica de diferenciacdo melanocitica, expressa
nos melandcitos benignos e malignos, sendo mais sensiveis e especificos

que HMB-45 e S-100 ">1110

Um dos fatores limitantes na utilizacdo da
imunohistoquimica para identificar células de melanoma no infiltrado
linfocitario ativo dessas lesdes, € a presenca de pigmento de melanina
tanto nas células melanociticas, como melandfagos na derme. A melanina
no citoplasma de macréfagos ou células do melanoma pode ser
confundida com a imunomarcacdao pelo MELAN-A revelada pela
coloragao castanha do cromoégeno diamino benzidina também localizada
no citoplasma das células de melanoma no melanoma no infiltrado

linfocitario'?.
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OBJETIVO

A proposta deste trabalho é a identificacdo de células
MELAN-A positivas no infiltrado linfocitario ativo de melanomas finos por
imunohistoquimica com a técnica da streptavidina — biotina peroxidase

(ABC) e contracoloragao pelo GIEMSA.
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MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados e incluidos no presente trabalho 40
casos de melanoma “in situ” dos arquivos do departamento de Patologia
do Hospital Amaral Carvalho. Os casos obrigatoriamente apresentavam
infiltrado linfocitario ativo obscurecendo os limites inferiores da lesao.

Foram excluidos os casos com nevo melanocitico associado.

A coloragao imunohistoquimica foi realizada em cortes
histolégicos de 4 ym de espessura, dispostos em laminas histologicas
previamente tratadas com o aderente poly-d-lysine, seguindo-se a técnica
da ABC brevemente descrita a seguir. Foi feita a desparafinacdo em xilol
seguida da hidratacdo em solugcédo aquosa de alcool etilico e lavagem com
agua. Apos o bloqueio da peroxidase enddgena com agua oxigenada a
3% por 10 minutos, os cortes histolégicos foram colocados em solugéo de
acido citrico a 0.01M, pH 6 e submetidos a temperatura de 121°C em
ambiente de microondas por 15 minutos para a recuperagao antigénica.
Apds descanso de 20 minutos incubou-se o anticorpo primario MELAN-A
(Clone A103; Dako Corporation S.A.) na titulagdo de 1:100 por 18 horas a
4°C em camara umida. Apos a lavagem das laminas em solugdo salina
tamponada, foram adicionados os reagentes secundario (Biotinilado anti-
mouse Ba 2000-Vector) e terciario(ABC PK 6100 — Vector), incubando-se

por 60 e 45 minutos respectivamente. A reacdo foi revelada com
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diaminobenzidina (Sigma Co., S. Louis, EUA) por 5 minutos e
contracorada com Giemsa. Como controle negativo, omitiu-se o anticorpo
primario, ndo sendo entdo evidenciada nenhuma marcagdo nos casos

avaliados.

As laminas coradas pelo MELAN-A foram examinadas ao
microscopio Optico comum pelos autores (MEAM e AGS) para
identificacdo de células MELAN-A positivas isoladas ou agrupadas no

infiltrado inflamatorio.
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RESULTADOS

Foram identificadas células de melanoma no infiltrado

linfocitario ativo em 31 (77.5%) dos 40 casos estudados.

As figuras 1 a 4 demonstram alguns dos casos estudados
com células de melanoma coradas pelo MELAN-A e melandfagos
distintamente corados pela técnica da ABC. Células MELAN-A positivas
foram coradas em marrom acastanhado com granulos citoplasmaticos
delicados e células melanofagicas coradas em azul esverdeado com

granulos citoplasmaticos grosseiros.
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Figura 1 - A) Infilirado linfocitario ativo dificultando a visualizagao dos limites do
melanoma (H.E. 50x). B) Facilidade na determinagéo dos limites da lesédo
com a coloragdo pelo MELAN-A (Imunohistoquimica técnica da ABC —
contracoloragdo com Giemsa 50x).
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Figura 2 — A) Dificuldade de distingdo das células do melanoma no infiltrado linfocitario

ativo (H.E. 400x) B) e C) Distingdo entre célula de melanoma (marrom) e

células macrofagicas (azul-esvedeado) (Imunohistoquimica técnica da ABC
— contracoloragao com Giemsa 400x).
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Figura 3 — A) Distingdo entre melandcitos (marrom) e melanofagos (azul-esverdeado)

(Imunohistoquimica técnica da ABC — contracoloragdo com Giemsa 400x).
B) Detalhe da figura 3A(Imunohistoquimica técnica da ABC -
contracoloragdo com Giemsa 1000x).
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Figura 4 — A) Infiltrado linfocitario ativo dificultando a precisdo do nivel de invasao
dérmico(H.E. 400x). B) Presenga de célula melanocitica no infiltrado,
identificada pelo MELAN-A(Imunohistoquimica técnica da ABC -
contracoloragdo com Giemsa 1000x).
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célula ausente 23%
(n=9)

célula presente 77%
(n=31)

Figura 5 - Distribuicdo dos 40 casos de melanoma de acordo com a presenga de células
MELAN-A positivas infiltrado com a técnica de imunohistoquimica.
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DISCUSSAO

O presente estudo realizou pesquisa de células de melanoma no
infiltrado linfocitario ativo de 40 casos de melanomas “in situ”. A técnica
utilizada foi a imunohistoquimica ABC com anti Melan-A e contra

coloragao com Giemsa.

Foram identificadas células Melan-A positivas em 31 de 40 casos
(77,5%) “in situ”, demonstrando que 77,5% desses melanomas eram na
realidade microinvasivos e portanto, devem ser submetidos a medida da

espessura de Breslow e estadiados devidamente.

O presente estudo estabelece uma simples modificacdo técnica
associada a imunohistoquimica que nao altera a rotina da mesma no
laboratorio e permite a identificagdo da invasdo inicial dérmica dos

melanomas.
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CONCLUSAO

A técnica de imunohistoquimica da ABC e contra
coloragao pelo Giemsa, pode ser utilizada para caracterizacao de células
de melanoma MELAN-A positivas no infiltrado ativo de melanomas finos,

para documentar microinvasao.
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ABSTRACT

In order to determine if patients diagnosed with “in situ” melanomas have
tumor cells interspersed among the brisk lymphocytic infiltrate, the
immunohistochemistry was conducted for Melan-A marker from 40
patients. A total of 31 (77.5%) out of a 40 cases had melanoma cells
interspersed among the brisk lymphocytic infiltrate. The reactivity was
heterogeneous, staining isolated cells within larger groups inside the
lymphocytic infiltrate. On the basis of these positive findings, the Breslow’s
thickness was recorded. As a consequence, the histological malignancy
grading changed for higher grades. Taken together, such data support the
notion that the immunohistochemistry may be an important tool in cases
diagnosed with “in situ” melanomas by hematoxylin and eosin staining.
This kind of approach could avoid misdiagnosis as well as to prevent
poorer prognosis since the pacient will receive the better treatment, follow-

up and the real chances of recurrence wil be explained.

Keywords: “in situ” melanoma, Melan-A, immunohistochemistry
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INTRODUCTION

Melanoma incidence has been increasing
worldwide"***°, Owing to the use of sophisticated detection techniques
as well as continuous skin health programs, a higher proportion of early
lesions have been diagnosed in the last years'”.

According to Clark et al. (1969), melanomas do not
develop the capacity to metastize until they have formed an expansible
tumor mass into the dermis, approaching the so called vertical growth
phase (tumorigenic). The presence of single melanoma cells in the upper
papillary dermis without forming an expansible dermal clone (micro
invasive melanoma) is still regarded as radial phase (non-tumorigenic).
When reporting a melanoma, it is essential to record the tumor thickness
along with Clark's level, mitotic rate and the presence or absence of
ulceration, lymph vascular invasion, perineural infiltration, regression and

microsatelitosis®’*®.

Nevertheless, the presence of brisk category of
lymphocyte extending across the entire base of the lesion may shelter
malignant melanocytic cells®'®"'2_ Following the rationale that the tumor
thickness is the dominant prognostic factor in determining risk for
metastasis and prognosis for cutaneous melanomas''*'>'® the goal of
this study was to perform the identification of melanoma cells interspersed

among the brisk lymphocytic infiltrate associated to “in situ” melanomas by

means of immunohistochemistry.
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MATERIALS AND METHODS

Cases

All experimental protocols used in this study were
approved by the Ethical Committee for Human Research, Botucatu
Medical School, UNESP, SP, Brazil.

All specimens were retrieved from archival paraffin blocks
in the Pathology Service of the Amaral Carvalho Hospital Jau, SP, Brazil.
The tissues had been fixed in 10% buffered formalin. A total of 40 cases of
“in situ” melanomas with brisk lymphocytic infiltrate were selected for this

study group.

Histopathological evaluation

Tissue sections were deparaffinized through xylene and
descending grades of ethanol, and stained for hematoxylin and eosin.
Histopatologic diagnoses of “in situ” melanomas were assessed in all
cases, according to the guidelines purposed by Clark et al. (1986), which
included superficial spreading, lentigo maligna melanoma and acral
lentiginous'”. Occasional disagreements regarding the classification were

discussed by the authors and a consensus reached.
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Immunohistochemistry

Tissue sections of 4 ym were deparaffinized in xylene and
rehydrated in graded ethanol, then pretreated in a microwave with 10mM
citric acid buffer (pH = 6) for 3 cycles of 5 min each at 850 W for antigen
retrieval. They were pre-incubated with 3% hydrogen peroxidase for 10
min for inactivation of endogenous peroxidase, and then blocked with 5%
normal goat serum in PBS for 10 min. The specimens were then incubated
with anti-Melan-A (clone A 103 Dako Corporation S.A., USA) at a
concentration of 1:100 for 18 hours at 4°C. This was followed by two
washes in PBS for 10 min. The sections were then incubated with biotin-
conjugated secondary antibody anti-mouse IgG (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) at a concentration of 1:200 in PBS for 1 h. After
that, the sections were washed twice with PBS followed by the application
of preformed avidin biotin complex conjugated to peroxidase (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 45 min. The bound complexes
were visualized by the application of a 0.05% solution of 3-3-
diaminobenzidine solution. In order to distinguish the melanin in the
macrophage cytoplasm from the positive brown staining melanocytes, the
slides were counterstained by Giemsa. For control studies of the
antibodies, the serial sections were treated with mouse IgG in place of the

primary antibody.
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Analysis of Melan-A positive cells

The sections were examined microscopically by the
authors in conjunction (MEAM and AGS) in randomly selected microscopic
fields at x400 magnification for single or nested positive cells interspersed
among the lymphocytes. After that, the Breslow thickness was taken

including the deepest cell observed on the Melan-A positive slides.

Statistical methods

Statistical analyses were performed by the Chi Square
test. Survival probabilities were developed by the Kaplan Meier method.
Results were considered to be statically significant when p value was less

than 0.05.
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RESULTS

“In situ” melanomas were obtained from 40 patients (21
females and 19 males) aged 25 to 90 years (mean age 57.5 years). The
tumor site distribution was as follow: head and neck, 19 patients (47.5%);
dorsal region, 7 patients (17.5%); upper limbs 8 patients (20%); lower
limbs, 3 patients (7.5%); lower extremities 2 patients (5%); anterior trunk, 1
patient (2.5%) These data are detailed in Table 1. According to Clark’s
level, all cases selected ranged from | to lll (data not shown). The
histological type of tumors revealed that 24 cases of total (60%) were
classified as superficial spreading; 14 cases (35%) were recorded as
lentigo maligno and 2 cases (5%) acral lentiginous melanoma (Figure 1).

A total of 31 (77.5%) out of a 40 cases initially classified
as “in situ” melanomas had melanoma cells interspersed among the brisk
lymphocytic infiltrate as depicted by immunohistochemistry (Table 1). The
reactivity was heterogeneous, staining isolated cells within larger groups
inside the lymphocytic infiltrate. Overall, no distinctive specific pattern of
immunoreactivity could be detected (Figures 2, 3 and 4). Giemsa
counterstaining allowed differentiation between melanophages and
MELAN-A positive cells. The melanophages were identified by the
presence of green blue granules on the cytoplasm (Figure 5). On the
basis of immunohistochemical slides with Melan-A positive cells, the

Breslow’s thickness was recorded. Thus, the clinical staging after
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immunohistochemistry changed from 0 to IA in 29 cases (72.5%) and to 1B
in 2 cases (5%). Such data are summarized in Table 2.

The survival analysis according to the presence or not of
melanoma cells interspersed among infiltrate did not show significance on

Log-rank test (X?=0.1585, p>0.05) (Figure 6).
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Tables

Table 1 - Distribution of the 40 cases of “in situ” melanoma according to gender, age,
anatomic site, histological type and presence of MELAN-A positive cell
interspersed among brisk infiltrate.

PACIENT GENDER AGE ANATOMICAL SITE  HISTOLOGICAL TYPE MELAN-A POSITIVE CELL

1 M 41 head superficial spreading YES
2 M 90 head lentigo maligno YES
3 F 57 dorsal region superficial spreading YES
4 F 62 head lentigo maligno YES
5 M 68 dorsal region superficial spreading YES
6 F 50 head superficial spreading YES
7 F 85 lower extremities acral lentiginous YES
8 M 57 dorsal region superficial spreading YES
9 F 53 upper limbs superficial spreading YES
10 M 26 lower limbs superficial spreading NO
11 F 72 lower limbs superficial spreading YES
12 M 77 upper limbs superficial spreading YES
13 M 56 head lentigo maligno NO
14 F 80 head superficial spreading YES
15 F 25 head lentigo maligno YES
16 M 55 upper limbs superficial spreading YES
17 F 83 head lentigo maligno YES
18 F 60 dorsal region superficial spreading YES
19 M 33 dorsal region superficial spreading YES
20 M 67 head lentigo maligno YES
21 M 72 head superficial spreading YES
22 F 66 head lentigo maligno YES
23 F 47 upper limbs superficial spreading NO
24 M 75 head superficial spreading YES
25 M 73 head lentigo maligno YES
26 M 63 head superficial spreading YES
27 F 66 lower extremities acral lentiginous YES
28 F 51 upper limbs superficial spreading NO
29 F 7 upper limbs lentigo maligno YES
30 F 54 dorsal region superficial spreading YES
31 F 82 head lentigo maligno NO
32 M 72 head lentigo maligno NO
33 M 32 upper limbs superficial spreading NO
34 M 38 head superficial spreading YES
35 M 80 upper limbs lentigo maligno YES
36 M 70 anterior trunk superficial spreading NO
37 F 72 head lentigo maligno YES
38 F 73 head lentigo maligno YES
39 F 78 lower limbs superficial spreading YES
40 F 55 dorsal region superficial spreading NO
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Table 2 — Changes in clinical staging and Breslow thickness of the 40 cases of “in situ”
melanoma after immunohistochemistry(IHQ).

PACIENT BRESLOW THICKNESS AFTER IHQ CLINICAL STAGING AFTER IHQ

1 0.25 A
2 0.2 A
3 0.35 A
4 0.5 A
5 0.35 IA
6 0.25 A
7 1.7 1B
8 0.6 A
9 0.25 A
10 . 0
11 1.5 1B
12 0.2 1A
13 . 0
14 0.45 A
15 0.25 A
16 0.25 A
17 0.22 IA
18 0.25 1A
19 0.6 A
20 0.15 A
21 0.3 A
22 0.1 A
23 . 0
24 0.3 A
25 0.35 A
26 0.38 A
27 0.75 A
28 . 0
29 0.2 A
30 0.29 A
31 . 0
32 . 0
33 . 0
34 0.4 A
35 0.2 A
36 . 0
37 0.15 A
38 0.2 IA
39 0.3 A

40 . 0
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Figure 1 - Distribution of the 40 cases of “in situ” melanoma according to histological type

Figure 2 — Melanoma “in situ” with brisk lymphocytic infiltrate (H.E. x100 magnification)
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Figure 3 — Identification of melanocytes Melan-A positive interspersed among the brisk
lymphocytic  infiltrate  (ABC  technique of immunohistochemistry
counterstained for Giemsa x 100 magnification)

Figure 4 — Melanocytes Melan-A positive interspersed among the brisk lymphocytic
infiltrate (ABC technique of immunohistochemistry counterstained for
Giemsa x 1000 magnification)
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Figure 5 — Melanophages identified by the presence of green blue granules on the
cytoplasm (ABC technique of immunohistochemistry counterstained for
Giemsa x 1000 magnification)
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Figure 6 - Survival analysis according to the presence or not of melanoma cells
interspersed among infiltrate of the 40 cases of “in situ” melanoma
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DISCUSSION

Tumor thickness plays an important role with regard to
prognostic factor for cutaneous melanoma'*'*>'®. However, the presence
of brisk lymphocytic infiltrate and melanophages may impair the tumor
thickness measurement as a result of difficulty to distinguish melanoma

9,10,11,12,18,19,20 Herein
- )

cells interspersed among brisk lymphocytic infiltrate
a brisk category of lymphocytes extending across the entire base of the
lesion blurring the limit could lead the pathologists to fail in distinguishing

early lesions such as “in situ” and micro invasive melanomas®®%"?? |

n
order to elucidate the plausibility of such a view, it seems appropriate to
resort to the clinical study of the identification of neoplastic cells in the
lymphocytic tumor infiltrate associated to “in situ” melanomas. Therefore,
the aim of this study was to perform the identification of melanoma cells
interspersed among the brisk lymphocytic infiltrate associated to “in situ”
melanomas. For this, melanoma cells were identified using an
immunohistochemical marker. The choice for Melan-A as the
immunohistochemical marker was based on its advantadge for
identification and characterization of the melanoma cells. Melan-A has
become widely used, especially in the identification of metastatic
melanoma'"?. Melan-A expression was originally described to be lineage

specific for melanocytes; however, labelling has also been found in non-

melanocytic tumors, such as angiomyolipoma and in some steroid-
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producing cells of the adrenal cortex, ovaries and testis®>%*

. Its sensitivity
has been reported to be better compared with that of S-100 or HMB-
45"25 Some authors have argued that Melan-A is more sensitive marker
for intra-epidermal melanocytes of normal skin than others®®. Furthermore,
counterstain with Azure B will impart a green color to melanin allowing the
melanophages differenciation with accuracy®.

The approach used herein allowed a precise identification
of melanomas cells interspersed among the lymphocytic infiltrate. A total
of 77.5% of cases initially classified as “in situ” melanomas had melanoma
cells interspersed among the brisk lymphocytic infiltrate being, therefore,
re-classified as microinvasive melanomas. As a consequence, these
neoplasms exhibited the Breslow thickness. It is conceivable that the
patient with “in situ” melanoma must be treated with wide excision of
primary tumor with a normal skin margins of 0.5 cm and follow up
investigation once a year. By contrast, the patients presenting a 1 mm on
thickness or less (T1) should be submited to surgical margins of 1 cm and
the follow up investigation raised for 2 to 4 visits by year?’?*?° Taken
together there are seems to be evidence that melanoma cells may be
present in the lymphocytic infiltrate associated to “in situ” melanomas
supporting changes with respect to the microscopic diagnosis, the Breslow
thickness, histological malignancy grading, surgical margins and follow-up.
These results also emplasize because some cases of thin melanomas are

able to develop recurrences and metastasis®**".
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Accumulating evidence suggests that melanoma
recurrence and survival are taken at end points of 5 to 10 years. Longer
follow-up is particularly important for patients with melanomas in early
phases, because > 10% of recurrences in this population may occur after
10 years after diagnosis®*>*®*. Although survival analysis was fairly limited
in this study due to the reduced follow up, it is important to note that
patients changes from stage 0 to IA drop from a 10 years survival of 100%

to 88%>'°. In adittion, the recurrence index is from 4 to 24%?2%3%:33,

Concluding, the results of the present study show that
neoplastic cells may be present in the brisk lymphocytes infiltrate of “in
situ” melanomas. The immunohistochemistry may be an important tool in
these cases diagnosed by hematoxylin and eosin staining. This kind of
approach could avoid misdiagnosis as well as to prevent poorer prognosis
since the pacient will receive the better treatment, follow-up and the real

chances of recurrence wil be explained.
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ABSTRACT

It has been clearly demmonstrated that the tumor thickness is the
dominant prognostic factor in determining the risk of metastasis and
prognosis for cutaneous melanomas. Nevertheless, the identification of
melanoma cells inside lymphocytic tumor infiltrate of microinvasive tumors
is still difficult to be categorized. In this regard, the aim of this study was to
identify malignant cells associated to lymphocytic infiltrate in 30 cases
diagnosed as micro invasive melanomas for correcting the tumor thickness
as purposed by the Breslow index. The results showed that all cases
dysplayed melanoma cells interspersed among the lymphocytic infiltrate
as depicted by Melan-A positive cells. The reactivity was heterogeneous,
staining isolated cells within larger groups inside the lymphocytic infiltrate.
Furthermore, 17/30 cases (56,6%) showed an increased of the Breslow
index. However, this increase failed for changing the histological grading
significantly. Despite of immunomarker for Melan-A positive cells has
increased the Breslow index in the majority of cases, this approach did not
contribute for improving the prognosis as initially recorded by hematoxilin

and eosin staining.

Keywords: microinvasive melanoma, Melan-A, immunohistochemistry
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INTRODUCTION

The incidence of cutaneous malignant melanomas has
increased in human populations with a doubling time of 10-14 years'?34°,
Owing to the use of sophisticated detection techniques as well as
continuous skin health programs, a higher proportion of early lesions have

been diagnosed in the last years'?®.

In most patients, metastasis may occur within 2-5 years
after the excision of primary tumours with tumor thickness > 1.5 mm®. It is
well established that tumor thickness according to the Breslow’s guideline
is accepted as the best prognostic factor for primary cutaneous

6,7,8,9

melanoma The risk of developing metastasis is proportionally

correlated with tumor thickness.

Although survival in patients with thin melanomas in early
phases is usually excelent®, the potential of these lesions to metastasize
has recently been demonstrated'®'""'?'® Therefore, it is of considerable
clinical interest to identify risk factors and to establish efficient follow-up in
these troublesome cases. The presence of brisk category of lymphocytic
infiltrate extending across the entire base of the lesion associated with the
presence of melanophages may shelter malignant melanocytic

14.15,16,17.18,19.20 ' Ag 3 result, the real tumor thickness will be masked.

cells
Because of this lack of information, the goal of this study was to perform
the identification of melanoma cells interspersed among the brisk
lymphocytic infiltrate associated to microinvasive melanomas for correcting

the tumor thickness as purposed by the Breslow index.
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MATERIALS AND METHODS

Cases selection

All experimental protocols used in this study were
approved by the Ethical Committee for Human Research, Botucatu

Medical School, UNESP, SP, Brazil.

All specimens were retrieved from archival paraffin blocks
in the Pathology Service of the Amaral Carvalho Hospital Jau, SP, and the
Department of Pathology, Botucatu Medical School, UNESP, SP, Brazil.
The tissues had been fixed in 10% buffered formalin. A total of 30 cases of
thin melanomas less than 2 mm thick (Breslow) and Clark | to Ill, whose
limits were blurred by a brisk lymphocytic infiltrate were selected for this

study group.

Histopathological evaluation

Tissue sections were deparaffinized through xylene and
descending grades of ethanol, and stained with hematoxylin and eosin.
Histopatologic diagnoses of thin melanomas were assessed as
microinvasive melanomas, according to the guidelines purposed by Clark
et al. (1969), which included superficial spreading, lentigo maligna

melanoma and acral-lentiginous; tumor thickness according to the method
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suggested by Breslow (1970) and histological regression, defined as one
or more well-defined segments within the lesion where there is a marked

21,2223 Occasional

reduction or absence of malignant melanocytes
disagreements regarding the classification were discussed by the authors

and a consensus reached.

Immunohistochemistry

Tissue sections of 4 ym were deparaffinized in xylene and
rehydrated in graded ethanol, then pretreated in a microwave with 10mM
citric acid buffer (pH = 6) for 3 cycles of 5 min each at 850 W for antigen
retrieval. They were pre-incubated with 3% hydrogen peroxidase for 10
min for inactivation of endogenous peroxidase, and then blocked with 5%
normal goat serum in PBS for 10 min. The specimens were then incubated
with anti-Melan-A (clone A 103; Dako Corporation S.A.) at a concentration
of 1:100 for 18 hours at 4°C. This was followed by two washes in PBS for
10 min. The sections were then incubated with biotin-conjugated
secondary antibody anti-mouse IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) at a concentration of 1:200 in PBS for 1 h. After that, the sections
were washed twice with PBS followed by the application of preformed
avidin biotin complex conjugated to peroxidase (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) for 45 min. The bound complexes were visualized

by the application of a 0.05% solution of 3-3’-diaminobenzidine solution. In
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order to distinguish the melanin in the macrophage cytoplasm from the
positive brown staining melanocytes, the slides were counterstained by
Giemsa. For control studies of the antibodies, the serial sections were

treated with mouse IgG in place of the primary antibody.

Analysis of Melan-A positive cells

The sections were examined microscopically by the
authors in conjunction (MEAM and AGS) in randomly selected microscopic
fields at x400 magnification for single or nested positive cells interspersed
among the lymphocytes. After that, the Breslow thickness was taken
including the deepest cell observed on the Melan-A slides. These data
were compared with the Breslow’s thickness on the H.E. sections

measured previously.

Statistical methods

Statistical analyses were performed by the Chi Square
test. Results were considered to be statically significant when p value was

less than 0.05.
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RESULTS

Thin melanomas were obtained from 30 patients (17
females and 13 males) aged 12 to 93 years (mean age 52.5). The tumor
site distribution was as follow: head and neck 4 patients (13%); dorsal
region, 12 patients (41%); upper limbs, 4 patients (13%); lower limbs 5
patients (17%); anterior trunk 4 patients (13%); lower extremities 1 patient
(3%). The Stage grouping was performed, resulting that 24 cases were
clinical stage IA (24%); 5 cases were clinical stage IB (17%) and 1 case
was clinical stage IlIA. With accord to Clark’s level, all cases selected
ranged from | to Il (data not shown). The histological classification
revealed 27 cases of superficial spreading melanoma (90%); 2 cases of
lentigo maligno (7%) and 1 case of acral lentiginous melanoma (3%).
Moreover, 13 of 30 cases of microinvasive melanomas (34.28%)

presented histological regression.
These data are summarized on Table 1.

In 23 cases of total (77%) there were melan-A positive
cells interspersed among the lymphocytic infiltrate. The reactivity was
heterogeneous, staining isolated cells within larger groups inside the
lymphocytic infiltrate. Overall, no distinctive specific pattern of
immunoreactivity could be detected (Figure 1, 2 and 3). In the maijority of
cases, the Breslow’s thickness was increased as well (17 cases).
However, the clinical staging was not altered significantly. These findings

are listed in Table 2.
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Tables

Table 1 — Distribution of the 30 cases of microinvasive melanoma according to gender,
age, anatomic site, histological type, clinical staging, presence of histological

regression
immunohistochemistry.

and

presence  of

MELAN-A

positive

cells

after

CASE GENDER AGE ANATOMIC SITE  HISTOLOGICAL TYPE CLINICAL STAGING REGRESSION POSITIVE CELLS
1 M 67 anterior trunk superficial spreading 1B YES YES
2 M 43 dorsal region superficial spreading 1A YES YES
3 M 31 dorsal region superficial spreading 1A YES NO
4 F 48 dorsal region superficial spreading 1A YES YES
5 F 55 lower limb superficial spreading 1A YES YES
6 F 50 dorsal region superficial spreading 1A YES NO
7 F 68 lower limb superficial spreading 1A NO NO
8 M 41 anterior trunk superficial spreading 1A YES NO
9 F 54 lower limb superficial spreading 1A NO NO
10 F 55 lower limb superficial spreading 1A YES YES
11 F 45 dorsal region superficial spreading 1A NO YES
12 M 19 dorsal region superficial spreading IA NO YES
13 F 80 upper limb superficial spreading IA NO YES
14 F 64 head superficial spreading 1A NO YES
15 M 26 dorsal region superficial spreading 1A NO YES
16 F 66 upper limb superficial spreading 1A NO NO
17 F 48 upper limb superficial spreading 1A YES YES
18 M 44 head superficial spreading 1A NO NO
19 F 19 anterior trunk superficial spreading 1A NO YES
20 M 35 dorsal region superficial spreading IA NO YES
21 F 44 dorsal region superficial spreading IB YES YES
22 F 30 lower limb superficial spreading 1B YES YES
23 M 47 dorsal region superficial spreading 1B NO YES
24 M 64 upper limb superficial spreading 1A YES YES
25 F 93 lower extremities acral lentiginous 1A NO YES
26 M 87 head lentigo maligno 1A NO YES
27 F 12 dorsal region superficial spreading 1A NO YES
28 M 39 dorsal region superficial spreading IB NO YES
29 M 76 head lentigo maligno 1A NO YES
30 F 49 anterior trunk superficial spreading 1A YES YES
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Table

2

Comparison
immunohistochemistry(IHQ)

between clinical

staging

before

and

after

CASE BRESLOW HE CLINICAL STAGING BRESLOW AFTER IHQ CLINICAL STAGING AFTER IHQ

SO©OONOOAWN =

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

0.31
0.5
0.5
0.1
0.68
0.57
0.95
0.62
0.51
0.45
0.14
0.76
0.68
0.15
0.35
0.45
0.63
0.25
0,45
0.84
0.36
0.63
1,12
0.25
1
0.8
0.40
1
0.4
1.4

IB
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
A
IA
IA
I B
IB
IB
IA
IA
IA
IA
IB
IA
I A

0.45
0.5
0.5
0.2
0.7

0.57

0.95

0.62

0.51
0.6
0.3

0.95

0.68
0.5

0.42

0.45
0.7

0.25

0.45

0.4
0.63
0.63

1.3
0.6
2.35
0.4
1.42

IB
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
IA
A
IA
IA
I B
IB
IB
IA
1B
1B
IA
A
IA
I A
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Figures

Figure 1 — Case 21: Melanoma 0.36mm of Breslow presenting brisk lymphocytic infiltrate
and melanophages (H.E. x 100 magnification).
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Figure 2 — Case 21: Identification of melanocytes MELAN-A positive interspersed among
the brisk lymphocytic infiltrate (ABC technique of immunohistochemistry
counterstained for Giemsa x 100 magnification)
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Figure 3 — Case 21: Melanocytes MELAN-A positive interspersed among the brisk
lymphocytic infiltrate (ABC  technique of immunohistochemistry
counterstained for Giemsa x 400 magnification)




Ca/zftu[o Y — f)c/nsiu’on. o][ _//4/(5&,;_04 /zoiitéus cells in [ym/zﬁoaytéa tumor inﬁ'[tmts associated 87

to micvoinvasive melanomas: wole o/[ the Breslow thickness

DISCUSSION

Accumulating evidence suggests that thin melanomas
represent better prognosis than others®®®°. Nevertheless, for about 10% of
thin melanomas are able to develop recurrences and metastasis'®'#1324_ |t
is assumed that the tumor thickness might play an important role in this
context®. The Breslow index is still recognized as the single most important
prognostic factor for melanomas in general®®°. However, the presence of
brisk lymphocytic infiltrate may impair the Breslow thickness as a result of
difficulty to distinguish melanoma cells from melanophages'#'°16:17:18.19.20
Therefore, the aim of this study was to perform the identification of
melanoma cells interspersed among the brisk lymphocytic infiltrate
associated to microinvasive melanomas. For this, melanoma cells were
identified using an immunohisthemical marker. The choice for Melan-A as
the immunohistochemical marker was based on its advantadge for
identification and characterization of the melanoma cells. Melan-A has
become widely used, especially in the identification of metastatic
melanoma'*?*. Melan-A expression was originally thought to be lineage
specific for melanocytes; however, labelling has also been found in non-
melanocytic tumors, such as angiomyolipoma and in some steroid-
producing cells of the adrenal cortex, ovaries and testis®?°. Its sensitivity

has been reported to be better compared with that of S-100 or HMB-

45'2"_Some authors have argued that Melan-A is more sensitive marker
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for intra-epidermal melanocytes of normal skin than others®®. Furthermore,
counterstain with Azure B will impart a green color to melanin allowing the
melanophages differenciation with accuracy'’.In fact, our results
demonstrated melanoma cells interspersed among the lymphocytic
infiltrate in all cases analyzed as depicted by Melan-A immunomarker.
Despite of the approach has increased the Breslow index, this one failed
for improving the staging as initially recorded by hematoxilin and eosin

staining in these patients.

It has been established that the presence of regression in

2129 1t s

melanomas may reflect a host response against the tumor
conceivable that T lymphocytes and macrophages, attracted by a change
in the tumor-associated antigens exert a protective role possibly through
inhibitory growh factors secreted by supressor/cytotoxic CD-8 cells’.
Therefore, poorer prognosis for the thin lesions associated with regression
may be explained whether the lesion was thicker originally?"?. Histologic
regression was observed in 13 out of the 30 diagnosed as microinvasive
melanomas in this setting. Moreover, 77% of cases preseting histological
regression there were Melan-A positive cells interspersed among the
lymphocytic infiltrate (10 cases). Under statistical support, data showed
that melanomas with brisk lymphocytic infiltrate associated with regression
has a risk for about 10% to present melanoma cells blurred by the

lymphocytic infiltrate. It can be supposed that this brisk lymphocitic

infiltrate could represent an early phase of histologic regression. Further
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studies are necessary to clarify this hypothesis. Although survival was not
performed in this study due to the reduced follow up, it is important to note
that patients changes from stage IA to IB drop from a 10 years survival of
88% to 83% and changes from IB to IIA drop the 10 years survival from

83% to 64%>°.

Concluding, the results of the present study show that the
immunohistochemistry for Melan-A positive cells permits to correct
identification of malignant cells among lymphocytic infiltrate. However, this
approach did not contribute for improving the staging as initially recorded

by hematoxilin and eosin staining.
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A abordagem diagndstica e terapéutica do melanoma vem
sofrendo modificagdes importantes nos ultimos anos. Nos anos 50 era
preconizado o tratamento radical, muitas vezes com mutilagdes no intuito
de impedir a progressao tumoral. Tal agressividade frente ao melanoma
era justificada devido aos elevados indices de mortalidade por esta
neoplasia, bem como a deteccdo de lesbes em estagio avancgado.
Resseccbes amplas de tecido subcutdneo seguindo cadeias linfaticas,
desde a lesdo primaria até a base linfonodal referente, seguida de
linfadenectomia radical bem como amputagbes eram padronizadas
(Kanzler e Mraz-Gernbard, 2001). Durante grande parte do século XX, foi
preconizada a excisdo da lesdo primaria do melanoma com margem
cirurgica de 5 cm (Ross e Balch, 1998; Kanzler e Mraz-Gernbard, 2001).
Estudos posteriores demonstraram ineficacia de ressecg¢des amplas,
sendo padronizadas margens de 0,5 cm para melanomas “in situ”, 1 cm
para melanomas de 1 a 2 mm, 2 cm para lesées de 2 a 4 mm ou mais
(Ross e Balch, 1998; Balch et al., 2000; Balch et al., 2001b; Tsao et al.,
2004; Santos e Belfort, 2005). A linfadenectomia radical eletiva,
amplamente realizada no passado, foi substituida pela linfadenectomia
seletiva, feita através da pesquisa de micrometastase no linfonodo
sentinela (Balch et al., 1998; Tsao et al., 2004). Assim como o}
tratamento do melanoma, o estadiamento utilizado nos dias atuais,
passou por varias alteracbes desde que foi proposto inicialmente em

1947, quando a classificagcdo era baseada na presenca de metastases
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regionais ou a distancia. Os estagios variavam de 1 a 4, sendo o ultimo o
de melhor chance de sobrevida (Bakotic e Ackerman, 2005) Muitas
classificagdes surgiram até a implantangdo da primeira AJCC em 1965,
estadiando os tumores em TNM: sendo T=tumor primario,
N=acometimento linfonodal regional e M=metastase a distancia
(Copeland, 1965). Este estadiamento também sofreu mudancas,
baseadas nos estudos dos fatores prognosticos do melanoma,
culminando com a atual AJCC 2001, seguida mundialmente. (Balch et al.,
2001a). O estadiamento da neoplasia € fundamental, pois a partir dele

sera conduzido o tratamento.

Atualmente observa-se maior incidéncia de melanomas
em estadios iniciais (Hal et al., 1999; Massi et al., 1999; Schaffer et al.,
2004). Tal fato se deve a maior quantidade de casos diagnosticados
precocemente, reflexo das campanhas de prevencédo (Schaffer et al.,
2004). Tem sido observado na Europa Central aumento na porcentagem
de lesdes finas (£ 1 mm), mudando de 39% em 1976 para 65.5% em 2000

(Leiter et al., 2004).

Devido ao aumento do diagndstico de lesdes finas, a taxa
de sobrevida em 5 anos do melanoma invasivo aumentou de 50% em

1950 para 90% nos anos 90 (Schaffer et al., 2004).

Atualmente a maioria dos estudos sao direcionados para

as lesdes precoces, buscando refinamento dos indicadores progndsticos.
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O principal indicador prognéstico é a medida da
espessura do tumor (Breslow). A partir deste dado é tracada a conduta
terapéutica de cada paciente. Cabe ao médico patologista a importante
tarefa de avaliar e medir precisamente o grau de invasao do melanoma
(Breslow). A medida de Breslow é baseada na identificacdo de células
malignas na profundidade da lesdo (Breslow, 1970). A presenca
relativamente comum de infiltrado linfocitario na base dos tumores,
especialmente em lesdes iniciais, pode dificultar a realizacdo desta
medida. A utilizacdo de cortes seriados ou ainda a despigmentacédo da
ldamina sdo processos utilizados na tentativa de esclarecer os limites da
lesdo. A imunohistoquimica pode permitir a visualizagdo de caracteristicas
celulares que nao sao vistas nas coloragcdes de rotina e ser utilizada na
fenotipagem de células melanociticas com anticorpos especificos

(Mangini e Bhawan, 2002; Smoller, 2002).

Os principais marcadores utilizados para células
melanociticas séo o S-100 e o HMB-45. O S-100 € mais sensivel para a
caracterizagdo melanocitica, porém pouco especifico, podendo reagir
também com células gliais, células de Schwan, condrdcitos, lipdcitos,
histiocitos, entre outros. O HMB-45, cuja proteina alvo é a gp100 —
localizada nos pré melanossomas, tem maior especificidade para
identificar melandcitos, porém apresenta baixa sensibilidade (Smoller,

2002; Xu et al., 2002; Clarkson et al., 2001).
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O desenvolvimento dos anticorpos anti MELAN-A/MART-
1 proporcionou melhora nos indices de sensibilidade e especificidade da
imunohistoquimica no melanoma. Esses anticorpos monoclonais
reconhecem proteina especifica de diferenciacdo melanocitica, expressa
nos melandcitos benignos e malignos, sendo mais sensiveis e especificos
que HMB-45 e S-100 (Bergman et al., 2000; Gown e Bacchi, 2002; Kelley

e Starkus, 2002; Mangini e Bhawan, 2002; Lomuto et al., 2004).

Um dos fatores limitantes na utilizacdo da
imunohistoquimica é a presenca de grande quantidade de pigmento de
melanina nas células melanociticas, bem como a presengca de
melandéfagos na derme. A distingdo entre a coloragdo marrom positiva
pela imunohistoquimica e melanina se torna dificil e muitas vezes
impossivel devido a coloragdo marrom produzida pelo cromogeno
diaminobenzidina (DAB) (Kamino e Tam, 1991). O acumulo de melanina,
além de obscurecer a morfologia celular, pode prejudicar a
imunohistoquimica, dificultando a impregnacao do tecido pelo cromogeno

(Orchard e Calonje, 1998).

O simples uso da contracoloragdo das laminas pelo
método de Giemsa, permite a facil distincdo entre célula melanocitica
positiva para o marcador utilizado e melandfago. A célula melanocitica é
marcada em marrom acastanhado, apresentando granulos finos no
citoplasma. A célula macrofagica com pigmento melénico no citoplasma é

visualizada pela coloragdo em azul esverdeado, apresentando granulos
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citoplasmaticos grosseiros. A escolha do marcador MELAN-A foi feita
apos a realizagao de piloto, onde testou-se os seguintes marcadores: S-
100, HMB-45 e MELAN-A. O MELAN-A mostrou-se mais adequado,
proporcionando facil distingcdo das células melanociticas, destacando sua
morfologia. A vantagem de evidenciar melhor as caracteristicas
morfolégicas dos melandcitos corados, proporcionou aos autores maior

segurancga na leitura das laminas quando comparada ao HMB-45.

A modificagdo técnica introduzida pela contra coloragéo
com Giemsa, permitiu maior facilidade em precisar o envolvimento

dérmico pela neoplasia.

Utilizando o método proposto, foram identificadas células
de melanoma no infiltrado dérmico em 31 dos 40 casos “in situ” (77.5%) e
em 23 dos 30 casos microinvasivos (76.6%). Este numero expressivo
alerta o patologista para a frequéncia de células de melanoma no
infiltrado dérmico associado a essa neoplasia. Portanto podemos inferir
que a real espessura do tumor pode ser muitas vezes subestimada pela

presenca do denso infiltrado linfocitario.

Dentre os 40 casos “in situ”, 31 apresentaram células de
melanoma na derme, caracterizando lesdo nivel Il de Clark, exigindo,
portanto, medida da espessura do tumor (Breslow). Tal fato caracteriza

mudanca no estadiamento e na conduta terapéutica. De acordo com a
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AJCC, o estadiamento destes 31 casos passaria de 0 para |. De acordo

com o estadiamento, o protocolo de seguimento também mudaria.

Existem varios protocolos para o seguimento do individuo
com melanoma. De acordo com a maioria deles, o paciente com
melanoma “in situ” deve ser tratado com ampliagdo de margens de 0,5 cm
e seguimento clinico laboratorial anual. O paciente com melanoma de
espessura menor ou igual a 1 mm (T1) deve ser submetido a ampliagao
de margens com 1 cm e seu seguimento clinico laboratorial pode variar
de 1 a 4 visitas por ano, sendo indicada a pesquisa do linfonodo sentinela
para tumores a partir de Tmm de espessura (Jost, 2003; Tsao et al., 2004;
Francken et al., 2005; National Cancer Institute, 2005). De acordo com o
Grupo Brasileiro de Melanoma (GBM), segue-se o mesmo protocolo
apenas com divergéncia quanto a indicagdo da pesquisa do linfonodo
sentinela. Para o GBM, nos casos de tumores com espessura maior ou
igual a 0.76mm, além da ampliagdo de margens de 1cm € sugerida a
pesquisa do linfonodo sentinela. A pesquisa de linfonodo sentinela é
também indicada pelo GBM para tumores menores que 0.76 mm de
espessura acompanhados de regressao histologica (Neves et al., 2004;

Rousseau e Jeffrey, 2004; Starz, 2004; Belfort e Sanches, 2005).

No presente estudo, a conduta terapéutica e o
seguimento seriam diferentes para 31 dos 40 pacientes anteriormente

classificados como melanoma “in situ”, independente do protocolo
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utilizado. Nestes 31 casos, a ampliagao de margens deveria ser feita com

1 cm e o0 seguimento passaria a ser trimestral.

No estudo desenvolvido, o alvo inicial foram os
melanomas “in  situ” com denso infiltrado (40 casos), sendo
posteriormente ampliado com estudo dos melanomas microinvasivos (30
casos), também com denso infiltrado linfocitario. Foram estudados varios

aspectos relevantes ao direcionamento terapéutico e progndstico, bem

como caracteristicas epidemioldgicas e histolégicas da amostra.

Quanto a localizagao, observou-se predominio distinto de
acordo com o sexo. A maior prevaléncia de lesdes no tronco para o sexo
masculino e lesdes nos membros inferiores para o feminino € descrito na
literatura podendo ser explicado pelos habitos sociais diferentes entre os

sexos (Johnson et al., 1998 ; Langley et al., 1998; Hal et al., 1999).

O subtipo histolégico mais frequente foi o extensivo
superficial, concordando com os dados da literatura (Crowson et al., 2001;

Johnson et al., 1998).

O estudo dos melanomas microinvasivos permitiu analise
da presenca de regresséo histologica, a qual foi observada em 10 dos 23
casos microinvasivos estudados com células de melanoma (Melan-A
positivas) na derme e em 3 casos dos 7 com células negativas. Atravées
da analise estatistica chega-se a conclusdo de que, ao observar-se o

fenbmeno da regressdo parcial no melanoma com denso infiltrado
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linfocitario, tem-se um risco de 10% de haver célula do melanoma na
derme obscurecida pelo infiltrado. Sabe-se que a regressao reflete a
destruicdo imunoldgica do tumor pelo hospedeiro e que a ocorréncia de
metastase pode ser justificada pelo fato do tumor ter sido mais espesso
antes de sofrer regressao (Blessing e McLaren, 1972; Gromet et al.,
1998). Considerando a hipétese de que um denso infiltrado linfocitario
possa representar um estagio inicial de regressao, o achado de células de
melanoma em meio ao infiltrado linfocitario € esperado como fazendo

parte do fendbmeno da regressao em determinados casos.

Embora a analise da sobrevida seja limitada neste estudo
devido ao pouco tempo de seguimento, é importante salientar que, ao
mudarem de estadiamento, passando de 0 para IA, os pacientes passam
de uma sobrevida de 100% para 88% em 10 anos (Balch et al., 2001a;
Thompson, 2002) e passam a apresentar um risco de recorréncia de 4 a

24% (Moloney et al., 1996; Kalady et al., 2003; Francken et al., 2005).

Esta mudanga na conducgao clinico-terapéutica é de suma
importancia, pois, ao classificar corretamente um caso de melanoma no
seu devido estadio clinico, estar-se-a propondo melhor tratamento clinico

e seguimento, com chances reais de recidiva e sobrevida.
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Capitulo VI- CONCLUSAO
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que
a pesquisa de células de melanoma utilizando a técnica
imunohistoquimica descrita é de grande valia nos casos de melanoma “in
situ” com denso infiltrado inflamatério obscurecendo os limites da leséo.
Tal pesquisa impede que o Breslow seja subestimado. O presente estudo
mostrou que 31 dos 40 melanomas “in situ” fazem parte na realidade dos
melanomas microinvasivos, isto é, passiveis de terem sua espessura
medida e tratados como tal. O presente estudo deixa sua contribuigao por
proporcionar ao patologista melhor acuracia e ao paciente a melhor

conduta.
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MELANOMAS “IN SITU”
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Figura 1 — Melanoma “in situ” com infilirado linfocitario ativo obscurecendo os limites inferiores da lesdo (HE
50x), caso 23.

Figura 2 — Melanoma “in situ”: auséncia de células MELAN-A positivas no infiltrado linfocitario
(Imunohistoquimica técnica da ABC — contracoloragdo com Giemsa 50x) , caso 23.
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Figura 3 — Melanoma “in situ” com infiltrado linfocitario ativo (HE 100x), caso 19.

Figura 4 — Melandcitos corados pelo MELAN-A no infiltrado (Imunohistoquimica técnica da ABC —
contracoloragdo com Giemsa 100x), caso 19.

Figura 5 — Medida da espessura apds imunohistoquimica - 0.6mm (Imunohistoquimica técnica da ABC -
contracoloragdo com Giemsa 100x), caso 19.
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Figura 6 A e B — Melanoma “in situ” com infiltrado linfocitario ativo e melanéfagos (HE 100x; HE 400x), caso 30.

Figura 7 — Diferenciagdo entre melandcitos e macréfagos. Melandécitos corados em marrom pelo MELAN-A (m) e
melanofagos corados em azul esverdeado(*). (Imunohistoquimica técnica da ABC — contracoloragédo
com Giemsa 400x), caso 30.
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Figura 8 — Melanoma “in situ”’com infiltrado linfocitario Figura 9 — Medida da espessura apds a imuno-
ativo e melandfagos (HE 100x), caso 24. histoquimica — 0.3mm. (Imunohistoquimica técnica da
ABC — contracoloragdo com Giemsa 50x), caso 24.

Figura 10 — Melandcitos e melandfagos distintamente Figura 11 — Detalhe da figura 10: Melandcitos e

corados. Melandcitos corados em marrom pelo melanéfagos distintamente corados. Melandcitos

MELAN-A e melanoéfagos em azul esverdeado corados em marrom pelo MELAN-A e melan6fagos em

(Imunohistoquimica técnica da ABC — contracoloragdo azul esverdeado (Imunohistoquimica

com Giemsa 50x), caso 24. técnica da ABC — contracoloragdo com Giemsa 400x),
caso 24.

Figura 12 A e B — Detalhe da figura 10: Melandcitos com granulos citoplasmaticos finos corados em marrom pelo
MELAN-A. Melanéfagos com granulos azul esverdeados grosseiros (Imunohistoquimica técnica
da ABC - contracoloragdo com Giemsa 1000x), caso 24
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Figura 13 — Melanoma “in situ” com infiltrado linfocitario ativo e melanéfagos (HE 100x), caso 26.

Figura 14 — Presenca de células de melanoma, coradas em marrom pelo MELAN-A, e melanofagos, corados em
azul-esverdeado, no infiltrado lifocitario (Imunohistoquimica técnica da ABC — contracoloragdo com
Giemsa 100x). Detalhe no canto inferior direito (Imunohistoquimica técnica da ABC -
contracoloragéo com Giemsa 400x), caso 26.

Figura 15 — Medida da espessura da lesdo apdés imunohistoquimica - 0.38mm (Imunohistoquimica técnica da
ABC - contracoloragdo com Giemsa 50x), caso 26.
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Figura 16 — Melanoma “in situ” com infiltrado linfocitario ativo na base da lesdo. Presenga de melanéfagos (HE
100x), caso 28.

Figura 17 — Melanoma “in situ”: auséncia de células MELAN-A positivas no infilirado linfocitario. Presenga de
melanofagos, corados em azul-esverdeado na base da lesdo (Imunohistoquimica técnica da ABC —
contracoloragdo com Giemsa 100x), caso 28.
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Figura 18 — Melanoma “in situ” com infiltrado linfocitario ativo (HE 100x), caso 5.

Figura 19 — Identificagdo de melandcitos MELAN —A positivos no infiltrado linfocitario ativo (Imunohistoquimica
técnica da ABC — contracoloragao com Giemsa 100x), caso 5.

Figura 20 A e B — Melandcitos MELAN-A positivos no infiltrado linfocitario ativo (Imunohistoquimica técnica da
ABC - contracoloragdo com Giemsa 400x , 1000x), caso 5.
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Figura 21 A e B — Melanoma “in situ” com grande quantidade de melanina e linfécitos na derme (HE 400x), caso 14.

Figura 22 A, B e C — Melandcitos MELAN-A positivos (corados em marrom) e melandfagos (corados em azul
esverdeado) no infiltrado linfocitario ativo (Imunohistoquimica técnica da ABC -
contracoloragdo com Giemsa 100x; 200x e 400x), caso 14.




MELANOMAS MICROINVASIVOS
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Figura 1 — Melanoma com 0.15mm de Breslow intensamente pigmentado (HE 100x), caso 14.

Figura 2 — Espessura ap6s imunohistoquimica — 0.5mm (Imunohistoquimica técnica da ABC — contracoloragédo
com Giemsa 100x), caso 14.

Figura 3 — Células de melanoma MELAN-A positivas no infiltrado linfocitario ativo (Imunohistoquimica técnica da
ABC - contracoloragdo com Giemsa 400x), caso 14.
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Figura 4 - Melanoma com Breslow de 0.36mm apresentando infiltrado linfocitario ativo e melanéfagos (HE 100x),
caso 21.

Figura 5 - Identificagdo de células de melanoma MELAN-A positivas no infiltrado linfocitario ativo. Espessura
apds imunohistoquimica - 0.40mm (Imunohistoquimica técnica da ABC - contracoloragdo com
Giemsa 100x), caso 21.

Figura 6 — Células MELAN-A positivas no Infiltrado linfocitario ativo (Imunohistoquimica técnica da ABC —
contracoloragdo com Giemsa 400x), caso 21
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A presente alteragao foi efetuada somente para adequacdo do titulo da Tese de

Doutorado.
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