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1. INTRODUGAO

O melanoma é uma neoplasia maligna originada, na maioria das vezes, a
partir dos melandcitos localizados na pele. Ocorre principalmente em
populagdes caucasianas(Florez e Cruces 2004), com nitidas evidéncias de que
individuos com o fendtipo claro possuem maior predisposigcdo para o seu
desenvolvimento (Azevedo e Mendonga 1992; Flérez e Cruces 2004).

A incidéncia do melanoma vem crescendo em varias regides do mundo
(Azevedo e Mendonga 1992; Venegas, Flores et al. 1992; Bakos, Wagner et al.
2002; Florez e Cruces 2004), sendo considerado um grande problema em
Saude Publica (Venegas, Flores et al. 1992; Marks 2000; Thompson, Scolyer
et al. 2005; Cummins, Cummins et al. 2006).

A espessura tumoral, medida vertical do tumor (denominada de indice de
Breslow), € um parametro essencial na determinagcdo do progndstico dos
pacientes (Florez e Cruces 2004). O Grupo Multicéntrico e Multidisciplinar
Brasileiro para Estudo do Melanoma (GBM), em consenso de 2003,
recomendou que o laudo anatomopatolégico do melanoma contivesse, além da
espessura tumoral, os seguintes parametros, os quais também serviriam como
fatores prognésticos (de acordo com dados da literatura): tipo histoldgico,
ulceragao, fase de crescimento (radial ou vertical), nivel de Clark, indice

mitético, infiltrado inflamatério linfocitario peritumoral, infiltrado inflamatério



intratumoral, invasdo vascular linfatica e sanguinea’, invasdo perineural,
regressao, satelitose microscopica e margens cirurgicas (Landman et al 2003).

Mediadores biologicos tém sido reconhecidos na investigagdo sobre os
caminhos patogénicos desta neoplasia.

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas proteoliticas dependentes de
zinco que estdao envolvidas em processos fisiologicos e patologicos. As
principais acgdes das MMPs estdo relacionadas ao remodelamento dos
componentes da matriz extracelular. Participam, também, do processo de
migracao de células normais, malignas e inflamatérias, bem como do processo
de angiogénese (Hofmann, Westphal et al. 2000).

A metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2), também denominada de
gelatinase A, pertence ao grupo das gelatinases, assim designadas por
apresentarem marcante especificidade pelo colageno desnaturado (conhecido
como gelatina) (Seltzer e Eisen 2003). Aumentos na expressdao de MMP-2
foram associados com a progressdo do melanoma (Hofmann, Westphal et al.
2000).

Todas as metaloproteinases sao inibidas por inibidores naturais especificos
das mesmas, denominados de inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs). Existe um sistema de inibicdo especifica da agdo das gelatinases,

sendo que o inibidor tecidual TIMP-2 atua sobre a MMP-2. O desequilibrio

' Esta dissertagdo segue as novas regras estabelecidas pela Reforma Ortografica, em vigor desde
janeiro de 2009 no Brasil. Entretanto, as possiveis alteracdes com relacdo aos vocabulos
compostos e derivados, estudadas pela Academia Brasileira de Letras e previstas para margo de
2009, ainda n&o haviam sido divulgadas quando da redagao deste trabalho.



entre as secregdes da MMP-2 e do TIMP-2 poderia contribuir para o processo
patogénico em determinadas situagdes (Hofmann, Westphal et al. 2000).

Desde o estabelecimento da diretriz sobre o laudo anatomopatolégico do
melanoma pelo GBM, poucos trabalhos foram publicados utilizando o protocolo
oficial, sendo escassos os estudos dessas variaveis na literatura nacional.

Apesar de Redondo e colaboradores terem concluido que a expressao de
MMP-2 possa estar associada com a progressao do melanoma, estes autores
basearam-se em um estudo com poucos casos (Redondo, Lloret et al. 2005).
Nao sao encontrados estudos que relacionem a expressao da MMP-2 aos
fatores prognésticos histopatolégicos. Além disso, pouco se encontra sobre a
expressao do TIMP-2 no melanoma.

Neste sentido, € provavelmente importante o aprofundamento do
conhecimento a respeito dos eventos que regulam o comportamento bioldgico
do melanoma e que envolvem a MMP-2 e o seu inibidor (Fl6rez e Cruces
2004).

O presente estudo tem como primordial objetivo avaliar a expressao imuno-
histoquimica da MMP-2 e do TIMP-2 no melanoma cutaneo primario e
estabelecer suas relagdes com os fatores progndsticos histopatolégicos da
neoplasia, além de descrever essas expressdes nas metastases cutaneas do
melanoma.

A analise da forma como se distribui a expressao da MMP-2 e do TIMP-2
nos melanomas cutaneos primarios e nas metastases cutidneas dos

melanomas podera auxiliar na compreensao da patogénese e do prognéstico



da neoplasia, além de contribuir para a reflexdo sobre estratégias para

terapias adjuvantes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Melanoma

2.1.1. Conceitos e epidemiologia atual

Os melandcitos sédo células dendriticas e especializadas, encontradas
principalmente na zona da membrana basal da epiderme cutanea, nos olhos
(Chu, Haake et al. 2003; Gray-Schopfer, Wellbrock et al. 2007) e no sistema
nervoso central. Sdo responsaveis pela producdo de um pigmento denominado
melanina, a qual confere a cor da pele e dos cabelos (Gray-Schopfer, Wellbrock et
al. 2007).

Os melanécitos cutédneos originam-se de precursores a partir da crista
neural e migram até a pele durante o desenvolvimento embrionario. Na pele,
essas células localizam-se na jungao entre a epiderme e a derme e nos foliculos
pilosos, e sua homeostase é regulada pelos queratindcitos epidérmicos (Gray-
Schopfer, Wellbrock et al. 2007). Acredita-se que aproximadamente 36
queratindcitos basais ou suprabasais coexistam funcionalmente com cada
melandcito (Chu, Haake et al. 2003).

A célula melanocitica desenvolve uma intima relagdo com os queratindcitos,

através de seus prolongamentos dendriticos, os quais transferem “pacotes” de



pigmento melanico (melanossomos) aos queratinocitos (Markovic, Erickson et al.
2007).

Em resposta a radiagdo ultravioleta (RUV), os queratinécitos secretam
fatores que regulam a atividade dos melandécitos, estimulando-os a produgéo de
melanina e resultando num aumento da coloragdo da pele, numa resposta
conhecida como bronzeamento cutaneo (Chu, Haake et al. 2003; Gray-Schopfer,
Wellbrock et al. 2007). A melanina absorve a RUV e possui uma potente
propriedade antioxidante capaz de neutralizar os radicais livres gerados pela RUV
(Markovic, Erickson et al. 2007; Passeron, Coelho et al. 2007). Desta maneira, os
melandcitos cutaneos apresentam um importante papel na protecdo da pele dos
efeitos danosos da RUV e na prevengéo do cancer cutaneo (Cummins, Cummins
et al. 2006; Gray-Schopfer, Wellbrock et al. 2007). Paradoxalmente, os
melandcitos s&o lesados e transformados pela RUV (Markovic, Erickson et al.
2007), sendo, assim, os precursores do melanoma, o tipo mais letal dos canceres
da pele (Cummins, Cummins et al. 2006; Gray-Schopfer, Wellbrock et al. 2007).

O melanoma n&o é um cancer exclusivamente cutaneo, embora 95% dos
casos ocorram na pele. Os olhos, as mucosas, os tratos gastrintestinal e
geniturinario, as leptomeninges e os linfonodos sdo sitios de melanoma primario
extracutaneo (Markovic, Erickson et al. 2007).

O melanoma cutaneo primario é definido como qualquer lesdo primaria de
melanoma, independentemente da espessura tumoral, em paciente sem evidéncia
clinica ou histolégica de doenga metastatica regional ou a distancia (Sober,

Chuang et al. 2001).



A metastase designa a lesdo formada pelo conjunto de células tumorais
agrupadas em um foco micro ou macroscopicamente e que nao apresenta
continuidade com a les&o primaria. No melanoma, podem ser metastases satélites
(que se situam até 5 cm da lesdo primaria), metastases em transito (situadas mais
de 5 cm da lesdao primaria) ou metastases a distancia (Markovic, Erickson et al.
2007).

O cancer da pele é o terceiro cancer mais comum em humanos (Gray-
Schopfer, Wellbrock et al. 2007) e a sua incidéncia global vem aumentando de
maneira importante nos ultimos anos (Azevedo e Mendonga 1992; Marks 2000;
Garbe, Hauschild et al. 2007; Goldberg, Doucette et al. 2007; Gray-Schopfer,
Wellbrock et al. 2007; Markovic, Erickson et al. 2007). Neste sentido, 0 melanoma
cutaneo foi identificado como um dos céanceres com maior taxa de crescimento em
populagdes brancas em todo o mundo (Venegas, Flores et al. 1992; Marks 2000;
Bakos, Wagner et al. 2002; Florez e Cruces 2004), havendo evidéncias de que,
como ja referido, pessoas de pele clara tém maior predisposicdo para o
desenvolvimento deste tipo de neoplasia (Azevedo e Mendonga 1992).

A taxa anual de aumento na incidéncia do melanoma varia entre as distintas
populagbes, mas, em geral, oscila entre 3 e 7% em populagdes caucasianas
(Marks 2000; Desmond e Soong 2003). Em vista disso, o melanoma vem se
tornando uma preocupagdo em diversos paises (Azevedo e Mendonga 1992;
Venegas, Flores et al. 1992; Marks 2000). Afortunadamente, os dados
demonstram que a incidéncia do melanoma aumentou principalmente devido ao
aumento do numero de casos de melanomas considerados finos, iniciais ou de

pequena espessura (Marks 2000; Florez e Cruces 2004; Garbe e Eigentler 2007).



Acredita-se que a incidéncia do melanoma no Brasil também esteja
aumentando, embora ndo se possua um registro completo dos casos de cancer no
pais (Bakos, Wagner et al. 2002), devido a subnotificagao.

Sabe-se que os individuos de origem europeia, que vivem em climas
tropicais ou temperados, apresentam um risco elevado de desenvolver cancer
cutaneo. E possivel encontrar, nas regides sudeste e sul do Brasil, comunidades
de imigrantes europeus ou de seus descendentes de pele clara que se
estabeleceram e se dedicaram a atividade laboral com grande exposi¢ao a RUV
(trabalho rural). Além disso, a exposi¢ao solar intermitente e intensa decorrente de
atividades de lazer na época do verao é bastante comum em todo o territério
brasileiro (Azevedo e Mendonga 1992; Venegas, Flores et al. 1992; Bakos,
Wagner et al. 2002). Sendo assim, Azevedo e colaboradores concluiram que
existem riscos potenciais para o desenvolvimento do cancer da pele na populagéo
brasileira, em especial nos individuos das regides sul e sudeste (Azevedo e
Mendonga 1992).

Segundo dados do Instituto Nacional de Céancer (INCA) do Ministério da
Saude do Brasil, estavam previstos, para 2008, 2.950 casos novos de melanoma
em homens e 2.970 casos novos em mulheres. As maiores taxas estimadas em
homens e mulheres encontravam-se nas regides sudeste e sul (2009).

Embora represente apenas 4% das neoplasias malignas cutaneas, o
melanoma € responsavel por aproximadamente 80% das mortes por cancer da
pele (Venegas, Flores et al. 1992; Miller e MihmJr 2006), apresentando,assim, alta

morbimortalidade (Venegas, Flores et al. 1992).



A distribuigdo desta neoplasia entre os sexos varia de acordo com as taxas
de incidéncia de melanoma nas distintas populagdes (Marks 2000). Em um estudo
realizado em um hospital de nivel terciario em Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Venegas e colaboradores relataram um maior numero de casos em homens. A
faixa etaria mais atingida nestes pacientes foi entre 35 e 55 anos de idade, tendo
sido encontrado com maior frequéncia em areas de cabegca e tronco nos
individuos do sexo masculino e nos membros inferiores nas pacientes do sexo

feminino (Venegas, Flores et al. 1992).

2.1.2. Fatores de risco

Ainda que sua etiologia ndo seja completamente entendida, varios fatores
estdo relacionados ao surgimento do melanoma (Venegas, Flores et al. 1992). A
probabilidade de desenvolvimento deste cancer em cada individuo € o resultado
da combinagao entre fatores predisponentes constitucionais (ou hereditarios) e a
exposicao a fatores ambientais, os quais produzirdo o desenvolvimento tumoral
em individuos suscetiveis (Marks 2000).

O principal fator de risco constitucional para o surgimento do melanoma ¢é a
cor da pele do individuo. Sabe-se que individuos de pele clara (fototipos | e Il de
acordo com a classificacdo de Fitzpatrick) apresentam maior risco de
desenvolvimento da neoplasia (Marks 2000). O risco igualmente € elevado em
pessoas com olhos claros, particularmente, de cor azul e com cabelos loiros e,
principalmente, ruivos (Thompson, Scolyer et al. 2005; Markovic, Erickson et al.

2007).
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Sao também considerados fatores de risco constitucionais a presenca de
um grande numero de nevos melanociticos (principalmente mais de 100 nevos)
(Thompson, Scolyer et al. 2005; Cummins, Cummins et al. 2006; Miller e MihmJr
2006), a presencga de nevos atipicos e a presenga de nevo melanocitico congénito
gigante (maior do que 20 cm) (Cummins, Cummins et al. 2006; Markovic, Erickson
et al. 2007).

Além destes, sédo fatores de risco a tendéncia ao desenvolvimento de
efélides, a historia pessoal ou familiar de melanoma e a idade avangada (Marks
2000; Cummins, Cummins et al. 2006).

A histéria familiar de melanoma é considerada um importante fator de risco
para o desenvolvimento desta neoplasia. Os pacientes que possuem um familiar
de primeiro grau com melanoma apresentam aproximadamente um risco duas
vezes maior de desenvolvimento do melanoma em relagdo aos pacientes que nao
tém familiares com esta neoplasia (Markovic, Erickson et al. 2007).

Doengas como xeroderma pigmentoso, nas quais existe uma capacidade
diminuida de reparo do DNA apo6s a ocorréncia de dano desencadeado pela
exposicdo a RUV, também aumentam o risco para o desenvolvimento do
melanoma (Marks 2000; Cummins, Cummins et al. 2006; Markovic, Erickson et al.
2007).

Eventualmente, o melanoma ocorre pela presenca de mutacdes herdadas
em genes de alta penetrancia (Thompson, Scolyer et al. 2005), demonstrando um
padrdao de heranga autossOmica dominante (Markovic, Erickson et al. 2007).
Estima-se que menos de 2% dos casos de melanoma sejam atribuidos a essas

mutagdes. Sao genes reconhecidamente relacionados ao melanoma: CDKN2A (do



11

inglés cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) e, menos frequentemente, CDK4 (do
inglés cyclin-dependent kinase 4) (Thompson, Scolyer et al. 2005; Miller e MihmJr
2006; Markovic, Erickson et al. 2007).

A variagdo em determinados genes (polimorfismo) determina o efeito que
cada individuo sofre ao se expor a RUV, afetando tanto os mecanismos de defesa
da pele em resposta a RUV, quanto o risco individual para o desenvolvimento do
melanoma (Miller e MihmdJr 2006).

Algumas caracteristicas nos pacientes com melanoma indicam uma
predisposi¢do genética. Estas incluem a ocorréncia do melanoma em pacientes
jovens (antes dos 40 anos de idade), melanomas primarios multiplos, e histéria de
lesdes precursoras, como 0s nevos displasicos. Os pacientes com predisposicao
genética para o desenvolvimento do melanoma costumam apresentar neoplasias
com uma menor espessura e, assim, com um melhor prognostico (Markovic,
Erickson et al. 2007).

Diversos estudos epidemiologicos ja demonstraram que a exposi¢gao a RUV
€ o principal fator de risco ambiental para o desenvolvimento do melanoma em
individuos constitucionalmente predispostos (Marks 2000; Thompson, Scolyer et
al. 2005; Markovic, Erickson et al. 2007). Uma historia de exposi¢gdo a grandes
quantidades de RUV, suficientes para causar queimaduras solares, tanto na
infancia, quanto na vida adulta, é considerada relevante no desenvolvimento da
neoplasia (Marks 2000; Thompson, Scolyer et al. 2005).

Desta forma, o risco para o desenvolvimento do melanoma ¢é duplicado para
individuos com histéria de queimaduras solares, quando comparados aos

individuos sem histéria de queimaduras solares. Em recente estudo de meta-
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analise, foi demonstrado que as queimaduras solares ocorridas durante todo o
periodo de vida dos individuos estdo associadas com aumento de risco para o
desenvolvimento do melanoma, e ndo s6 as que ocorrem na infancia (Dennis,
Vanbeek et al. 2008).

A presenca de lesdes de ceratoses actinicas e de cancer da pele nao-
melanoma (carcinoma basocelular e carcinoma epidermoide) sdo consideradas
como fator de risco para melanoma, devido a exposi¢ao solar de que necessitam
para a sua indugao (Marks 2000; Thompson, Scolyer et al. 2005).

A importdncia da exposicdo solar intermitente e/ou cumulativa no
desenvolvimento do melanoma refere-se principalmente ao subtipo do melanoma
denominado de espalhamento superficial. Em relagdo ao subtipo designado como
lentigo maligno (Melanose de Hutchinson ou Dubreuilh), existe uma nitida relagcao
entre uma exposig¢ao solar intensa, por um periodo prolongado, com o surgimento
da neoplasia (Marks 2000).

O risco para o desenvolvimento de melanoma esta associado, em especial,
a episddios intermitentes de intensa exposi¢do solar, principalmente os que
resultam em queimaduras cutaneas, como 0s que ocorrem em exposi¢des
recreacionais nos meses do verdao (Cummins, Cummins et al. 2006; Markovic,
Erickson et al. 2007). O risco para o desenvolvimento do melanoma também
aumenta com a aproximacgao da linha do Equador. A intensidade da radiacdo UVB
(ultravioleta do tipo B) aumenta consideravelmente entre 10 e 15 horas (Markovic,
Erickson et al. 2007).

Acredita-se que a RUV seja a principal faixa para o risco do

desenvolvimento do melanoma dentro do espectro da luz solar; entretanto, ainda
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nao existem estudos em humanos que comprovem este dado (Marks 2000).
Inicialmente, acreditava-se que o tipo de RUV que induzia as neoplasias cutaneas
era exclusivamente a radiagcdo UVB. Entretanto, tornou-se claro que a exposi¢ao a
radiacdo UVA (ultravioleta do tipo A) pode contribuir para o desenvolvimento do
melanoma (Cummins, Cummins et al. 2006).

A maior concentragao global de radiagado UVA ocorre no hemisfério sul, nas
latitudes entre 20° e 40°, principalmente durante os meses da estacédo do verdo. A
maior dose diaria de radiacdo UVA ocorre na latitude de 30° sul. Esta é a latitude
exata da localizagdo da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, local
onde vivem muitas pessoas de pele clara e de descendéncia europeia (Bakos,
Wagner et al. 2002).

Bakos e colaboradores identificaram os seguintes fatores de risco para o
desenvolvimento do melanoma no sul do Brasil: pele clara (fototipos cutaneos | e |l
de Fitzpatrick), olhos e cabelos claros, presenca de nevos atipicos (principalmente
se presentes 30 ou mais nevos clinicamente atipicos), efélides e, em especial, a
falta da utilizacdo de filtros de protecdo solar e a presenga de histéria de
queimaduras solares, sendo este ultimo, aparentemente, o fator de risco mais
importante para o desenvolvimento da neoplasia nesta populagao (Bakos, Wagner
et al. 2002).

Além disso, reconhecidamente a presenca de imunossupressdo em
individuos transplantados tratados com medicagdes imunossupressoras ou em

individuos portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS) é
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considerada um fator de risco para o desenvolvimento do melanoma (Thompson,
Scolyer et al. 2005; Miller e MihmJr 2006; Markovic, Erickson et al. 2007).

Outros fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do melanoma
sdo estudados, incluindo componentes da dieta, alcool, cafeina, o habito do
tabagismo, fontes de luz fluorescentes, terapia hormonal, gestacdo, estresse e
traumas de repeticdo; porém, nenhum desses se mostrou epidemiologicamente
associado com um aumento de risco para melanoma (Marks 2000; Markovic,
Erickson et al. 2007). Os pesticidas domésticos foram identificados como
possiveis fatores de risco independentes para o melanoma (Fortes, Mastroeni et
al. 2007).

Os dados referentes ao uso de fotoprotetores topicos sdo contraditérios,
igualmente com caréncia de evidéncia epidemioldgica que sustente um aumento
de risco e/ou protegdo com o uso dos fotoprotetores (Marks 2000; Markovic,
Erickson et al. 2007).

O uso adequado de fotoprotetores com alto espectro de protegcéo solar
(fator de protecdo 30 ou maior) demonstrou reduzir de 30% a 40% o numero de
nevos melanociticos adquiridos que se desenvolvem em criangas. Como nevos
melanociticos adquiridos sao considerados marcadores de exposicdo solar e
como a exposicao solar é considerada um fator de risco para o desenvolvimento
do melanoma, os fotoprotetores devem apresentar alguma fungdo na prevengao
da neoplasia. Por outro lado, como os fotoprotetores protegem contra
queimaduras solares, o seu uso resulta em um aumento do tempo de exposicao
intencional (recreacional) ao sol, aumentando a exposicéo total a RUV. O uso

exclusivo de fotoprotetores para a protegao ao sol ndo é o ideal. Outros métodos
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como roupas, chapéus e oculos apropriados devem ser utilizados conjuntamente
(Markovic, Erickson et al. 2007).

As cameras de bronzeamento artificial foram modificadas no inicio da
década de 80 e, atualmente, emitem somente radiagdo UVA (Cummins, Cummins
et al. 2006). Dados recentes sugerem que cameras de bronzeamento podem
aumentar o risco do desenvolvimento do melanoma, em especial, com exposi¢coes
de longa duragdo e com uma idade precoce de inicio de sua utilizagao (Markovic,

Erickson et al. 2007).

2.1.3. Carcinogénese

O melanoma desenvolve-se como resultado do acumulo de anormalidades
genéticas ocorridas nos melandcitos que, por sua vez, promovem a proliferagao
celular e evitam a apoptose que deveria ocorrer em resposta ao dano do DNA
(Thompson, Scolyer et al. 2005).

O melanoma é uma doenga complexa. O conjunto formado por mutagdes
em genes reguladores do crescimento, juntamente com a producéo de fatores de
crescimento autocrinos e a perda de receptores de adesdo contribuem para a
ocorréncia de uma sinalizacdo intracelular alterada nos melandcitos, permitindo
que o0s mesmos escapem do rigoroso controle dos queratindcitos.
Consequentemente, os melandcitos podem proliferar-se, formando lesdes
conhecidas como nevos melanociticos (Gray-Schopfer, Wellbrock et al. 2007). Por

outro lado, sabe-se que o melanoma pode originar-se a partir de nevos
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melanociticos ou ocorrer independentemente da existéncia de um nevo prévio
(Marks 2000).

Estudos histologicos sugerem a coexisténcia de um nevo melanocitico pré-
existente, a partir do qual o melanoma poderia desenvolver-se em 30% dos casos.
Portanto, a maioria dos casos de melanoma provavelmente desenvolve-se a partir
de uma pele previamente normal, num processo denominado “de novo” (Marks
2000; Cummins, Cummins et al. 2006).

Os melanomas que se desenvolvem a partir de nevos melanociticos pré-
existentes usualmente sao localizados no tronco. Ocorrem em pacientes mais
jovens e correspondem a melanomas do subtipo histolégico espalhamento
superficial (Markovic, Erickson et al. 2007).

As capacidades de invasdo local e de produgdo de metastases séao
responsaveis pela morbidade e pela mortalidade do melanoma (Miller e MihmJr
2006).

A capacidade de invasdo aparece na fase de crescimento vertical da
neoplasia, quando as células do melanoma ndo s6 penetram na membrana basal,
como também crescem dentro da derme como um ndédulo em expansao (Miller e
MihmJr 2006).

O melanoma metastatico desenvolve-se quando as células tumorais
dissociam-se da lesdo primaria, migram através do estroma circundante e
invadem os vasos sanguineos e linfaticos para formar um tumor em um sitio
distante da lesao primaria (Miller e MihmJr 2006).

A invasao e a disseminacdo do melanoma estao relacionadas a alteragao

da adesao intercelular. Normalmente, a adesé&o intercelular controla a migragao
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celular, a organizagao tecidual e a organogénese. Entretanto, disturbios na adesao
celular contribuem para a invasdo tumoral, a interacdo tumor-estroma e a
sinalizacdo tumor-células. As caderinas (proteinas transmembrana) sustentam o
contato célula-a-célula. As integrinas mediam o contato celular com fibronectina,
colageno e laminina, componentes da matriz extracelular. A transi¢cdo entre as
fases de crescimento radial e vertical do melanoma esta associada a expressao
de a,B;integrina. Esta integrina induz a expressao da metaloproteinase-2 da matriz
(MMP-2), a qual degrada o colageno da membrana basal da epiderme (Miller e

MihmJr 2006).

2.1.4. Aspectos clinicos

O melanoma pode ocorrer em qualquer tecido que contenha melanécitos,
incluindo tecidos nao-cutaneos. Felizmente, no entanto, a maior parte dos casos
de melanomas ocorre na superficie da pele, facilitando, desta maneira, seu
diagnostico precoce (Cummins, Cummins et al. 2006).

A maioria dos melanomas pode ser identificada clinicamente por um exame
fisico cuidadoso. Usualmente, algumas caracteristicas estdo presentes e sao
agrupadas em uma regra clinica mneménica conhecida por ABCD, a qual
corresponde a assimetria da lesdo, as bordas irregulares, as cores variadas e ao
didmetro maior do que 6 mm. Deve-se suspeitar clinicamente, também, das lesdes
melanociticas que apresentam alguma mudanga significativa em seu aspecto
prévio (crescimento, alteragdo da cor, prurido, dor, sangramento, ulceragdo da

lesdo) (Thompson, Scolyer et al. 2005; Cummins, Cummins et al. 2006; Markovic,
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Erickson et al. 2007). Além disso, atualmente, os dermatologistas utilizam o exame
adicional com o auxilio do dermatoscépio (instrumento portatil de microscopia de
superficie), o que aumenta a acuracia do diagnéstico da lesdo (Thompson, Scolyer
et al. 2005; Markovic, Erickson et al. 2007).

Clinicamente, sdo reconhecidos, principalmente, quatro tipos de melanoma:
melanoma tipo espalhamento superficial, melanoma nodular, melanoma
lentiginoso-acral e melanoma lentigo maligno.

O melanoma tipo espalhamento superficial (ou melanoma extensivo
superficial) corresponde a 70% dos casos de melanoma (Cummins, Cummins et
al. 2006; Markovic, Erickson et al. 2007). Apresenta uma fase de crescimento
radial ou horizontal, durante a qual a lesdo permanece exclusivamente restrita a
epiderme, aumentando em didmetro. Esta fase precede a fase de crescimento
vertical, na qual a lesdo se estende a derme, exibindo potencial metastatico
elevado. Este tipo de melanoma afeta igualmente homens e mulheres, ocorrendo,
mais frequentemente, no tronco, em homens, e nas extremidades inferiores, em
mulheres (Cummins, Cummins et al. 2006). E mais comumente diagnosticado
entre a quarta e a quinta décadas de vida, em areas de pele fotoexposta
(Markovic, Erickson et al. 2007) e € o subtipo que, com maior frequéncia,
desenvolve-se a partir de um nevo melanocitico pré-existente (Cummins,
Cummins et al. 2006).

O melanoma nodular corresponde de 15 a 30% dos casos de melanoma e
representa o tipo mais agressivo da neoplasia. Afeta predominantemente homens
na quinta década de vida (Cummins, Cummins et al. 2006). Ocorre geralmente no

tronco e nos membros dos pacientes (Markovic, Erickson et al. 2007),
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habitualmente desenvolve-se “de novo” e possui rapido crescimento. O melanoma
nodular ndo possui uma fase de crescimento radial significativa, podendo ser
diagnosticado, assim, com um didmetro pequeno. Como apresenta
predominantemente a fase de crescimento vertical, observa-se uma tendéncia a
ser diagnosticado com uma espessura tumoral elevada, o que Ihe confere um
prognostico pior, se comparado aos outros subtipos de melanoma.
Frequentemente, é mais dificil de ser reconhecido, pois apresenta poucos critérios
da regra do ABCD (Cummins, Cummins et al. 2006). Usualmente, séo lesdes
ulceradas e, quando amelandticas (sem melanina), podem ser confundidas com
lesdes de origem vascular (Markovic, Erickson et al. 2007).

O melanoma lentiginoso-acral, embora corresponda a menos de 5% do
numero total de melanomas diagnosticados, € responsavel por 35 a 65% dos
casos em individuos de pele escura (afro-americanos, asiaticos e hispéanicos).
Ocorre na regiao palmar, plantar e no leito ungueal. A regido plantar corresponde
ao local mais comum de sua ocorréncia (Cummins, Cummins et al. 2006;
Markovic, Erickson et al. 2007). Tipicamente €& diagnosticado em estadios
relativamente avancados em relagdo aos outros subtipos de melanoma (Halpern,
Marghoob et al. 2003).

O melanoma lentigo maligno ocorre em areas de pele com grande dano
solar, sendo o menos agressivo e correspondendo a menos de 5% dos casos.
Usualmente afeta mulheres na sétima década de vida, em areas de dano solar
como face, pescogo e dorso das maos (Cummins, Cummins et al. 2006). Essa
lesdo pode desenvolver-se durante varias décadas antes de evoluir para uma

neoplasia invasora (Markovic, Erickson et al. 2007).
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Outros subtipos de melanoma sao raros e podem ser confundidos com
outras neoplasias epiteliais ou mesenquimais. Incluem o melanoma desmoplasico,
o com células em baldo, o mixoide, o com células em anel de sinete, o
osteogénico e o rabdoide (Markovic, Erickson et al. 2007).

O ~curso da progressao de uma lesdo com comprometimento
exclusivamente cutdneo (melanoma cutaneo primario) até uma lesdo de
melanoma metastatico varia conforme o tipo do melanoma. O melanoma nodular,
que apresenta predominantemente uma fase de crescimento vertical, possui a
maior tendéncia para metastatizar precocemente. Os tipos de melanoma com
evolugdo mais indolente permanecem por até 15 anos sem disseminagcdo a

distancia (Cummins, Cummins et al. 2006).

2.1.5. Histopatologia

Os critérios histopatologicos para o diagnéstico do melanoma sao baseados
em alteragdes arquiteturais e citolégicas e devem ser interpretadas no contexto
clinico da lesdo (Markovic, Erickson et al. 2007).

Segundo diretrizes internacionais e do GBM, no exame histopatolégico do
melanoma devem ser descritos os seguintes parametros: espessura tumoral
(indice de Breslow), tipo histolégico, ulceracdo, fase de crescimento (radial ou
vertical), nivel de Clark, indice mitético, infiltrado inflamatério linfocitario
peritumoral, infiltrado inflamatério intratumoral, invasdao vascular linfatica e
sanguinea, invasdo perineural, regressao, satelitose microscépica e margens

cirdrgicas (Landman et al 2003).
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2.1.5.1. Critérios histopatolégicos como fatores prognoésticos

Breslow

Em 1970, o Doutor Alexandre Breslow descreveu uma medida quantitativa
da profundidade de invasdo das lesbes de melanoma. A medida da espessura
tumoral em milimetros (mm) é designada com indice de Breslow. Esta medida é
feita a partir da parte superior da camada granular da epiderme até a célula
tumoral mais profunda. A profundidade de Breslow é o fator progndstico mais
importante nas lesdes primarias de melanoma. Melanomas designados como finos
sdo, atualmente, definidos como aqueles com uma espessura tumoral igual ou
inferior a 1,0 mm. A espessura de Breslow € uma variavel continua, entretanto,
para fins de estadiamento, as lesbes séo estratificadas em in situ, menores ou
iguais a 1,0 mm, menores ou iguais a 2,0 mm, menores ou iguais a 4,0 mm ou

maiores do que 4,0 mm (Markovic, Erickson et al. 2007).

Ulceragao

A ulceracao tumoral é definida como a auséncia de uma epiderme intacta
sobre a maior parte da lesdo de melanoma primario ao exame microscoépico. A
ulceragcdo € o segundo mais importante fator progndstico nos pacientes com

melanoma (Markovic, Erickson et al. 2007).

Fase de crescimento
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A maioria dos melanomas desenvolve-se seguindo etapas de progressao
tumoral. A fase de crescimento radial descreve a etapa inicial do crescimento do
melanoma, a qual ocorre dentro da epiderme cutdnea e/ou na jungdo dermo-
epidérmica. Todos os melanomas, com excecdo dos melanomas nodulares,
apresentam uma fase de crescimento radial. Esta fase geralmente ndo esta
associada ao desenvolvimento de metastases tumorais. Com a progressdo do
melanoma, a neoplasia avanga para a etapa seguinte de crescimento, designada
de fase de crescimento vertical, que € tumorigénica, apresentando atividade

mitética no derma (Markovic, Erickson et al. 2007).

Nivel de Clark

Os niveis de Clark correspondem a descricdo qualitativa dos niveis
anatomicos de invasdo do melanoma. No nivel | de invasdo, todas as células
tumorais localizam-se na membrana basal da epiderme cuténea (leséo designada
como in situ). No nivel Il, o tumor invade o derma papilar. No nivel Ill, o tumor
preenche e expande o derma papilar. No nivel IV, o tumor invade o derma
reticular. Finalmente, no nivel V, o tumor invade o tecido adiposo subcutaneo. O
nivel de invasdo é um fator prognostico significante em melanomas finos
(melanomas que apresentam espessura tumoral igual ou menor a 1,0 mm)

(Markovic, Erickson et al. 2007).

indice mitético
O indice mitético é calculado a partir do numero de mitoses por milimetro

quadrado presentes na parte dérmica do tumor (regido na qual a maioria das
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mitoses é identificada). O indice mitético € reconhecido como um importante fator
prognostico do melanoma. A auséncia de mitoses por milimetro quadrado é
associada a um melhor prognéstico do paciente, quando comparada a casos em
que se observa 1 mitose por mm?; entretanto, ndo se observam diferencas
significativas de sobrevida, quando comparadas as presengas de 1 com 2 mitoses
por mm?, assim como na comparagao de 2 com 3, 3 com 4 e 4 com 5 mitoses por

mm? (Markovic, Erickson et al. 2007).

Regressao

Histologicamente, a regressdo tumoral é caracterizada pela auséncia de
células de melanoma na epiderme e na derme, cercada por um ou pelos dois
lados por lesdo de melanoma. A derme, nesta area, apresenta ténue fibroplasia,
linfocitos dispersos e melandfagos. A presenga de regressdao completa é incomum.
A regressao esta associada a um pior prognostico dos pacientes com melanoma,
em especial, aqueles que apresentam regressao extensa (maior do que 75%) ou
completa. Acredita-se que a regressao seja particularmente importante nos casos

de melanomas finos (Markovic, Erickson et al. 2007).

Os outros critérios prognosticos histopatolégicos sdo os seguintes: infiltrado
inflamatdrio linfocitario peritumoral, infiltrado inflamatorio intratumoral (apresenta
valor prognéstico; € definido como ausente, leve, moderado ou intenso), invasao
vascular linfatica e sanguinea, invasdo perineural, satelitose microscépica

(conjunto de células tumorais agrupadas em um foco microscépico distante até 5
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cm da lesdo primaria e que nao apresentam continuidade com esta) (Markovic,

Erickson et al. 2007).

2.1.6. Manejo e prognéstico

O estadiamento do melanoma foi atualizado, validado e oficializado pela
Comissao Americana de Cancer (American Joint Committee on Cancer - AJCC)
em 2002. O estadiamento da AJCC divide o melanoma em quatro (4) estadios. Os
estadios | e Il correspondem aos melanomas com doenca localizada, o estadio Ill
corresponde aos melanomas com metastases regionais, e o estadio IV, aos
melanomas com metastases a distancia (Balch, Buzaid et al. 2001; Markovic,
Erickson et al. 2007).

Se o melanoma é diagnosticado precocemente, pode ser curado com a
excisdo cirurgica (Azevedo e Mendonga 1992; Venegas, Flores et al. 1992;
Roberts, Anstey et al. 2002; Thompson, Scolyer et al. 2005; Cummins, Cummins
et al. 2006; Gray-Schopfer, Wellbrock et al. 2007). A cirurgia € a intervencao
terapéutica mais efetiva no manejo dos pacientes com melanoma. A maioria dos
pacientes com melanoma primario com menos de um milimetro de espessura
apresenta um baixo risco de disseminagao locorregional ou sistémica (Markovic,
Erickson et al. 2007).

Nos pacientes com melanoma, o comprometimento dos linfonodos pela
neoplasia € um poderoso preditor de recorréncia da doenca e de sobrevida dos
pacientes. O risco de envolvimento tumoral dos linfonodos correlaciona-se com a

espessura da lesdo primaria e com a presengca, ou nao, de ulceracao.
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Teoricamente, os melanomas apresentam um padrdo de metastases que
inicialmente envolve os linfonodos regionais. Em virtude desse conceito,
desenvolveu-se a pratica da dissecgao eletiva dos linfonodos (através da técnica
da pesquisa do linfonodo sentinela — primeiro linfonodo na drenagem tumoral) em
todos os pacientes que apresentam melanomas com alto risco de disseminagao
regional (maiores do que 1,0 mm de espessura). Embora a dissec¢ao eletiva dos
linfonodos n&o tenha demonstrado alterar a sobrevida dos pacientes, a informacéao
sobre o comprometimento, ou ndo, dos linfonodos modifica o progndstico dos
pacientes e contribui na decisdo de utilizacdo de terapia adjuvante (Markovic,
Erickson et al. 2007).

Melanomas metastaticos sdo altamente refratarios as terapias disponiveis
atualmente, apresentando um progndstico ruim e uma alta letalidade (Azevedo e
Mendonga 1992; Venegas, Flores et al. 1992; Gray-Schopfer, Wellbrock et al.
2007).

A espessura tumoral e a presenga, ou ndo, de ulceracdo da lesdo foram
avaliadas como os mais importantes preditores de sobrevida dos pacientes pela
classificagdo de 2002 da Comissdo Americana de Cancer (American Joint
Committee on Cancer - AJCC) (Markovic, Erickson et al. 2007).

Em 1992, Venegas e colaboradores demonstraram um diagnéstico tardio do
melanoma no estado do Rio Grande do Sul, regido Sul do Brasil, com 44,6% dos
casos sendo diagnosticados com uma espessura tumoral (indice de Breslow)
maior do que 1,51 milimetros (mm) e 23,8% com uma profundidade maior do que
4 mm, demonstrando, a época, uma situagdo preocupante do diagndstico do

melanoma no Rio Grande do Sul (Venegas, Flores et al. 1992).
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Bonfa e colaboradores, em 2007, também em um estudo realizado em um
hospital de nivel terciario na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
evidenciaram que 36,9% dos casos de melanoma sédo diagnosticados com mais
de 1,0 mm de espessura tumoral e que 15,9% se apresentam com uma
profundidade maior do que 4,0 mm (Bonfa, Bonamigo et al. 2007).

Mais recentemente, foi publicado estudo demonstrando que a especialidade
do médico que atende o individuo com melanoma pode predizer o prognéstico do
paciente (Eide, Weinstock et al. 2009).

Em relagdo a mortalidade por melanoma, sabe-se que a mesma vem
aumentando em todo o mundo. Entretanto, a taxa de aumento da mortalidade é
menor do que a taxa de aumento de incidéncia da neoplasia (Marks 2000;
Markovic, Erickson et al. 2007). Isto porque, como visto anteriormente, nas ultimas
décadas, observou-se um aumento na propor¢cdo de melanomas considerados
finos e de melhor progndstico (Marks 2000).

Nas ultimas décadas, a sobrevida em 5 anos dos pacientes com melanoma
melhorou, sendo, atualmente, maior do que 85%; entretanto, o melanoma causa
uma mortalidade desproporcional nos pacientes jovens e de meia-idade
(Thompson, Scolyer et al. 2005).

O paciente que ja apresentou uma lesdo de melanoma possui um risco
aumentado para o desenvolvimento de um segundo melanoma primario,
necessitando de seguimento dermatoldgico durante toda a sua vida (Cummins,
Cummins et al. 2006). Um segundo melanoma desenvolve-se em 8% dos
pacientes com melanoma durante os dois primeiros anos a partir do diagnostico

inicial (Dummer, Hauschild et al. 2008). Os pacientes devem ser orientados para



27

realizarem o autoexame mensal de suas peles, buscando o diagnostico precoce
de novas lesées (Cummins, Cummins et al. 2006).

O elemento mais importante na reducao do risco de desenvolvimento de
melanoma é a protecao fisica a exposicao a luz solar. Sdo benéficos o uso de
roupas e chapéus que protejam dos raios da RUV, o habito de evitar o sol nos
horarios de maior intensidade de radiagédo (das 10 horas da manha as 3 horas da
tarde) e a prevencado de queimaduras solares. Ainda serao necessarios novos
estudos até o estabelecimento do efeito protetor dos novos fotoprotetores topicos
com bloqueio das radiagbes UVA e UVB (fator de protecdo 15 ou maior).
Entretanto, os guidelines atuais de prevencdo ao melanoma indicam o seu uso

(Thompson, Scolyer et al. 2005; Cummins, Cummins et al. 2006).

2.2. Metaloproteinases da matriz e inibidores teciduais

As metaloproteinases da matriz (MMPs), também designadas de matrixinas,
sdo uma familia de enzimas que originalmente foram descritas com uma agao
predominante na homeostase da matriz extracelular, através da clivagem de
substratos componentes desta matriz (Visse e Nagase 2003; Clark, Swingler et al.
2008).

Sao enzimas proteoliticas dependentes de zinco (metaloproteinases),
envolvidas em processos fisiologicos e patologicos em  humanos.
Fisiologicamente, participam do desenvolvimento do organismo, da morfogénese e

da reparacao tecidual (Murphy e Nagase 2008). Em condigdes fisiologicas, a agéo
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das MMPs apresenta uma regulagédo precisa; ja a perda de controle sobre esta
regulagao resulta no desenvolvimento de doengas (Visse e Nagase 2003).

As principais agdes das MMPs estdo relacionadas ao remodelamento dos
componentes da matriz extracelular, por meio da degradagcdo do colageno, da
elastina e da fibronectina. Elas possuem também participacdo no processo de
migracdo de células normais, neoplasicas e inflamatorias, e participam da
neoangiogénese (Clark, Swingler et al. 2008).

Atualmente, sabe-se que, além destas atividades, estas enzimas
apresentam muitas outras fungdes, tais como oposi¢céo a angiogénese atraves da
degradacdo da matriz e através da liberacdo de inibidores da angiogénese,
regulacéo do crescimento celular, liberagdo de fatores de crescimento, regulagao
da apoptose, alteragdo da motilidade celular, efeito sobre o sistema imune e
defesa do hospedeiro e modulagao da atividade biolégica das quimiocinas (Clark,
Swingler et al. 2008).

A primeira atividade de MMP descoberta foi a de uma colagenase presente
na cauda de um girino que sofria metamorfose. Atualmente, 24 tipos diferentes de
MMPs foram identificados em vertebrados, dos quais 23 sdo encontrados em
humanos (Visse e Nagase 2003; Clark, Swingler et al. 2008).

De acordo com sua especificidade por algum substrato, as
metaloproteinases s&o subdivididas em seis grupos: colagenases, gelatinases,
estromalisinas, matrilisinas, MMPs tipo-membrana e outras MMPs (Visse e
Nagase 2003).

Recentemente, diversas outras enzimas foram descobertas estando

classificadas no grupo das outras MMPs (Clark, Swingler et al. 2008).
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Estruturalmente, elas possuem um peptideo sinalizador, um pro-peptideo,
um dominio catalitico, uma regido de dobradica e, na maioria dos casos, um
dominio terminal-C (dominio da hemopexina) (Clark, Swingler et al. 2008). No
dominio catalitico, estas enzimas contém um ion de metal (zinco) (Martin e
Matrisian 2007).

O pro-peptideo contém um residuo Cis (cisteina), o qual se liga ao sitio
ativo do ion de zinco, mantendo a laténcia da enzima. A regido de dobradiga liga-
se ao dominio da hemopexina, o qual, acredita-se, esteja envolvido na
especificidade do substrato e na ligagdo dos inibidores. Algumas MMPs
apresentam varia¢des nesta estrutura (Clark, Swingler et al. 2008).

As gelatinases A e B sao também conhecidas como MMP-2 e MMP-9,
respectivamente. Estas MMPs apresentam atividade proteolitica similar, degradam
o colageno desnaturado, conhecido como gelatina, e diversas outras moléculas da
matriz extracelular, incluindo os colagenos tipo IV, V e Xl, laminina e outros
(Murphy e Nagase 2008).

Estruturalmente, além dos componentes ja descritos, elas apresentam trés
repeticdes do dominio da fibronectina tipo Il, o qual se insere no dominio catalitico
e € responsavel pela especificidade destas enzimas (Murphy e Nagase 2008).

A MMP-2 é codificada no cromossomo 1613 e possui peso molecular de 71 kDa;
ja a MMP-9 é codificada no cromossomo 20911-q13 e apresenta peso molecular
de 92 kDa (Seltzer e Eisen 2003; Murphy e Nagase 2008).

A MMP-2 é produzida principalmente a partir de células mesenquimais

(fibroblastos), ainda que células epidérmicas, endoteliais, macrofagos e neutrofilos

possam produzi-la em pequenas quantidades (Seltzer e Eisen 2003).
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A MMP-9 é produzida por células inflamatérias ativadas (leucécitos
polimorfonucleares, como neutréfilos, eosinofilos e mondcitos/macrofagos) e
células epidérmicas (especificamente queratindcitos) (Seltzer e Eisen 2003).

As radiacdes UVA e UVB sao indutoras da secrec¢ao e da acao destas duas
MMPs (Koivukangas, Kallioinen et al. 1994; Fisher, Wang et al. 1997; Brenneisen,
Sies et al. 2002). A radiagdo UVB demonstrou aumentar a expresséao de MMP-2
em queratindcitos (Krengel, Alexander et al. 2002). A irradiagdo com UVB de
nevos melanociticos leva a um aumento na expressao da MMP-2, possivelmente
através de linhagens celulares, incluindo queratindcitos, melandcitos, células
endoteliais e fibroblastos; em especial pelos melandcitos epidérmicos (Bakos,
Bakos et al. 2007).

As MMPs séo sintetizadas como pro-enzimas inativas (zimégenos) (Seltzer
e Eisen 2003).

As MMPs podem ser ativadas por proteinases ou in vitro por agentes
quimicos. Estes agentes usualmente promovem a ativagdo enzimatica através de
um disturbio na interagdo entre a cisteina e o zinco. MMPs ja ativadas podem
ativar outras MMPs (Visse e Nagase 2003).

A pro-MMP-2 (pro-enzima) ndo é ativada pelos mecanismos usuais. O
principal mecanismo de ativacdo da pro-MMP-2 ocorre na superficie celular e é
mediado pelas MMPs tipo-membrana (MT-MMP). A ativacdo da pro-MMP-2 é
mediada pela MT1-MMP e requer a assisténcia do inibidor tecidual da
metaloproteinase-2 (TIMP-2) (Visse e Nagase 2003).

Foi descrita uma familia com quatro inibidores especificos das

metaloproteinases conhecidos como inibidores teciduais das metaloproteinases
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(TIMPs) (Clark, Swingler et al. 2008), os quais participam do controle da atividade
das MMPs (Visse e Nagase 2003). Os TIMPS inibem seletivamente e
reversivelmente as MMPs (Chang e Werb 2001).

Os TIMPs (peso molecular entre 21 e 29 kDa) possuem um dominio N-
terminal e um dominio C-terminal de 125 e 65 aminoacidos, respectivamente. O
dominio N-terminal dobra-se como uma unidade separada e é capaz de inibir as
MMPs (Visse e Nagase 2003).

O TIMP-1 inibe a ativacédo da pr6-MMP-9 e o TIMP-2 inibe a ativagcao da
pré-MMP-2 (Hofmann, Westphal et al. 2000). Em circunstancias especiais, o TIMP
pode estar envolvido com a ativacdo da MMP e ndo com sua inativacdo. Em
baixas concentracdes, o TIMP-2 promove a formacdo de um complexo entre pro-
MMP-2 e MT1-MMP na superficie celular, levando a ativagdo da MMP-2
(Hofmann, Houben et al. 2005).

Além da regulacdo das MMPs, os TIMPs apresentam outras fungdes
biolégicas. MMP-1 e MMP-2 apresentam atividade potencializadora de eritrocitos e
promotora de crescimento celular. O aumento nas expressdes de TIMP-1, TIMP-2
e TIMP-3 pode reduzir o crescimento de tumores. O TIMP-2 inibe o crescimento
de células endoteliais induzido pelo fator de crescimento de fibroblastos (Visse e
Nagase 2003).

O controle sobre a atividade das MMPs e dos TIMPs in vivo ocorre em
diferentes niveis e envolve fatores como regulagdo da expressdo de genes,
ativacdo de pré-enzimas latentes ou zimdégenos (forma inativa) e inibicdo das
enzimas ativas por seus inibidores especificos (Clark, Swingler et al. 2008) e pela

a-2-macroglobulina (Seltzer e Eisen 2003).
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Em condigdes patoldgicas associadas com atividade desregulada das
MMPs, mudangas nos niveis dos TIMPs sdo consideradas importantes, pois

afetam diretamente os niveis das MMPs e suas atividades (Visse e Nagase 2003).

2.2.1. Metaloproteinases e neoplasias

Durante muitos anos, as pesquisas em cancer tiveram como foco de
interesse principal as células neoplasicas. Entretanto, ja foi reconhecida a
importancia do microambiente tumoral para o desenvolvimento das neoplasias,
sendo que Paget, em 1889, propds a teoria que chamou de “a semente e o solo”
(a semente correspondendo as células tumorais e o solo, ao “microambiente”).
Atualmente, o entendimento desta teoria postula que os nddulos tumorais,
primario e secundario, constituem um complexo ecossistema que contém
componentes celulares e ndo-celulares (Noél, Jost et al. 2008).

O componente celular inclui as células tumorais, células endoteliais e
linfaticas, células musculares, fibroblastos, adipécitos, células imunes e
inflamatérias, entre outras. O componente nao-celular inclui varios
elementos da matriz extracelular, tanto estruturalmente, quanto as moléculas
biologicamente ativas que sao armazenadas na matriz, do tipo fatores de
crescimento e citocinas (Noél, Jost et al. 2008).

A progressao da neoplasia com invasao tumoral e formagdo de metastases
€ um processo de multiplas etapas, que envolvem a degradacao proteolitica da

matriz extracelular, alternancia da interacdo célula-célula e célula-matriz
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extracelular e migracdo das células tumorais através da membrana basal
(Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008).

A primeira associagdo das MMPs com o cancer descreveu a agao
enzimatica na degradagdo da membrana basal, tendo sido associada com a
atividade das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) (Martin e Matrisian 2007).

No presente, ja é estabelecida a importancia das MMPs neste processo
(Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008). Inicialmente, acreditava-se que as
células tumorais expressavam as MMPs. Atualmente, entretanto, sabe-se que
muitas das MMPs presentes no microambiente tumoral sdo expressas pelas
células do estroma do hospedeiro (Martin e Matrisian 2007).

As células neoplasicas, no tumor primario, podem expressar MMP-1, -2, -3,
-7, -9, -13, -14, -15, -17, -19, -21, -26 e -28. As células do hospedeiro também
secretam MMPs. As células endoteliais expressam MMP-2, -3, -9, -14, -15 e -16.
Macrofagos podem liberar MMP-1, -2, -9 e -12; neutrdfilos, MMP-8 e -9.;
mastdcitos, MMP-9; fibroblastos, MMP-1, -2, -3, -7, -9, -11, -13 e —14 (Noél, Jost et
al. 2008).

A comunicagédo entre as células do estroma do hospedeiro e as células
neoplasicas no microambiente tumoral é critica para a regulagdo da expressao
das MMPs que contribuem no desenvolvimento do céncer (Martin e Matrisian
2007). A elevacao da expressao de varias MMPs acentua o comportamento
invasor da neoplasia e a sua habilidade de gerar metastases. Além disso, a
degradacao proteolitica da matriz extracelular pelas MMPs aumenta a
disponibilidade de fatores de crescimento existentes na matriz. Em geral, o

aumento da expressdo dos TIMPs diminui a capacidade do tumor de gerar
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metastases e inibe o crescimento da neoplasia (Konstantinopoulos, Karamouzis et
al. 2008).

A atividade das MMPs pode induzir ou aumentar o crescimento e a
sobrevida de lesdes tumorais, além de estar envolvida com mecanismos de
invasao, angiogénese e metastases destas lesdes (Chang e Werb 2001).

Assim, o papel das MMPs na carcinogénese vai além da degradagao da
matriz extracelular. As MMPs promovem a angiogénese, estimulam o crescimento
tumoral, regulam a resposta imune inata e apresentam propriedades antiapoptose
(Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008).

Algumas destas atividades podem ser atribuidas a habilidade das MMPs de
degradar a matriz extracelular. Entretanto, a maioria destes efeitos bioldgicos &
mediado primariamente pela atividade proteolitica das MMPs em diversos outros
substratos que ndo a matriz, como as quimiocinas, moléculas de adesao, fatores
de crescimento, receptores dos fatores de crescimento, moléculas pro-apoptose e
moléculas anti-apoptose (Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008).

Nem todas as MMPs contribuem para a progressdo tumoral. Algumas
MMPs estdo envolvidas na imunidade inata e na defesa do hospedeiro contra o
cancer (Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008). Em alguns casos, as MMPs
apresentam papel de protegao, suprimindo o crescimento tumoral, protegendo
contra a invasdo e o surgimento de metastases e apresentando atividade
antiangiogénica (Martin e Matrisian 2007).

Desta forma, de acordo com Konstantinopoulos e cols, quanto a

carcinogénese, as MMPs sao divididas em trés subgrupos: MMPs que promovem
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o cancer, MMPs com efeitos promotores e inibidores do cancer e MMPs que
apresentam efeitos anticancer (Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008):

- MMPs promotoras do cancer: MMP-1, 2 e 7. Degradam a matriz
extracelular, promovem a angiogénese, estimulam o crescimento tumoral,
apresentam efeito antiapoptose, promovem reabsorcdo Ossea e ativagcdo de
osteoclastos.

- MMPs com efeitos promotores e efeitos inibidores de cancer: MMP-3 e 9.
Protegem contra a carcinogénese quimica, promovem a angiogénese e a
malignizagao celular.

- MMPs com efeitos anticancer: MMP-8, 12 e 14. Inibem o crescimento
tumoral e a angiogénes, estimulam a imunidade inata contra o cancer e inibem as
metastases tumorais.

Entre as MMPs que contribuem para a progressao tumoral, encontra-se a
MMP-2, a qual tem a habilidade de degradar o colageno tipo IV, promover a
angiogénese e a mitogénese. Existe aumento da expressdo da MMP-2 em
diversas malignidades humanas (Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008).

Muitas das MMPs que apresentam agao protetora contra o desenvolvimento
tumoral sdo derivadas das células do hospedeiro e ndo das células tumorais. Em
especial, sdo derivadas das células do infiltrado inflamatério (Martin e Matrisian
2007).

Varias etapas, desde a sintese, secregcdo, ativacao, até a atividade
enzimatica das MMPs, sdo passiveis de intervengdes farmacolégicas. As
intervencdes que oferecem maiores beneficios sdo as direcionadas seletivamente

contra as MMPs, que exercem exclusivamente efeitos de promocédo tumoral,
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poupando as MMPs associadas a efeitos colaterais significativos. Dessa forma,
resulta em menor toxicidade, quando comparadas aos inibidores nao-seletivos das
MMPs que possuem amplo espectro (Konstantinopoulos, Karamouzis et al. 2008).

A inibicdo das MMPs em amplo espectro apresenta vantagens, mas esta
associada a consequéncias problematicas. Os inibidores farmacolégicos das
MMPs falharam na pesquisa clinica. Atualmente, pequenas moléculas que
apresentem especificidade sao o foco das pesquisas (Fingleton 2008).

As MMPs atuam em multiplos estagios durante a progressao dos tumores
em geral, agindo, também, nos canceres da pele.

Os céanceres da pele sao, usualmente, divididos em canceres néo-
melanoma e melanoma. O’'Grady e colaboradores estudaram as MMPs nos
canceres da pele ndo-melanoma. Concluiram que a MMP-2, a MMP-9, o TIMP-1 e
o TIMP-2 apresentam um importante papel na patogénese dos canceres da pele
nao-melanoma (O'Grady, Dunne et al. 2007). Orimoto e colaboradores
encontraram expressdo da MMP-2 em cénceres da pele ndo-melanoma
(carcinoma basocelular e carcinoma espinocelular) e em melanomas (Orimoto,

Neto et al. 2008).

2.2.2. Metaloproteinases e melanoma

O melanoma é caracterizado pela sua alta capacidade de invasao e de
formacao de metastases. A disseminacao das células tumorais é a principal causa
de morte nos pacientes oncolégicos. A degradagao e o remodelamento da matriz

extracelular e da membrana basal sdo etapas importantes neste processo.
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Diferentes sistemas enzimaticos proteoliticos, incluindo o sistema ativador do
plasminogénio e a familia das MMPs, apresentam um importante papel na
progressao do melanoma. Em especial, o balango entre as MMPs e seus
inibidores TIMPs é um fator critico na progressdao do melanoma (Hofmann,
Westphal et al. 2000).

O conceito classico de um aumento na atividade das MMPs, resultando em
aumento da degradagdo da matriz extracelular e, por consequéncia, numa
facilitacdo da invasao das células tumorais e da formacdo de metastases, esta,
atualmente, ultrapassado por um sistema muito mais amplo de fung¢des bioldgicas
das MMPs no desenvolvimento e progressao tumoral. Existe um papel das MMPs
relacionado a sua interacdo com proteinas que n&o compdem a matriz
extracelular, incluindo fatores de crescimento e seus receptores, mediadores da
apoptose e moléculas de adesado celular, tais como membros da familia das
integrinas e CD44 (Hofmann, Houben et al. 2005).

As células do melanoma podem expressar varias MMPs, incluindo MMP-1,
MMP-2, MMP-9, MMP-13, MT1-MMP, assim como TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3
(Hofmann, Houben et al. 2005).

Redondo e colaboradores concluiram que a expressdo da MMP-2 pode
estar associada com a progressdo do melanoma. Entretanto, os niveis séricos
circulantes de MMP-2 e MMP-9 apresentaram baixa sensibilidade e baixa
especificidade como marcadores em pacientes com esta neoplasia (Redondo,
Lloret et al. 2005).

Vaisanen e colaboradores demonstraram um aumento de expressao da

MMP-2 correlacionado com uma desordem da arquitetura, assim como com atipia
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das lesbes melanociticas e metastases hematogénicas (Vaisanen, Tuominen et al.
1996). Foi também relatado correlagdo entre um aumento da expressao da MMP-2
e um prognostico desfavoravel em pacientes com melanoma. A correlagéo entre
um aumento de expressdo da MMP-2 e uma baixa taxa de sobrevida foi um fator
independente do Breslow e do nivel de Clark destas lesdes (Vaisanen, Kallioinen
et al. 1998). Mais recentemente, Vaisanen e colaboradores evidenciaram que a
MMP-2 pode ser reconhecida como um novo marcador de prognostico nos
pacientes com melanoma e que a expressdao da MMP-9 ndo esta associada ao
curso clinico das lesbes de melanoma (Vaisanen, Kallioinen et al. 2008).

A presenca da MMP-2 em sua forma ativa € importante na progressao do
melanoma, ressaltando a relevancia da MT1-MMP como um ativador da enzima
(Kurschat, Zigrino et al. 1999). As expressées da MMP-2 e da MT1-MMP estao
aumentadas em lesdes de melanoma primario e metastatico (Hofmann, Westphal
et al. 2000).

No melanoma, as células do estroma adjacente ao tumor, em sua interface
invasora, expressam MMP-2. Nesta area invasora, a MMP-2 mostra-se ativa
(Hofmann, Eggert et al. 2005). As células que expressam MMP-2 também
expressam MT1-MMP e TIMP-2. Tanto as células tumorais positivas para a MMP-
2, quanto as positivas para a MT1-MMP estdo localizadas na interface entre o
estroma adjacente ao tumor e as células tumorais invasoras, sugerindo uma via
proteolitica diretamente mediada por estas células (Hofmann, Eggert et al. 2003;
Hofmann, Houben et al. 2005). Um estudo de zimografia in situ confirmou que a
atividade da enzima MMP-2 esta localizada nesta interface entre o estroma e a

borda tumoral, area em que as células do melanoma interagem com a matriz
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extracelular que as cerca, contribuindo para a habilidade invasora da neoplasia
(Kurschat, Wickenhauser et al. 2002).

A producdo de MMP-2 pelo hospedeiro também € importante para a
formacao experimental de metastases. As células tumorais induzem a liberacao de
MMP-2 a partir de fibroblastos normais (Hofmann, Houben et al. 2005; Chen, Lu et
al. 2006).

Otto e colaboradores avaliaram a expressdo de MMPs (MMP2 e MT1-
MMP), quimiocinas e seus receptores como preditores de risco para a progressao
do melanoma, ou seja, sua correlagdo com a presenga de micrometastases nos
linfonodos sentinelas. Os autores encontram uma correlacdo inversa entre a
expressdao das MMPs, das quimiocinas e de seus receptores e a presenca de
micrometastases nos linfonodos. No entanto, concluem que seus resultados n&o
excluem a relevancia dos fatores investigados na promocdo de metastases
tumorais (Otto, Starz et al. 2007).

Yoshino e colaboradores demonstraram uma correlagéo significativa entre
um nivel sérico aumentado de TIMP-2 e a progressao tumoral em pacientes com
melanoma (Yoshino, Kageshita et al. 2008).

O balango entre a expressdao das MMPs e de seus TIMPs, parece ser
determinante na progressao tumoral (Hofmann, Houben et al. 2005). Neste
sentido, um aumento na expressao de TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 demonstrou inibir
o crescimento tumoral no melanoma (Hofmann, Westphal et al. 2000). Os TIMPs
parecem inibir a neovascularizagao tumoral. O aumento da expressao dos TIMPs
pode tanto apresentar um efeito antimetastatico, quanto indicar um progndstico

reservado para o paciente (Hofmann, Houben et al. 2005).
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Além das células tumorais e das células do estroma, as células imunes que
infiltram o tumor também apresentam a capacidade de expressar as MMPs e os
TIMPs, contribuindo, assim, para a invasdo das células tumorais e para a

formacgao de metastases (Hofmann, Houben et al. 2005).

2.2.3. Novas perspectivas: a interagdo das MMPs com moléculas de

adesao celular no melanoma

Existem indicios da interacado entre as MMPs e as moléculas de adeséao. As
integrinas sdo uma grande familia de glicoproteinas transmembrana compostas de
subunidades o e P interligadas através de uma ligacdo nao-covalente. As
integrinas séo receptores multifuncionais que mediam a ancoragem celular a
matriz extracelular e a motilidade celular, além de regularem a expressao génica e
a apoptose (Hofmann, Houben et al. 2005). As integrinas mediam o contato celular
com a fibronectina, com os colagenos e com a laminina, componentes da matriz
extracelular (Miller e MihmJr 2006).

A expressdo da integrina ligadora de vitronectina o,p3 foi relacionada a
capacidade de geragdo tumoral, a capacidade de invasdo e ao potencial
metastatico. A expresséo de o,f3 esta aumentada em linhagens celulares de
melanoma metastatico. Integrinas p3; estdo predominantemente expressas na fase
de crescimento vertical dos melanomas primarios (Hofmann, Houben et al. 2005).

A integrina o,fB3 induz a expressao da MMP-2 (Miller e MihmJr 2006). Foi

demonstrado que a MMP-2 ativa liga-se diretamente a integrina o3, facilitando a
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degradagdo da matriz extracelular e a invaséo celular (Hofmann, Houben et al.
2005). A coexpressdo da MMP-2 e da integrina a3 podem ser necessarias para
a invasao celular no melanoma e para a formagdo de metastases (Hofmann,
Westphal et al. 2000).

Um aumento na expressdao de MMP-2 e a presengca de MMP-2
funcionalmente ativa foram associados com a progressdo do melanoma. A
presenca de MMP-2 em sua forma ativa foi observada em linhagens celulares com
alta capacidade de invasdo. Além disso, um aumento na expressdo de TIMP-1,
TIMP-2 e TIMP-3 demonstrou inibir a protedlise tumoral e a invasao celular do

melanoma (Hofmann, Westphal et al. 2000).

2.3. Métodos para o estudo da MMP-2 e do TIMP-2

Existem diversos métodos para confirmar a presenca das MMPs e dos
TIMPs nos tecidos estudados, sendo que, usualmente, tais técnicas sao utilizadas
em pesquisas. Sao reconhecidos os seguintes métodos: zimografia, imuno-
histoquimica, Western-blotting, Northen blot, hibridizagao in situ, reacao em cadeia
da polimerase, radiois6topo, citometria de fluxo e o método de ELISA.

As técnicas mais utilizadas sdo a zimografia e a imuno-histoquimica. A
zimografia permite determinar o nivel de atividade das enzimas no material
estudado. Ja a imuno-histoquimica proporciona a demonstragao indistinguivel das
formas inativas e ativas das enzimas presentes no tecido analisado (Paquet,

Nusgens et al. 1998; Lé, Dauchot et al. 1999; Taylor, Shi et al. 2002).
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2.3.1. Imuno-histoquimica

Imuno-histoquimica € a técnica utilizada para a identificacdo de antigenos
especificos em tecidos ou células, baseada no reconhecimento antigeno-anticorpo
(Taylor, Shi et al. 2002).

A técnica tradicional de imunoperoxidase com avidina-biotina utiliza tecidos
rotineiramente processados e incluidos (emblocados) em parafina. Primeiramente,
devem ser feitas a desparafinizacdo e a reidratacdo do espécime. Apds, é
realizada a recuperagao antigénica e o bloqueio da peroxidase enddgena
(bloqueio de anticorpos nao-especificos). Na sequéncia, aplicam-se os anticorpos
primario e secundario, juntamente ao sistema de amplificagdo complexo avidina-
biotina. Por fim, & adicionada uma solugdo cromogena que permite a visualizagao
da reagao (Taylor, Shi et al. 2002).

Tradicionalmente, os  estudos  imuno-histoquimicos  envolvendo
metaloproteinases utilizavam como cromoégeno a substancia diaminobenzidina
(DAB) (contracorada com hematoxilina), que proporciona uma coloragao
acastanhada (marrom) a reacdo imuno-histoquimica (Bonamigo, Bakos et al.
2005; Bakos, Bakos et al. 2007).

No estudo imuno-histoquimico das lesdes melanociticas, pode-se encontrar
dificuldade na diferenciagcéo entre a coloragcdo do DAB (marrom) e a coloragéo da
melanina (também marrom).

Para melhorar a visualizacdo e auxiliar na diferenciacdo, propde-se uma
modificacdo na técnica, substituindo a contracoloracdo com hematoxilina pela

contracoloragao com Giemsa. Com essa modificacéo, o pigmento da melanina foi
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corado de azul-esverdeado, contrastando com a coloragéo do anticorpo/DAB que
permaneceu marrom, facilitando a avaliagdo do exame (Salvio e Marques 2006).

Encontra-se também publicado um estudo imuno-histoquimico sobre
melanoma, empregando a técnica de imuno-histoquimica com fosfatase alcalina, a
qual pigmenta de vermelho o anticorpo utilizado, permitindo a diferenciagdo do
pigmento marrom da melanina (Eliopoulos, Mohammed et al. 2002).

Outra alternativa para o estudo imuno-histoquimico das MMPs no
melanoma foi descrita por Redondo e colaboradores. Estes autores estudaram a
MMP-2 e a MMP-9 no melanoma e empregaram a técnica da imuno-histoquimica
utilizando tanto o DAB como cromogeno, quanto o 3-amino-9-etil carbazole (AEC)
(corante vermelho) (Redondo, Lloret et al. 2005). Também Vaisanen e
colaboradores estudaram as MMP-2 e MMP-9 no melanoma, utilizaram a técnica
de imuno-histoquimica com a solugdo cromégena com AEC e verificaram o
anticorpo corado de vermelho em contraste com o marrom da melanina (Vaisanen,

Kallioinen et al. 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

O melanoma cutdneo é uma das neoplasias com maiores taxas de
incidéncia no Brasil e no mundo e existem importantes dados quanto aos seus
indices de morbimortalidade.

Os fatores progndsticos histopatolégicos com independéncia estatistica séo
a espessura tumoral e a ulceragdo. Os demais fatores estdo, em geral, associados
a esses principais preditores. Os mecanismos etiopatogénicos que influem na
espessura e no desenvolvimento da ulceragdo nao estdo completamente
esclarecidos, o que estimula a investigagdo sobre os mediadores bioldgicos, em
uma area de estudos a ser progressivamente desenvolvida.

As MMPs sado endopeptidases que demonstram possuirem agbdes que
facilitam a invasdo e a disseminagdo tumoral, beneficiando a progressdo da
doenca. Porém, ndo ha estudos especificos correlacionando a presenga de
determinadas MMPs e todos os fatores de prognodstico histopatolégicos para o
melanoma cutaneo descritos na literatura.

A andlise da expressdo da MMP-2 em melanomas e metastases cuténeas
podera revelar que a sua presencga esta relacionada a fatores histopatoldgicos
determinados e configurar-se como um elemento biolégico marcador definitivo e
independente no progndstico do paciente.

Além destes aspectos principais, a confirmagao da importancia desta
enzima no pior prognostico da doenca repercute no direcionamento de

estudos farmacolégicos para o bloqueio da sintese e da atividade da mesma.
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O estudo da expressdao do TIMP-2 em melanomas pode auxiliar na

compreensao da complexa relagao deste com a MMP-2.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressdo imuno-histoquimica da metaloproteinase-2 da matriz
(MMP-2) e do inibidor tecidual da metaloproteinase-2 da matriz (TIMP-2) no
melanoma cutédneo primario, verificando suas relagbes com o0s fatores
prognosticos histopatolégicos da neoplasia (definidos pelo Grupo Multicéntrico e

Multidisciplinar Brasileiro para Estudo do Melanoma).

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Avaliar a expressao imuno-histoquimica da MMP-2 no melanoma
cutaneo primario em relagao a idade, ao sexo, a topografia e aos subtipos clinico-

histopatologicos do melanoma.

4.2.2. Avaliar a expressdo imuno-histoquimica da MMP-2 nas

metastases cutaneas do melanoma.

4.2.3. Avaliar a expressao imuno-histoquimica do TIMP-2 no melanoma
cutaneo primario em relagéo a idade, ao sexo, a topografia e aos subtipos clinico-

histopatolégicos do melanoma.
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4.2.4. Avaliar a expressdo imuno-histoquimica do TIMP-2 nas

metastases cutaneas de melanoma.
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3. Abstract

Introduction: matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) is expressed in thick
cutaneous melanomas, but there is little information on relations between
this gelatinase with clinical aspects and all the other histopathological
prognostic factors. There are few reports on its expression in cutaneous

melanoma metastases.

Methods: a cross-sectional evaluation of cases of primary cutaneous melanomas
and cutaneous metastases of melanoma was performed to evaluate the
immunohistochemical expressions of MMP-2 and its tissue inhibitor (TIMP-2).
Associations with clinical aspects and with the histological prognostic factors were

verified. The associations with P<0.05 were considered statistically significant.

Results: 73 cases of primary cutaneous melanomas and 13 cases of cutaneous
metastases were studied. There was an association between the expression of
MMP-2 and younger ages, location in lower limbs, subtype of superficial spreading,
Breslow index, and high Clark level. The expression of TIMP-2 was similar. There
was no association between MMP-2 and TIMP-2 and one of the primary cutaneous
melanoma growth phases. All the cases of metastases expressed MMP-2 and

TIMP-2.
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Conclusions: MMP-2 can participate in the initial phases of melanoma growth, but
it is particularly present in invasive melanomas. Its expression is mainly found in
the superficial spreading subtype and in younger patients. TIMP-2 has a

immunohistochemical expression similar to that of MMP-2.
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Introduction

The incidence of melanoma has been growing in several regions of the world
and it is considered a serious public health problem [1-7]. Although it represents
only 4% of all malignant skin neoplasias, it accounts for 80% of deaths from skin
cancers[8].

Cutaneous melanoma presents more often in Caucasian populations, and there
is clear evidence that light-skinned individuals are more predisposed to develop it
[3, 4]. Several studies demonstrated that exposure to ultraviolet radiation (UVR) is
the main environmental risk factor to develop melanoma(5, 7].

Tumor thickness according to the Breslow index is considered the main
histopathological prognostic factor of the neoplasia [4]. However, in 2003 a
guideline of the GBM- Grupo Multicéntrico e Multidisciplinar Brasileiro para Estudo
do Melanoma (Brazilian Multicentric and Multidisciplinary Group for the Study of
Melanoma) recommended that, besides tumor thickness, the anatomopathological
report on the melanoma should contain the following parameters, which would also
be used as prognostic factors: histological subtype, ulceration, growth phase (if
radial or vertical), Clark level, mitotic index, peritumoral lymphocytic inflammatory
infiltrate, intratumoral inflammatory infiltrate, lymphatic and blood vessel invasion,
perineural invasion, regression, microscopic satellitosis and surgical margins [9].

A varied series of biological mediators exert pathogenic actions in the
development of the melanoma and have effects that definitely influence the
changes mentioned in histopathological factors; among these mediators are the

matrix metalloproteinase enzymes (MMPs), which were originally described with
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predominant action on the homeostasis of the extracellular matrix, by cleavage of
the substrates that are the components of this matrix[10, 11].

Among the MMPs that contribute to tumor progression is matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) which has the ability to degrade type IV collagen,
promote angiogenesis and mitogenesis. The elevation of the activity of this enzyme
in various human malignancies has already been described [12].

MMP-2 is produced mainly from mesenchymal cells (fibroblasts) although
keratinocytes, melanocytes, endothelial cells, macrophages and neutrophils can
produce it [13].

Ultraviolet radiations A (UV-A) and B (UV-B) induce secretion and the action of
MMP-2 [14].

A family with four specific MMP inhibitors, known as tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs), participate in the control of MMP activity [10, 11]. The
TIMPs selectively and reversibly inhibit the MMPs and the tissue inhibitor of
metalloproteinase -2 (TIMP-2) regulates the activation of MMP-2 [15, 16].

MMP-2 is acknowledged to be associated with the highest Breslow indices and
with the progression of melanoma; but no studies are found relating MMP-2 to the
other histopathological prognostic factors. The presence of TIMP-2 in association
with the whole ensemble of these factors was also not studied [17].

It may be important to acknowledge the participation of these mediators in
the configuration of the histological profile of melanoma prognosis to gain a better
understanding of the latter’s evolutionary behavior, and help define the therapeutic

options blocking the action of MMP-2.
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The present study proposed to evaluate the immunohistochemical
expression of MMP-2 and of TIMP-2 in cutaneous melanoma, particularly as to its
relations with the histopathological prognostic factors and in the cutaneous

metastases of melanoma.
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4. Material and Methods

The research was approved by the Committee of Research in Ethics at the
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre — UFCSPA (Federal
University of Health Sciences of Porto Alegre) and the Complexo Hospitalar da
Santa Casa de Porto Alegre- CHSC.( Santa Casa de Porto Alegre Hospital
Complex — CHSC)

A cross-sectional and retrospective study was performed on the cases of
primary cutaneous melanoma and cutaneous metastases of melanoma from the
Surgery and Pathology Services at Hospital Santa Rita (Complexo Hospitalar
Santa Casa, Porto Alegre — Brazil), between 2003 and 2005.

The variables evaluated in the study were age, sex, lesion topography,
histological subtype of the melanoma, histopathological factors recommended by
GBM, skin metastases and the immunohistochemical expression of MMP-2 and
TIMP-2 in the primary cutaneous melanomas and cutaneous metastases of

melanoma.

Histopathology

The specimens were fixed in formalin and embedded in paraffin. The slides
were stained with hematoxylin-eosin (HE) and evaluated to confirm melanoma in
the excisional biopsy and to verify the presence of the prognostic factors of GBM.

The cutaneous metastases were confirmed by a new histopathological evaluation.
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Afterwards, the material was sent for immunohistochemistry of the MMP-2 and
TIMP-2.

Immunohistochemistry Technique

The traditional avidin-biotin immunoperoxidase technique was used as
previously described [18]. Commercial monoclonal antibodies were used for MMP-
2 (Novocastra® Laboratories, Newcastle upon Tyne, United Kingdom) and TIMP-2
(Novocastra® Laboratories, Newcastle upon Tyne, United Kingdom). The following
chromogen solutions were applied to visualize the antigen-antibody complex:
diaminobenzidine (DAB) and 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) counterstained with

Giemsa.

4.1. Histochemistry Evaluation for MMP-2 and TIMP-2

The slides were examined under an optical microscope by a
dermatopathologist (A.C.) experienced in evaluating immunohistochemistry slides
to study metalloproteinases.

In order to analyze the expressions of MMP-2 and of TIMP-2, the semi-
quantitative method was used, in which: 0 was absence of expression; 1+ weak
expression; 2+ moderate expression and 3+ strong expression.

In primary melanomas the expressions of MMP-2 and TIMP-2 were
evaluated in the stroma, in the vessels, in the epidermal tumor cells, in the dermal
tumor cells and in the keratinocytes. The tumor cells and stroma in the metastases

were evaluated. The slides were analyzed separately with chromogens DAB and
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AEC, but for purposes of study homogenization it was decided to read the slides
stained with AEC, which made it easier to differentiate the color that results from
the antigen-antibody chemical reaction with melanin. This technique for this
purpose is described in the literature [17, 19].
Statistical analysis
The Spearman correlation coefficient and the Student t significance
test were used to evaluate age, Breslow thickness, Clark level, mitotic index,
peritumoral lymphocytic inflammatory infiltrate and intratumoral
inflammatory infiltrate; the Mann-Whitney U test for sex, the growth phase,
the surgical margins and the metastases; the Kruskal-Wallis H test for lesion
topography and the histological subtype; the Chi-square test of linear
tendency for ulceration and regression.
A level of 5% (P < 0.05) was used to consider statistical relevance. The

data were analyzed using the SPSS 15.0 statistical program.
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Results

4.2. General description

Out of a total of 86 cases evaluated, 73 were primary cutaneous melanomas
and 13 were cutaneous metastases of melanoma.

The general mean age of the patients was 56.9 years, 49 (57%) female and
37 (43%) male. The mean age of the patients with primary melanoma was 54.97
years, 44 were female and 29 were male; in the cases of cutaneous metastases,
the mean age was 62.46 years, 5 were female and 8 were male.

As to the primary lesions, their topographical distribution corresponded to 24
(33%) cases located on the back; 17 (23%) on the lower limbs; 17 (23%) on the
head and neck region; 9 (12%) on the upper limbs and 6 (8%) on the area
corresponding to the anterior chest and abdomen.

In these primary lesions, the following distribution was observed, according
to histological subtype: 50 (69%) cases superficial spreading melanoma type; 11
(15%) of the lentigo maligna type; 8 (11%) nodular type and 4(6%) accral type.

The depth of these tumors was evaluated by the Breslow index, which was
distributed as follows: 14 (19%) lesions were in situ; 32 (44%) had a Breslow less
than or equal to 1.0 mm; 10 (10%) were greater than 1.0 mm and less than or
equal to 2.0 mm; 3 (4%) were greater than 2.0 mm and less than or equal to 4.0

mm and 14 (19%) of the lesions presented a Breslow greater than 4.0 mm.
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All the slides of primary cutaneous melanoma and of cutaneous metastases
of melanoma, expressed the enzyme and its inhibitor.

As to the expression of MMP-2 in the primary cutaneous melanoma, 6 cases
(8%) presented 1+; 19 (26%), 2+; and 48 (66%), 3+. When the expression of
TIMP-2 was evaluated in primary cutaneous melanoma, 16 cases (22%) presented
1+; 26 (36%), 2+; and 31 (43%), 3 +.

As to MMP-2 expression, metastases presented in 4 cases (31%), 1+; in 2
(15%), 2+; and in 7 (54%), 3+. As to TIMP-2 expression in metastases, 5 cases
(39%) presented 1+; 2 (15%), 2+; and 6 (46%), 3+.

Table 1 shows the results described above.

Table 1.

Table 1 — General characteristics of the patients and of
the melanomas (n=86)

Variable n =86
Age, meantSD (years) 56.9+£14.9
Female sex, n° (%) 49 (57)
Type of lesion, n°® (%)
Primary tumor 73 (85)
Metastasis 13 (15)
Topography*, n° (%) n=73
Dorsum 24 (33)
Lower limb 17 (23)
Head and neck 17 (23)
Upper limb 9(12)
Anterior chest and 6 (8)
abdomen

Histological subtype* n=73



Superficial spreading
Lentigo maligna
Nodular
Accral

Breslow thickness
in situ
< 1.0 mm
> 1.0 mm - £2.0 mm
> 2.0 mm - <£4.0 mm
> 4.0 mm

Immunohistochemical
expression

Primary tumor
Metalloproteinase-2
+
++
+++
TIMP-2 Inhibitor
+
++
+++
Metastases
Metalloproteinase-2
+
++
+++
TIMP-2 Inhibitor
+
++

+++
* Only primary tumors

50 (69)
11 (15)
8 (11)
4 (6)
n="73
14 (19)
32 (44)
10 (10)
34
14 (19)

6 (8)
19 (26)
48 (66)

16 (22)
26 (36)
31(43)
n=13

4 (31)
2 (15)
7 (54)

5(39)
2 (15)
6 (46)

67
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Evaluation of associations

In the statistical analysis of clinical variables and histological prognostic
factors as to MMP-2 expression, the following statistical significances were found:

Age: the expression of MMP-2 in epidermal tumor cells was inversely
correlated with the age of the individuals. Older patients presented less expression
of the enzyme (rs = -0.27; P = 0.02).

Topography: elevated expression of the enzyme in the vessels in lesions
located in the lower limbs, in relation to the lesions located in other anatomical
regions (P < 0.01).

Histological subtype: significance of the MMP-2 expression in the epidermal
tumor cells in melanomas of the superficial spreading subtype (P < 0.01).

Breslow index: significance of the correlation between the expression of
MMP-2 in the dermal tumor cells and the Breslow thickness of the lesions. The
higher the median Breslow index of the lesions, the higher the expression of the
enzyme (rs = 0.33; P = 0.01).

Clark level: significance in the correlation with the expression of MMP-2 in
the dermal tumor cells. The higher the Clark level of the lesions, the higher the
expression of the enzyme (rs = 0.26; P = 0.04).

In the statistical evaluation of the same variables as to the expression of
TIMP-2, the following statistical significances were found:

Age: the expression of TIMP-2 in the epidermal tumor cells was inversely

correlated with the patients’ age (rs = -0.35; P < 0.01).
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Sex: significance was found in the presence of the inhibitor in the stroma
and in the female sex (P < 0.01).

Breslow index: significance in the correlation between the expression of
TIMP-2 in dermal tumor cells and Breslow thickness. The higher the median
Breslow index of the lesions, the greater the expression of the inhibitor (rs = 0.32; P
= 0.01).

Clark level: significance in the correlation between the expression of the
TIMP-2 in the epidermal cells and the Clark level. The higher the Clark of the
lesions, the lower the expression of the inhibitor (rs = -0.30; P < 0.01).

Mitotic index: significance in the expression of TIMP-2 in the dermal tumor
cells. The higher the mitotic index considered, the higher the expression of the
inhibitor (rs = 0.32; P = 0.02).

Surgical margins: significance in the expression of TIMP-2 and in lesion
stroma. There was a lower expression in the inhibitor in lesions with involvement of
the margins (P = 0.05).

Observing tables 2 and 3 the other relations are seen, with other possible

associations, but without any demonstration of statistical significance in this study.
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Table 2.
Table 2 — Evaluation of the association between MMP-2 expression in
cutaneous melanoma and its prognostic factors (n=86).
Epidermal Dermal T
Variable Stroma Vessels T cells cells Keratinocytes
Age rs=0,10 r=0.13 rs=-0.27 rs=-0.08 re=—0.22
pP=0.38""  p=0.25!" P=0.02!" P=0.46" P=0.06"
Sex P=0.90"!  P=0.49 P=0.24" P=0.38 P=0.61"
Topography P=0.08"!  P<0.01®"  P=0.87"!"  P=0.40"! P=0.14"
Histological subtype P=0.42"1  pP=0.11""  p<0.01®  P=0.47" P=0.11"
Breslow 1s=0.06 rg=0.21 re=—0.16 rs=0.33 re=—0.07
P=0.65""  P=0.11" p=0.22!1 P=0.01" P=0.58"
Ulceration P=0.60""  P=0.86!" P=0.10%* P=0.34! P=0.77t"
Regression pP=0.51""  P=0.39""  pP=0.99"  p=0.121 P=0.79"*!
Clark rs=0.08 1s=0.22 r&=—0.10 rs=0.26 rs=0.02
P=0.50"  P=0.07!" P=0.41" P=0.04" P=0.88!"
Mitotic index rs=0.11 1s=0.19 r&=—0.20 rs=0.16 r&=—0.02
P=0.40!"  Pp=0.16!" P=0.13" P=0.22!" P=0.89"
Growth phase pP=0.73"1  pP=0.13""  p=0.78"1  P=0.06" P=0.76"
PTLII r=—018 r1r=-006 15~-0.05 15=-0.05 = — 0.06
P=0.18"  P=0.66'" p=0.72" p=0.72!" P=0.66'"
1T r=—-0.03 r=-0.10 rs=0.06 1s=0.23 1s=0.07
P=0.80!"  p=0.47!" P=0.67" P=0.08" P=0.58"
Surgical margin P=0.501  P=0.82")  P=0.347  p=0.89" P=0.18!"
Metastases P=0.48""  P=0.66" — P=0.66'" —

Epidermal T cells: epidermal tumoral cells; Dermal T cells: dermal tumoral cells. PTLII:
peritumoral lymphocytic inflammatory infiltrate; IIIT:intratumoral inflammatory infiltrate.P:
statistical significance; rs: Spearman correlation coefficient; [1]: Student t for a significance of
rs; [2] Mann-Whitney U test; [3] Kruskal — Wallis H test; [4] Chi-square test with a linear

tendency.
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Table 3 — Evaluation of association between TIMP-2 expression in cutaneous melanoma and its
prognostic factors (n=86).

Epidermal  Dermal T
Variable Stroma Vessels T cells cells Keratynocytes
Age r&—=—0.14 r&=-0.2 rs=-0.35 r&=-—0.8 rg=—0.08
p=0.21"  p=0.87""  p<0.01™ = P=0.49" p=0.52"
Sex P<0.01"  P=0.321 P=0.29"* P=0,26" P=0.44"
Topography P=0.91%"  p=0.98®  p=025""  p=0.36"" p=0.73"
Histological subtype P=0.97%"  p=0.87"1  p=0.10""  P=0.46"" P=0.63"
Breslow r&=—-0.12 rg&=-0.15 rs=—0.15 rs=0.32 rs=—0.01
p=0.37"  p=0.27!" p=0.27t" P=0.01"" P=0.97t"
Ulceration P=0.85""  p=0.23" P=0.87%* P=0.08!" P=0.99'*!
Regression P=0.86"1  P=0.99""  p=0.65"1  p=0.71" P=0.38!"
Clark r=-0.08 1=-0.05 re=-0.30 r5=0.20 re=—0.21
P=0.49!"  p=0.70!" P<0.01"" P=0.12!" P=0.08'"
Mitotic index &=—-0.03 1r=-0.08 1=-0.12 rs=0.32 re=—0.09
P=0.85!"  p=0.56!" p=0.37t" P=0.02" pP=0.52"
Growth phase P=0.14"1  p=0.55%  p=021"1  Pp=0.08" P=0.10"
PTLII r=—0.01  1=0.04 rs=0.06 re=—0.10 rs= — 0.09
P=0.97""  p=0.78" P=0.63" P=0.44" P=0.49'"
IT 1s=0.03 r=-0.04 r=-0.04 rs=0.04 re=—0.13
pP=0.80""  p=0.771 P=0.79!" P=0.76'" P=0.32!1
Surgical margin P=0.05"  P=0.69""  P=043"  p=0.71" P=0.84"
Metastases P=0.57"* P=0.49" — P=0.31" —

Epidermal T cells: epidermal tumoral cells; Dermal T cells: dermal tumoral cells. PTLII:
peritumoral lymphocytic inflammatory infiltrate; IIIT: intratumoral inflammatory infiltrate.P:
statistical significance; rs: Spearman correlation coefficient; [1]: Student t for a significance of
rs; [2] Mann-Whitney U test; [3] Kruskal — Wallis H test; [4] Chi-square test with a linear

tendency.

The variables lymphatic and blood vessel invasion, perineural invasion and

microscopic satellitosis could not be analyzed due to the very low frequency of events

observed.
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Photographs showing the immunohistochemical expression of MMP-2
and of TIMP-2 in cases of primary melanoma and cutaneous metastases are

shown in figures 1, 2 and 3.

t‘"‘f

Figure 1 — Expression of MMP-2 in the superficial spreading type melanoma:

stroma 3+ (immunoperoxidase — AEC, 400 x, in the original).
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Figure 2 — Expression of TIMP-2 in the superficial spreading type melanoma:

epidermal tumor cells 2+ (immunoperoxidase — AEC, 400 x, in the original).
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Figure 3 — Expression of MMP-2 in cutaneous metastasis of melanoma:
stroma 1+; vessels 3+; dermal tumor cells 3+ (immunoperoxidase — AEC, 50

X, in the original).
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Discussion

In 1996, Vaisanen et cols showed an increased expression of MMP-2 in
cutaneous melanoma, correlating it with a disorder of dermal architecture with
atypia of melanocytic lesions and with hematogenic metastases [20].

In another study there was an association between the increased
expression of MMP-2 and an unfavorable prognosis for melanoma patients. The
correlation between an increased MMP-2 expression and a lower rate of survival
was actually a factor independent of the Breslow index and the Clark level [21].

And, more recently, Vaisanen et cols provided evidence that MMP-2 can be
recognized as a new prognostic marker in melanoma patients [19].

A sample description of the present study showed that most (63%) of the
diagnoses of primary cutaneous melanoma were made at a stage when the
Breslow level is considered thin (maximum thickness, 1mm), in which the growth
phase is still very important.

The expression of MMP-2 and TIMP-2 occurred in all cases of primary
cutaneous melanoma and in all cases of cutaneous metastases. Following the
semi-quantitative analysis used, the maximum positivity index (3+) for MMP-2
expression was observed in most of the patients, and for the expression of TIMP-2,
in a major parcel of the cases (table 1).

Despite this general profile, and showing that even in thin melanomas the
presences of MMP-2 and its inhibitor is constant, there were variabilities as to the
expression of MMP-2 and TIMP-2, regarding the histopathological prognostic

factors.
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In this study it is important to verify that the presence of MMP-2 was
associated mainly with younger patients (with expression in epidermal tumor cells,
and in association at the limit for significance, with expression in keratinocytes,
according to table 2), with melanoma on the lower limbs (with expression in the
dermal vessels), with melanomas of the superficial spreading type (with expression
in the epidermal tumor cells); more particularly also in the thicker ones (with
expression in the dermal tumor cells in a positive correlation for the Breslow index
and Clark level).

These data may favor a possible hypothesis regarding the action of
ultraviolet radiation to induce MMP-2 secretion by epidermal cells (melanocytes
and keratinocytes) in patients who are constitutionally predisposed to cutaneous
melanoma, as one of the important factors in its genesis.

The epidermal cells secrete MMPs induced by ultraviolet radiation and it is
recognized that the genesis of the melanoma of the superficial spreading subtype
is related to exposure to the sun in many patients [14, 22]. In a previous study it
had already been demonstrated that acute exposure to ultraviolet radiation raises
MMP-2 expression in melanocytes of nevi [23].

The absence of a specific association with one of the growth phases (horizontal
and vertical), shows that MMP-2 must participate in the development of the cutaneous
melanoma from the beginning (horizontal growth) and not only in the more invasive phase
(vertical growth).

The immunohistochemical expression of TIMP-2 accompanies that of MMP-
2 in the inverse correlation with age (the younger melanocytes may be more

reactive and secrete more enzyme and its inhibitor and/or the young ones really
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are more exposed to ultraviolet radiation, acutely) and in association with the
indices of Breslow and Clark.

This expression of TIMP-2 can be considered logical since, when large
amounts of MMP-2 are produced, there is a natural induction of higher secretion of
its blocker. Paradoxically, TIMP-2 can also simulate the additional secretion of
MMP-2. Larger amounts of this enzyme, then, would no longer be inhibited, and its
action would be facilitated. In this sense, Yoshino et cols showed a significant
correlation between high levels of TIMP-2 and tumor progression in melanoma
patients [24].

In this study, TIMP-2 was associated with a higher mitotic index, a
histopathological prognostic factor currently tending to being considered more
valuable. The mitotic index did not show a statistically significant correlation with
the expression of MMP-2, but a borderline correlation is found (which might be the
result of a sampling that is smaller than necessary to demonstrate this
association).

The lower expression of TIMP-2 associated with compromised surgical
margins and their higher expression in the female sex should be attributed to
chance in the light of current knowledge.

The presence of MMP-2 in all 13 cases of cutaneous metastases of
melanoma also shows that the tumor cells continue to secrete MMP-2 at other
sites. Possibly MMP-2 participates in enabling metastatic implants in different

tissues, through its angiogenic, pro-mitotic and collagenolytic actions.



78

5. Conclusions

In this study MMP-2 had higher expression in young patients, in lower limbs
melanomas and in superficial spreading melanomas.

MMP-2 is an enzyme that can participate in initial and invasive phases of
primary cutaneous melanoma development, and it is related to important
histopathological factors, besides being present in the cutaneous metastases of
melanoma. The immunohistochemical expression of its natural inhibitor, TIMP-2 is

similar to MMP-2 in primary melanoma and cutaneous metastases.
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9. Resumo

Introdug&o: metaloproteinase-2 da matriz (MMP-2) esta expressa nos
melanomas cutaneos espessos, mas ha escassez de informagodes sobre as
relagdes entre esta gelatinase com aspectos clinicos e o conjunto dos
demais fatores prognésticos histopatolégicos. Sdo escassos os relatos

sobre sua expressao nas metastases cutaneas de melanoma.

Métodos: foram avaliados, transversalmente, casos de melanomas cutaneos
primarios e metastases cutdneas de melanoma, quanto as expressdes imuno-
histoquimicas da MMP-2 e do seu inibidor tecidual (TIMP-2). Associagdes com
aspectos clinicos e com os fatores progndsticos histopatoldégicos foram
verificadas. Consideraram-se estatisticamente significantes as associagdes com

P<0,05.

Resultados: estudados 73 casos de melanomas cutdneos primarios e 13 de
metastases cutdneas. Houve associacdo entre a expressdo da MMP-2 e idades
menores, localizacdo em membros inferiores, subtipo espalhamento superficial,
indice de Breslow e nivel de Clark elevados. A expressao do TIMP-2 foi
semelhante. Nao houve associacédo exclusiva da MMP-2 e TIMP-2 com uma das
fases de crescimento do melanoma cutédneo primario. Todos os casos de

metastases expressaram MMP-2 e TIMP-2.
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Conclusdes: MMP-2 pode participar de fases iniciais do crescimento do
melanoma, mas esta particularmente presente nos melanomas invasivos. Sua
maior expressao é principalmente verificada no subtipo espalhamento superficial e
em pacientes mais jovens. As metastases cutaneas sempre expressam a enzima.

O TIMP-2 possui uma expressao imuno-histoquimica semelhante a da MMP-2.
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Introdugao

A incidéncia do melanoma vem crescendo em varias regides do mundo, sendo
este considerado um grande problema em Saude Publica [1-7]. Embora
represente apenas 4% de todas as neoplasias malignas da pele, ele é responsavel
por 80% das mortes por canceres cutaneos [8].

O melanoma cutidneo apresenta-se com maior frequéncia em populagdes
caucasianas e ha nitidas evidéncias de que individuos de pele clara possuem
maior predisposicdo para o seu desenvolvimento [3, 4]. Diversos estudos
demonstraram que a exposigéo a radiagéo ultravioleta (RUV) é o principal fator de
risco ambiental para o desenvolvimento do melanoma [5, 7].

A espessura tumoral, representada pelo indice de Breslow, € considerada o
principal fator prognostico histopatoldgico da neoplasia [4]. Em 2003, uma diretriz
do Grupo Multicéntrico e Multidisciplinar Brasileiro para Estudo do Melanoma
(GBM) recomendou que o laudo anatomopatolégico do melanoma contivesse,
além da espessura tumoral, os seguintes parametros, os quais também serviriam
como fatores progndsticos: subtipo histologico, ulceragéo, fase de crescimento (se
radial ou vertical), nivel de Clark, indice mitético, infiltrado inflamatério linfocitario
peritumoral, infiltrado inflamatdério intratumoral, invasdo vascular linfatica e
sanguinea, invasdo perineural, regressao, satelitose microscépica e margens
cirurgicas [9].

Uma série variada de mediadores biolégicos possuem agdes patogénicas no
desenvolvimento do melanoma e exercem os efeitos que influenciam os fatores

histopatologicos de prognodstico. Entre estes mediadores estdo as enzimas
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metaloproteinases da matriz (MMPs), originalmente descritas com uma acéao
predominante na homeostase da matriz extracelular, através da clivagem de
substratos componentes desta matriz [10, 11].

Entre as MMPs que contribuem para a progressao tumoral, encontra-se a
metaloproteinase-2 da matriz (MMP-2), a qual tem a habilidade de degradar o
colageno tipo IV, promover a angiogénese e a mitogénese. Ja foi descrita a
elevacao da atividade desta enzima em diversas malignidades humanas [12].

A MMP-2 é produzida principalmente a partir de células mesenquimais
(fibroblastos), ainda que queratinécitos, melandécitos, células endoteliais,
macrofagos e neutrofilos possam produzi-la [13].

As radiacbes ultravioletas A (UVA) e B (UVB) sao indutoras da secrecao e da
acado da MMP-2 [14].

Uma familia com quatro inibidores especificos das MMPs, conhecidos como
inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs), participam do controle da
atividade das MMPs [10, 11]. Os TIMPS inibem seletivamente e reversivelmente
as MMPs e o inibidor tecidual da metaloproteinase-2 (TIMP-2) regula a ativagéo da
MMP-2 [15, 16].

Reconhecidamente, a MMP-2 esta associada aos maiores indices de Breslow,
e a progressao do melanoma; mas n&o sao encontrados estudos que relacionem a
MMP-2 com os demais fatores histopatolégicos de prognédstico. A presenca do
TIMP-2 em associagdo com o conjunto completo destes fatores também nao foi
estudada [17].

O reconhecimento da participacéo destes mediadores na configuragdo do

perfil histopatolégico de progndstico do melanoma pode ser importante para uma
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melhor compreensdo do comportamento evolutivo deste e auxiliar na definicdo
sobre as opgoes terapéuticas bloqueadoras da agdo da MMP-2.

O presente estudo avaliou a expressao imuno-histoquimica da MMP-2 e do
TIMP-2 no melanoma cutaneo, particularmente quanto as suas relagbes com 0s
fatores prognésticos histopatologicos. Também nas metastases cutaneas de

melanoma as expressdes da MMP-2 e do TIMP-2 foram avaliadas.



90

10. Material e Métodos

A pesquisa foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre — UFCSPA e do
Complexo Hospitalar da Santa Casa de Porto Alegre — CHSC.

Foi realizado um estudo transversal com os casos de melanoma cutaneo
primario e metastases cutaneas de melanoma, oriundos dos Servigos de Cirurgia
e Patologia do Hospital Santa Rita (Complexo Hospitalar Santa Casa, Porto Alegre
— Brasil), entre 2003 e 2005.

As variaveis avaliadas no estudo foram idade, sexo, topografia da lesao,
subtipo histolégico do melanoma, fatores histopatolégicos recomendados pelo
GBM, metastases cutédneas e a expressdao imuno-histoquimica da MMP-2 e do
TIMP-2 nos melanomas cutdneos primarios e nas metastases cutédneas de

melanoma.

Histopatologia

Os espécimes foram fixados em formalina e incluidos em parafina. As
ldaminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e avaliadas para a
confirmagdo do melanoma na biopsia excisional e para a verificagcdo da presenga
dos fatores prognosticos do GBM. Os casos de metastases cutdneas foram
confirmados por nova avaliagao histopatolégica. Apos, o material foi encaminhado

para a realizagado da imuno-histoquimica para a MMP-2 e para o TIMP-2.
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Técnica Imuno-histoquimica

A técnica tradicional de imunoperoxidase com avidina-biotina foi utilizada
[18]. Foram empregados anticorpos monoclonais comerciais para MMP-2
(Novocastra® Laboratories, Newcastle upon Tyne, United Kingdom) e TIMP-2
(Novocastra® Laboratories, Newcastle upon Tyne, United Kingdom). Para a
visualizagcdo do complexo antigeno-anticorpo foram aplicadas as seguintes
solugbes cromogenas: diaminobenzidina (DAB) e 3-Amino-9-etil carbazole (AEC)

contracorados com Giemsa.

10.1. Avaliacdo da Imuno-histoquimica para MMP-2 e TIMP-2

As laminas foram examinadas em microscopio Optico por um
dermatopatologista experiente (A.C.) na avaliacdo de laminas de imuno-
histoquimica para o estudo de metaloproteinases.

Para analisar as expressdes da MMP-2 e do TIMP-2 foi utilizado o método
semi-quantitativo, em que: 0 significava auséncia de expressao; 1+ expressao
fraca; 2+ expressdo moderada e 3+ expressao forte.

Nos melanomas primarios as expressdes da MMP-2 e do TIMP-2 foram
avaliadas no estroma, nos vasos, nas células tumorais epidérmicas, nas células

tumorais dérmicas e nos queratindcitos. Nas metastases foram avaliadas as
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células tumorais e o estroma. As laminas foram analisadas separadamente com
os cromogenos DAB e AEC, mas para fins de homogeneizagao do estudo, optou-
se pela leitura das laminas coradas com AEC, a qual facilitou a diferenciacéo da
coloragao que decorre da reagao quimica antigeno-anticorpo com a melanina. Tal
técnica, para este fim, esta descrita na literatura [17, 19].
Anélise estatistica
Foram utilizados o coeficiente de correlagdao de Spearman e o teste de
significancia t de Student para avaliagao da idade, da espessura de Breslow,
do nivel de Clark, do indice mitético, do infiltrado inflamatério linfocitario
peritumoral e do infiltrado inflamatério intratumoral; o teste U de Mann-
Whitney para o sexo, a fase de crescimento, as margens cirurgicas e as
metastases; o teste H de Kruskal-Wallis para a topografia da lesao e o
subtipo histolégico; o teste de qui-quadrado de tendéncia linear para a
ulceragao e a regressao.
Utilizou-se um nivel de 5% (P < 0,05) para considerar a relevancia
estatistica. Os dados foram analisados empregando-se o programa

estatistico SPSS 15.0.
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Resultados

10.2. Descricao geral

Em um total de 86 casos avaliados, 73 corresponderam a melanomas
cutaneos primarios e 13 a metastases cutaneas de melanoma.

A idade média geral dos pacientes foi de 56,9 anos, 49 (57%) femininos e
37 (43%) masculinos. Os pacientes com melanoma primario apresentaram idade
média de 54,97 anos, 44 eram mulheres e 29 eram homens. Nos casos de
metastases cuténeas, a idade média foi de 62,46 anos, 5 eram mulheres e 8 eram
homens.

Em relagéo as lesdes primarias, sua distribuicdo topografica correspondeu
a 24 (33%) casos localizados no dorso; 17 (23%) nos membros inferiores; 17
(23%) na regiao de cabega e pescogo; 9 (12%) nos membros superiores e 6 (8%)
na area correspondendo ao térax anterior e abdémen.

Nestas lesbes primarias, observou-se a seguinte distribuicdo, segundo o
subtipo histoldgico: 50 (69%) casos de melanoma tipo espalhamento superficial;
11 (15%) tipo lentigo maligno; 8 (11%) tipo nodular e 4 (6%) tipo acral.

A profundidade destes tumores foi avaliada pelo indice de Breslow, que
assim distribuiu-se: 14 (19%) lesdes eram in situ; 32 (44%) apresentavam Breslow
menor ou igual a 1,0 mm; 10 (10%) eram maiores do que 1,0 mm e menores ou
iguais a 2,0 mm; 3 (4%) eram maiores do que 2,0 mm e menores ou iguais a 4,0

mm e 14 (19%) das lesdes apresentavam Breslow maior do que 4,0 mm.
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Todas as laminas de melanoma cutaneo primario e de metastases cutaneas
de melanoma expressaram a enzima e o seu inibidor.

Quanto a expressao da MMP-2 no melanoma cutadneo primario, 6 casos
(8%) apresentaram 1+; 19 (26%), 2+; e 48 (66%), 3+. Na avaliacdo da expressao
do TIMP-2, no melanoma cutaneo primario, 16 casos (22%) apresentaram 1+; 26
(36%), 2+; e 31 (43%), 3 +.

As metastases apresentaram, quanto a expressdao da MMP-2, em 4 casos
(31%), 1+; em 2 (15%), 2+; e em 7 (54%), 3+. Quanto a expressédo do TIMP-2 nas
metastases, 5 casos (39%) apresentaram 1+; 2 (15%), 2+; e 6 (46%), 3+.

A tabela 1 demonstra os resultados descritos acima.

Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos pacientes e
dos melanomas (n=86)

Variavel n =86
Idade, médiatDP (anos) 56,9+14,9
Sexo feminino, n° (%) 49 (57)
Tipo de lesdo, n°® (%)
Tumor primario 73 (85)
Metéstase 13 (15)
Topografia*, n°® (%) n=73
Dorso 24.(33)
Membro inferior 17 (23)
Cabeca e pescoco 17 (23)
Membro superior 9(12)
Torax anterior e abdomen 6(8)

Subtipo histologico* n=73



Espalhamento superficial
Lentigo maligno
Nodular
Acral
Espessura de Breslow
in situ
< 1,0 mm
> 1,0 mm - <2,0 mm
>2,0 mm - <4,0 mm
> 4,0 mm
Expressdo imuno-histoquimica
Tumor primario
Metaloproteinase-2
+
++
+++
Inibidor — TIMP-2
+
++
+++
Metastases
Metaloproteinase-2
+
++
+++
Inibidor — TIMP-2
+
++

+H+

* Somente tumores primarios

50 (69)
11 (15)
8 (11)
4 (6)
n="73
14 (19)
32 (44)
10 (10)
34
14 (19)

n=73

6 (8)
19 (26)
48 (66)

16 (22)
26 (36)
31(43)
n=13

4(31)
2 (15)
7 (54)

5(39)
2 (15)
6 (46)

95
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Avaliacéo das associagbes

Na andlise estatistica das variaveis clinicas e dos fatores prognésticos
histopatologicos quanto a expressdo da MMP-2, foram encontradas as seguintes
significancias estatisticas:

Idade: a expressédo da MMP-2 nas células tumorais epidérmicas
correlacionou-se inversamente com a idade dos individuos. Pacientes com maior
idade apresentaram menor expressao da enzima (rs = -0,27; P = 0,02).

Topografia: expressao elevada da enzima nos vasos em lesdes localizadas
nos membros inferiores, em relagdo as lesbes localizadas em outras regides
anatémicas (P < 0,01).

Subtipo histoldgico: significancia da expressdao da MMP-2 nas células
tumorais epidérmicas nos melanomas do subtipo espalhamento superficial (P <
0,01).

Indice de Breslow: significancia na correlacdo entre a expressdo da MMP-2
nas células tumorais dérmicas e a espessura de Breslow das lesdes. Quanto
maior o indice de Breslow mediano das lesdes, maior a expressao da enzima (rs =
0,33; P =0,01).

Nivel de Clark: significancia na correlagdo com a expressdo da MMP-2 nas
células tumorais dérmicas. Quanto maior o nivel de Clark das lesbes, maior a
expressao da enzima (rs = 0,26; P = 0,04).

Na avaliacdo estatistica das mesmas variaveis quanto a expressao do

TIMP-2, foram encontradas as seguintes significancias estatisticas:
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Idade: a expressdo do TIMP-2 nas células tumorais epidérmicas
apresentou-se inversamente correlacionada a idade dos pacientes (rs = -0,35; P <
0,01).

Sexo: encontrou-se significancia na presencga do inibidor no estroma e o
sexo feminino (P < 0,01).

Indice de Breslow: significancia na correlagéo entre a expressdo do TIMP-2
nas células tumorais dérmicas e a espessura de Breslow . Quanto maior o indice
de Breslow mediano das lesbes, maior a expressao do inibidor (rs = 0,32; P =
0,01).

Nivel de Clark: significancia na correlagao entre a expressao do TIMP-2 nas
células tumorais epidérmicas e o nivel de Clark. Quanto maior o Clark das lesdes,
menor a expressao do inibidor (rs = -0,30; P < 0,01).

Indice mitético: significancia na expresséo no TIMP-2 nas células tumorais
dérmicas. Quanto maior o indice mitético considerado, maior a expressao do
inibidor (rs = 0,32; P = 0,02).

Margens cirurgicas: significancia na expressao do TIMP-2 e no estroma das
lesbes. Houve uma menor expressdo no inibidor em lesbes com margens
comprometidas (P = 0,05).

Observando-se as tabelas 2 e 3, sdo verificadas as demais relagbes, com
outras possiveis associagbes, porém, sem demonstracdo de significancia

estatistica neste estudo.
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Tabela 2.
Tabela 2 — Avaliagdo da associag@o entre a expressao da MMP-2
no melanoma cutaneo e seus fatores prognosticos (n=86).
Células T. Células T.
Variavel Estroma Vasos Epidérmicas Dérmicas  Queratinocitos

Idade rs=0,10 rs=0,13 rs=-0,27 15—=-0,08 rs=—0,22

P=0,38""  p=025!"  p=0,02"  P=0,46" P=0,06"
Sexo P=0,90  P=0,49"% P=0,24"1  P=0,38 P=0,61%
Topografia P=0,08"!  P<0,01""  P=0,87"!  P=0,40"! P=0,14"
Subtipo hitologico P=0,42"1  p=0,11""  p<0,01®  P=0,47" P=0,11"
Breslow rs=0,06 rs=0,21 rs=—0,16 rs=0,33 rs=—0,07

P=0,65""  p=0,11" p=0,22!"  p=0,01" P=0,58"
Ulceracio P=0,60"  P=086"  P=0,101  P=0,34" p=0,77"
Regressdo pP=0,51""  pP=039"  pP=099"  p=0,121 P=0,79"*
Clark rs=0,08 1s=0,22 rs=—0,10 rs=0,26 rs—=0,02

p=0,50"  P=0,07"""  p=041""  p=0,04'" p=0,88!"
Indice mitético rs=0,11 rs=0,19 rs=— 0,20 rs=0,16 rg=—0,02

P=0,40""  p=0,16!  p=0,13"  p=0,22!" P=0,89!"
Fase de crescimento p=0,73%% P=0,13% p=0,78%* P=0,06" P=0,76"*
IILPT =—-0,18 r1r=-0,06 r1=-0,05 r=-0,05 r&=— 0,06

pP=0,18"1  P=0,66" p=0,72!1  p=0,72!" P=0,66!"
T rs=—-0,03 rs=-0,10 15=0,06 1=0,23 15=0,07

P=0,80""  pP=047""  p=0,67""  P=0,08" P=0,58"
Margem cirtirgica P=0,501  P=0,82"  P=034"  p=0,89" P=0,18'%
Metastases P=0,48"1  P=0,66"" — P=0,66""! —

Células T. Epidérmicas: células tumorais epidérmicas; Células T. Dérmicas: células tumorais
dérmicas. IILPT: infiltrado inflamatorio linfocitario peritumoral; IIIT: infiltrado inflamatério

intratumoral.

P: significancia estatistica; rs: coeficiente de correlacdo de Spearman; [1]: t de Student para
significancia de rs; [2] teste U de Mann-Whitney; [3] teste H de Kruskal-Wallis; [4] teste de
qui-quadrado de tendéncia linear.
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Tabela 3.
Tabela 3 — Avaliagdo da associagdo entre a expressdo do TIMP-2
no melanoma cutaneo e seus fatores prognosticos (n=86).
Células T. Células T.
Variavel Estroma Vasos Epidérmicas Dérmicas  Queratinocitos

Idade r<=-0,14 rs=—0,2 rs=-0,35 rs=—0,8 rs=— 0,08

p=0,21"  P=0,871""  p<0,01"  P=0,49" p=0,52!"
Sexo P<0,01'¥  P=032%  P=029"  P=0,26" P=0,44'%
Topografia P=0,91%"  p=098""  p=025""  P=0,36"" p=0,73"
Subtipo hitologico P=0,97"1  P=0,87""  P=0,10""  P=0,46"! P=0,63"!
Breslow r&=-0,12 rg&—=-0,15 rs=-0,15 rs=0,32 rs=—0,01

p=0,37"  p=027""  p=027""  p=0,01"" p=0,971"
Ulceracio p=0,85"  p=023"  p=087"  P=0,08" P=0,991*
Regressdo P=0,86""  P=0,99""  p=0,65"  Pp=0,71" P=0,38!"
Clark re=—0,08 r1s=-0,05 re=-030  rs=0,20 rg=—0,21

pP=0,49!1  p=0,70'" P<0,01""  p=0,12!" P=0,08'"
[ndice mitético r&=—0,03 re=-008 re=—012  re=0,32 rg=—0,09

pP=0,85"  p=0,56""  p=037""  p=0,02!" p=0,52!"
Fase de crescimento P=0,14 P=0,55 p=0,21% P=0,08" P=0,10*
LILPT rg=—0,01  15=0,04 15=0,06  r&=-0,10  re=—0,09

p=0,97"1  p=0,78!" P=0,63"  P=0,44!" P=0,49"
T 15=0,03  1&=-0,04 15=-0,04 rs=0,04 rg=—0,13

p=0,80!1  p=0,77t" p=0,79'"  P=0,76!" p=0,32!"
Margem cirargica P=0,05"  P=0,69"1  P=043%  p=0,71" P=0,84"
Metastases P=0,57"1  P=0,49" — P=0,31" —

Células T. Epidérmicas: células tumorais epidérmicas; Células T. Dérmicas: células tumorais
dérmicas. IILPT: infiltrado inflamatorio linfocitario peritumoral; IIIT: infiltrado inflamatorio
intratumoral.

P: significancia estatistica; rs: coeficiente de correlacdo de Spearman; [1]: t de Student para
significancia de rs; [2] teste U de Mann-Whitney; [3] teste H de Kruskal-Wallis; [4] teste de
qui-quadrado de tendéncia linear.



100

As variaveis invasao vascular linfatica e sanguinea, invasao perineural e
satelitose microscopica ndo puderam ser analisadas devido a frequéncia muito
baixa de eventos observados.

Fotografias demonstrando a expressao imuno-histoquimica da MMP-2
e do TIMP-2 em casos de melanoma primario e metastases cutanea estao

representadas pelas figuras 1, 2 e 3.

=

Figura 1 — Expressao da MMP-2 no melanoma tipo espalhamento superficial:

estroma 3+ (imunoperoxidase — AEC, 400 x, no original).
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Figura 2 — Expressao do TIMP-2 no melanoma tipo espalhamento superficial:
células tumorais epidérmicas 2+ (imunoperoxidase — AEC, 400 x, no

original).
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Figura 3 — Expressido da MMP-2 em metastase cutianea de melanoma:
estroma 1+; vasos 3+; células tumorais dérmicas 3+ (imunoperoxidase —

AEC, 50 x, no original).
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Discussao

Em 1996, Vaisanen e colaboradores demonstraram um aumento de
expressdao da MMP-2 no melanoma cutaneo, correlacionado-a a uma desordem
da arquitetura dérmica, com atipia de lesdes melanociticas e com metastases
hematogénicas [20].

Em outro estudo, houve uma associagado entre o aumento da expressao da
MMP-2 e um progndstico desfavoravel em pacientes com melanoma. A correlagao
entre um aumento de expressdo da MMP-2 e uma baixa taxa de sobrevida foi,
inclusive, um fator independente do indice de Breslow e do nivel de Clark [21]. E,
mais recentemente, Vaisanen e colaboradores evidenciaram que a MMP-2 pode
ser reconhecida como um novo marcador de progndstico nos pacientes com
melanoma [19].

A descrigcdo amostral do presente estudo demonstrou que a maioria (63%)
dos diagndsticos do melanoma cuténeo primario foi realizado em estagio onde o
nivel de Breslow é considerado fino (espessura maxima de 1 mm), nos quais a
fase de crescimento horizontal € ainda muito importante.

A expressdao da MMP-2 e do TIMP-2 ocorreu em todos os casos de
melanoma cutaneo primario e em todos os casos de metastases cutaneas.
Seguindo a analise semiquantitativa empregada, o indice de positividade maximo
(3+) para a expressdo da MMP-2 foi observado na maioria dos pacientes e, para a
expressao de TIMP-2, em parcela importante dos casos (tabela 1).

Apesar deste perfil geral e demonstrando que, mesmo em melanomas

finos, as presencas da MMP-2 e de seu inibidor sdo constantes, houve
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variabilidades quanto a expressdao da MMP-2 e do TIMP-2, quanto aos fatores
prognosticos histopatoldgicos.

Neste estudo, € importante verificar que a presengca da MMP-2 esteve
associada principalmente a pacientes mais jovens (com expressdo em células
tumorais epidérmicas e, em associacdo no limite para a significancia, com
expressao em queratindcitos, conforme tabela 2), com o melanoma em membros
inferiores (com expressao nos vasos dérmicos), com 0s melanomas de subtipo
espalhamento superficial (com expressdo nas células tumorais epidérmicas); mas
particularmente, também, nos mais espessos (com expressdo nas células
tumorais dérmicas, em correlacdo positiva para o indice de Breslow e o nivel de
Clark).

Estes dados talvez favorecam uma possivel hipdtese quanto a agdo da
radiagdo ultravioleta para a inducdo da secregdo da MMP-2 por células
epidérmicas (melandcitos e queratinécitos) em pacientes constitucionalmente
predispostos ao melanoma cutaneo, como um dos fatores importantes na génese
do mesmo.

As células da epiderme secretam MMPs induzidas pela radiag&o ultravioleta
e é reconhecido que o melanoma subtipo espalhamento superficial possui sua
génese relacionada a exposi¢cao ao sol, em grande parcela de pacientes [14, 22].
Em estudo anterior, ja havia sido demonstrado que a exposi¢do aguda a radiagao
ultravioleta eleva a expressdo da MMP-2 em melandcitos de nevos [23].

A auséncia de associacdo especifica com uma das fases de crescimento

(horizontal e vertical) demonstra que a MMP-2 deve participar do desenvolvimento do
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melanoma cutadneo desde seu principio (crescimento horizontal) e ndo apenas da sua
fase mais invasiva (crescimento vertical).

A expressdo imuno-histoquimica do TIMP-2 acompanha a da MMP-2 na
correlagcdo inversa com a idade (os melandcitos mais jovens talvez sejam mais
reativos e secretem mais a enzima e seu inibidor e/ou os jovens possuem
realmente maior exposicdo a radiagdo ultravioleta agudamente) e na associagéao
com indices de Breslow e Clark.

Esta expressao do TIMP-2 pode ser compreendida como ldgica, pois, ao
produzir-se grandes quantidades de MMP-2, ha uma indugdo natural de uma
maior secre¢cdo do seu bloqueador. Paradoxalmente, o TIMP-2 também pode
estimular a secre¢cado adicional de MMP-2. Quantidades maiores desta enzima,
entdo, ndo seriam mais inibidas e sua acao seria facilitada. Neste sentido, Yoshino
e colaboradores demonstraram uma correlagao significativa entre niveis elevados
de TIMP-2 e a progressao tumoral em pacientes com melanoma [24].

No presente estudo, o TIMP-2 esteve associado a um maior indice mitético,
um fator progndstico histopatolégico com tendéncia a uma maior valorizagao,
atualmente. O indice mitético ndo demonstrou correlagcdo estatisticamente
significativa com a expressao da MMP-2, mas verifica-se uma correlagao limitrofe
(o que poderia ser decorrente de uma amostragem inferior a necessaria para
demonstragcado desta associagao).

A menor expressdao do TIMP-2 associada a margens cirurgicas
comprometidas e a sua maior expressdo no género feminino devem ser atribuidas

a casualidade, a luz dos conhecimentos atuais.



106

A presenca da MMP-2 em todos os 13 casos de metastases cutaneas de
melanoma também demonstra que as células tumorais permanecem secretando a
MMP-2 em outros sitios. Possivelmente a MMP-2 participe da viabilizagdo dos
implantes metastaticos em tecidos diferentes, através de suas acgdes

angiogénicas, pré-mitéticas e colagenoliticas.

11. Conclusoes

Este estudo demonstrou que a MMP-2 apresenta maior expressdao em
jovens e em melanomas de membros inferiores. A sua expressividade € maior nos
melanomas do tipo espalhamento superficial.

A MMP-2 pode participar tanto das fases iniciais do desenvolvimento do
melanoma cutaneo primario, quanto de fases invasivas e relacionar-se com
fatores histopatolégicos importantes do tipo indice de Breslow w nivel de Clark. A
MMP-2 também esta presente nas metastases cutdneas do melanoma. O seu
inibidor natural, TIMP-2, possui uma expressao imuno-histoquimica semelhante a

da MMP-2 no melanoma primario e metastases cutaneas.
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7. ANEXOS

7.1. Consideragoes éticas

O trabalho foi submetido & analise do Comité de Etica em Pesquisa do
Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre e da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre - UFCSPA. Os pesquisadores assinaram o
termo de compromisso quanto ao sigilo para utilizagdo de dados segundo a
resolucdo CNS 196/96.

Foi confeccionado um Termo de Consentimento Institucional que serve para
reiterar o compromisso com o sigilo dos dados obtidos com a pesquisa.

Este trabalho de pesquisa foi aprovado por ambos os Comités de Etica em
Pesquisa. Pelo Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar da Santa
Casa de Porto Alegre — CHSC foi aprovado, conforme parecer consubstanciado
numero 215/06 em 05/07/2006. Finalmente, pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre - UFCSPA (a época
FFFCMPA) foi aprovado, conforme parecer consubstanciado numero 228-06 em

10/08/2006.
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7.2. Termo de compromisso para utilizagao de dados

Titulo do Projeto:

Estudo da Expressao da Metaloproteinase-2 da Matriz no Melanoma e sua

Relagcao com os Fatores Prognésticos Histopatologicos

Os pesquisadores do presente projeto comprometem-se a preservar a
privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados em prontuarios e bases de
dados do Complexo Hospitalar Santa Casa. Concordam, igualmente, que estas
informacdes serdo utilizadas unica e exclusivamente para execucédo do presente
projeto. As informagdes somente poderdo ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, de de 200 _.

Nome dos Pesquisadores Assinatura

Maria Carolina Widholzer Rey

Renan Rangel Bonamigo

Roque Furian

Rafael Bonfa

Raquel Bonfa

Chefe do Servico de Patologia

Rui Luzzatto
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7.3. Detalhamento da técnica imuno-histoquimica

As avaliagdes imuno-histoquimicas para MMP2 e TIMP2 de todos os casos
foram realizadas a partir dos blocos de parafina dos casos selecionados do
Laboratério de Patologia do CHSC. Todas as laminas foram feitas no laboratério
de Patologia da Pdés-graduagdo da UFCSPA pela mesma profissional técnica,
objetivando minimizar possiveis variagdes do método.

Os espécimes, ja incluidos em parafina, foram cortados e submetidos a
técnica de imuno-histoquimica validada cientificamente (Thewes, Woret et al.
1999; Ohnishi, Tajima et al. 2001):

a) Desparafinizagdo: colocacao dos cortes nas laminas previamente
tratadas com solugdo de organosilano, em estufa a 60°C, por 10 minutos.

b) Reidratagdo, utilizando sequencialmente xilol, alcool absoluto, alcool a
70% e agua destilada, por cinco minutos cada banho, em temperatura ambiente.

c) Bloqueio da peroxidase enddgena, utilizando agua oxigenada a 3% por
vinte minutos em temperatura ambiente.

d) Recuperacgao antigénica: imersao das laminas em tampé&o citrato 0,01um
com pH=6,0 em banho-maria, entre 95-99°.C por 30 minutos e, apos, descanso de
20 minutos.

e) Aplicacdo do anticorpo primario para MMP-2 (Novocastra® Laboratories,
Newcastle upon Tyne, United Kingdom) na diluicdo de 1/30. O controle positivo
utilizado foi tecido placentario. Para TIMP 2 (Novocastra® Laboratories, Newcastle
upon Tyne, United Kingdom) na diluicdo de 1/25. O controle positivo utilizado foi

tecido placentario.
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f) Aplicagdo do anticorpo secundario associado ao sistema de amplificagao
complexo estreptavidina-biotina marcado por 30 minutos.

g) Adicao da solugao cromdgena diaminobenzidina (DAB) por 1-3 minutos.

h) Adicdo de solugdo cromégena 3-Amino-9-etil carbazole (AEC) por 15
minutos em outras laminas dos mesmos casos.

i) Contracoloragao com Giemsa.

Desde o item d, inclusive, procede-se a lavagem com tampé&o PBS (cloreto
de sodio + fosfato de sddio monobasico + fosfato de sddio dibasico), com pH=7,6,
a temperatura ambiente, entre cada etapa.

j) Desidratacgao.

k) Montagem da |amina com glicerina tamponada.

l) As laminas foram armazenadas refrigeradas em geladeira entre 4 e 8

graus.
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Estudo da Expressao da Metaloproteinase-2 da Matriz e do TIMP-2 no

Melanoma e sua Relagao com os Fatores Prognésticos Histopatolégicos

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Paciente MMP2 MMP2 | MMP2 MMP2 MMP2 TIMP2 TIMP2 TIMP2 TIMP2 TIMP2
AP Estroma | Vasos | Células | Células | Querati. Estroma | Vasos | Células Células | Querati.
TU TU TU TU
Epidér. Dérm. Epidér. Dérm.

AP: numero do exame anatomopatoldgico
Método qualitativo:

0 significa auséncia de expressao;
1+ expresséo fraca;
2+ expressao moderada;
3+ expressao forte.
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7.5. Fotografias do trabalho
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Foto 1 — Expressao da MMP-2 no melanoma tipo espalhamento superficial:
vasos 2+; células tumorais epidérmicas 2+; células tumorais dérmicas 1+ e

queratinécitos 1+ (imunoperoxidase — AEC, 50 x, no original).
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Foto 2 — Expressao do TIMP-2 no melanoma tipo espalhamento superficial:

células tumorais epidérmicas 2+ (imunoperoxidase, 400x, no original).
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Foto 3 — Expressdao da MMP-2 no melanoma tipo espalhamento superficial:
estroma 1+ e células tumorais dérmicas 3+ (imunoperoxidase — AEC, 400 x,

no original).
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-2 no melanoma nodular: estroma 3+; vasos 3+

— Expressao da MMP
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Foto 5 — MMP-2: detalhe da expressao no estroma 3+ (imunoperoxidase —

AEC, 400 x, no original).
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Foto 6 — Expressao da MMP-2 em metastase cutanea de melanoma: estroma
1+; vasos 3+ e células tumorais dérmicas 3+ (imunoperoxidase — AEC, 50 x,

no original).
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Foto 7 — Expressdao da MMP-2 em metastase cutanea de melanoma: células

tumorais dérmicas 3+ (imunoperoxidase — AEC, 400 x, no original).
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Foto 8 — Expressao do TIMP-2 em metastase cutanea de melanoma: estroma
1+ e auséncia de expressdao em demais estruturas (imunoperoxidase — AEC,

100 x, no original).
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