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LISTA DE ABREVIATURAS

GH — horménio do crescimento

RNAm — acido ribonucléico mensageiro

GHR - receptor do horménio do crescimento

IGF-1 — fator de crescimento semelhante a insulina-1
IGF 2 — fator de crescimento semelhante a insulina -2
JAK — 2 — Janus Kinase -2

STAT - transdutores de sinais e ativadores da transcri¢ao
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GEP - perfil de expresséo génica
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RESUMO

Os melanomas de coroide s&o neoplasias malignas originadas nos melandcitos
do neuroectoderma localizados na cordide, iris e corpo ciliar. Trata-se da
neoplasia intra-ocular primaria adquirida mais frequente. Os fatores clinicos
associados a pior prognoéstico sdo o tamanho do tumor, a localizagdo proxima
ao corpo ciliar, idade do paciente no momento do diagndstico e a extenséo
extra-escleral. Quanto as caracteristicas histolégicas dos melanomas uveais,
esses tumores podem ser classificados em espinocelular B, epitelidide e misto
(células espinocelulares B e epitelidides). Os tumores epitelidides tém maior
grau de anaplasia e estdo associados a pior sobrevida. Achados citogenéticos
e de biologia molecular que estdo relacionados ao prognostico dos pacientes
incluem a monossomia do cromossomo 3 e o perfil de expressao génica
classe Il. Embora o tratamento desta neoplasia esteja bem estabelecido, as
metastases sdo um assunto que preocupa os pesquisadores, pois a sobrevida
meédia apds a sua deteccio € de sete meses. Deste modo, a busca por critérios
que possam predizer o surgimento das mesmas € constante.

O hormdnio do crescimento (GH) é conhecido como regulador do crescimento
celular. E um agente mitogénico para os elementos celulares e ndo somente
esta associado a proliferacdo celular como também a transformacio total do
fendtipo resultando em oncogénese, embora seu efeito na patogénese tumoral
ainda nao esteja completamente estabelecido. A presenca do receptor do GH
pode ser avaliada através do uso de anticorpos monoclonais. A avaliacdo da
presenca do receptor de GH é importante na medida em que seus analogos e
antagonistas tém consideravel beneficio terapéutico no tratamento de diversas

patologias e consideravel potencial para o tratamento do cancer.



O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao do anticorpo anti-receptor GH
nos melandcitos obtidos de pacientes com melanoma de cordide
correlacionando com o tipo histologico, invasao escleral, infiltrag&do linfocitaria,
presenca de padrdes vasculares complexos intra-tumorais, metastases e
sobrevida, buscando sua associagao como fator de pior prognostico.

Foram examinados 43 casos, sendo os tumores classificados de acordo com o
tipo celular em espinocelular B (15 casos), misto (15 casos), epitélioide (12
casos) e necrético (1 caso). O tempo médio de seguimento dos pacientes foi de
37,5 meses e ao final do estudo, 72,1% dos pacientes estavam vivos.
Metastases foram detectadas em 18 pacientes (41,9%). Com relacédo a
expressao do GHR, 38 especimens apresentaram imunorreatividade positiva
ao anticorpo MAb 263; dentre estes, 19 exibiram forte impregnagdo enquanto
outros 19 exibiram fraca impregnagdo. Quatro casos foram considerados
negativos e um foi excluido devido a necrose extensa.

Através da analise univariada, a expressao do GHR n&o foi significativamente
associada a sobrevida (p=0,057), apesar de haver uma tendéncia sugerindo
que esta correlagao possa estar associada a pior prognastico.

Assim, conclui-se que ha evidéncia da expressdo do GHR na maioria dos
melanomas de cordide estudados e este achado pode estar relacionado a pior
prognoéstico.  Entretanto, estudos complementares serdo necessarios para

aprofundar o conhecimento a respeito da hipétese aqui estudada.

VI



INTRODUCAO
MELANOMAS UVEAIS

Os melanomas uveais s&o neoplasias malignas originadas nos melandcitos do
neuroectoderma localizados na coroide, corpo ciliar e iris. Trata-se do tumor
intra-ocular primario mais comum em individuos caucasianos, sendo mais
frequentemente localizado na coréide (McCartney ACE, 1995). A histologia dos
melanomas uveais apresenta células melanociticas anaplasicas com grau
moderado ou alto de pleomorfismo, relagao nucleo-citoplasma aumentada, um
ou mais nucléolos proeminentes em cada célula e um alto potencial para

disseminagao sistémica por via hematogénica.

Anatomicamente, o tumor na cordide localiza-se sob a retina, o que Ihe confere
uma forma lenticular biconvexa. No entanto, ao romper a membrana de Bruch e
o epitélio pigmentar da retina, o que ocorre em 20% dos casos, o tumor
assume uma forma semelhante a de um cogumelo, o que é considerado um
achado caracteristico, facilmente identificado através da ultrassonografia

ocular.

Apresenta uma incidéncia que varia de 5,3 a 10,9 casos para cada milhdo de
individuos com idade acima de 55 anos (Singh AD e cols., 2003). Sua
prevaléncia aumenta proporcionalmente a idade, sendo que o diagndstico &

estabelecido em torno dos 55-60 anos na maioria das séries.

O diagnostico destas lesdes continua a ser essencialmente clinico baseado no
exame oftalmologico que inclui a biomicroscopia do segmento anterior e a
oftalmoscopia binocular indireta associadas a ultrassonografia ocular (Modo A,

ou B, ou ultra-som de alta resolugcdo). Estes métodos juntos possuem



sensibilidade de até 99,7% no diagnostico clinico de tumores considerados
classicos por alguns dos oftalmologistas mais experientes da América do Norte

(COMS, 1998).

Ao exame de fundo de olho, os melanomas de cordide apresentam-se
geralmente como lesdes unilaterais, unifocais, elevadas, de coloragdo marrom
escuro a dourado, comumente localizados posterior ao equador do globo
ocular. Descolamento de retina adjacente ao tumor é um achado muito

frequente.

A maioria dos pacientes é assintomatica. Entretanto, se presentes, as queixas
mais comuns do paciente sao baixa acuidade visual, defeitos no campo visual,

flashes luminosos e moscas volantes (COMS, 1998).

Alguns fatores de risco externos e do proprio hospedeiro tém sido investigados
mas seu envolvimento direto na patogénese dos melanomas uveais permanece
inconclusiva. Dentre estes fatores, a raga parece ser a mais significativa. O
melanoma uveal € 150 vezes mais comum na raga branca do que nos negros
(Egan KM e cols., 1988; Singh AD e cols., 2003). A relagdo entre exposi¢cao
solar e melanoma uveal, ao contrario do que ocorre na pele, € fraca e
contraditoria (Egan KM e cols., 1988, Singh AD e cols., 2004). Recentemente,
em estudos de cultura de células de melanoma, Di Cesare e cols (2009)
observaram aumento da proliferacdo celular naquelas expostas a luz azul
quando comparadas ao grupo controle ndo exposto. Ainda, parece haver maior
risco de desenvolvimento da doenca em pacientes que apresentam a iris de
coloracdo mais clara e que sofreram maior exposicdo a radiagao ultravioleta
(Schmidt-Pokrzywniak A e cols., 2008). A exposicao a luz ultravioleta continua

relacionada ao trabalho também n&o mostrou evidéncias consistentes de risco



(Egan KM e cols., 1988; Singh AD e cols., 2004). A heranga familiar ndo parece
ser relevante neste tipo de tumor, embora existam casos ocorridos entre

membros da mesma familia (Kodjikian L e cols., 2003).

Existem inumeras teorias especulativas acerca da transformagado maligna de
um nevo de coroide, cuja prevaléncia na populagédo de adultos brancos € de 3-
10% (exponencialmente superior ao melanoma de cordide). Alguns autores
estimam que cerca de 2%, 9% e 13% dos nevos de cordide submetidos a
acompanhamento clinico eventualmente apresentem crescimento significativo
que se presume ser transformagdo maligna em 1, 5 e 10 anos,
respectivamente (Shields CL e cols., 2009). Entretanto, em varios casos
relatados, ndo existem evidéncias cientificas de que houve uma verdadeira
transformacao tumoral ao invés de um diagndstico indevido de nevo de cordide

pela pequena dimensao tumoral (Augsburger JJ e cols., 2008).

Quanto as dimensdes tumorais, os melanomas uveais s&o classificados em
pequenos quando apresentam didmetro < 10 mm e espessura < 3 mm; médios
quando encontram-se entre 10-15mm de didmetro e 3-5mm de espessura e
grandes quando apresentam didmetro >15mm e espessura > 5Smm (McCartney
ACE, 1995). O Estudo Colaborativo dos Melanomas Oculares (Collaborative
Ocular Melanoma Study: COMS) definiu como grandes os tumores > 10mm de
altura ou cujo didmetro basal seja > 16 mm e altura =2 2 mm; e como médios
aqueles que tem entre 2,5mm e 10mm de altura e maior didmetro basal <16mm

(COMS, 1998).

Tumores grandes apresentam com maior freqliéncia extensao extra-ocular,
invasdo da retina, veias vorticosas e vasos emissarios, além da ruptura da

membrana de Bruch (COMS, 1998). A disseminacao extra-escleral apresenta



correlagdo com aumento da mortalidade por confirmar as caracteristicas de
invasividade e crescimento tumor, independente da via de saida das células

tumorais (Coupland SE e col., 2008).

Outros fatores relacionados ao prognostico de sobrevida dos pacientes com
melanoma de uvea incluem a localizagdo da margem anterior do tumor relativa
a ora serrata e equador, maior dimenséao linear do tumor, idade do paciente,
extensdo extra-escleral e envolvimento do corpo ciliar (Augsburger JJ e cols.,
1990). Apesar desses achados estarem associados a pior prognodstico de
sobrevida, eles nao sao confiaveis o suficiente para basear qualquer predigcéo
acerca do surgimento de metastase nesses casos (Augsburger JJ e cols.,

2007).

A primeira classificagdo baseada nas caracteristicas histopatologicas dos
melanomas uveais foi proposta por Callender no inicio do século passado
(Callender GR, 1931). Apos varios estudos e revisbes desta classificacéo
incluindo dados de sobrevida dos pacientes estudados, atualmente utiliza-se a
classificagdo de Callender modificada que foi proposta por McLean (Mc Lean
IW e cols., 1983). Esta classificacdo divide os tumores melanociticos da uvea
em nevo espinocelular A, melanoma espinocelular B, melanoma epitelidide, e

melanoma misto (composto por células espicelulares B e epitélidides).

As células espinocelulares A tém uma configuragdo celular alongada e
pequena, formato de charuto com citoplasma geralmente escasso, nucleo
alongado com uma dobra central, sem nucléolo evidente, alta coesividade

intercelular e raras mitoses (COMS, 1998).

As células espinocelulares B (ou fusiformes) se apresentam alongadas ou

arredondadas, dependendo do plano da secg¢do, possuem nucleo grande e



nucléolo evidente e excéntrico, citoplasma relativamente esparso podendo
formar arranjos fasciculados (figura 1). As mitoses sao ocasionais (COMS,

1998).

Figura 1. Tipo celular fusiforme. HE 40X.
Fonte: Dra Zélia M Correa, Universidade de Cincinnati, Cincinnati, OH, USA.

O tipo celular misto é caracterizado pela presenca de células espinocelulares B
e epitelidide desde que menos do que 50% do tumor seja composto por células

do tipo epitelidide (COMS, 1998).

As células epitelidides caracterizam-se pelo tamanho grande comparado com
os outros tipos celulares descritos anteriormente (figura 2). Essas células s&o
arredondadas ou poligonais, apresentam pleomorfismo evidente, baixa

coesividade entre as células, citoplasma abundante, relagdo nucleo/citoplasma



aumentada, nucleo e nucléolo grandes; estes, as vezes, multiplos e geralmente

centrais, além de varias figuras de mitose (COMS, 1998).

Figura 2. Tipo celular epiteliéide. HE 40X.
Fonte: Dra Zélia M Correa, Universidade de Cincinnati, Cincinnati, OH, USA.

Estudos de sobrevida mostraram que pacientes cujo tumor & formado por
células do tipo espinocelular B exibem melhor progndstico clinico do que
aqueles cujo tumor é formado por células mistas ou predominantemente

epitelidides (lwamoto S e cols., 2002).

Varios parametros histopatolégicos correlacionados com pior progndstico foram
documentados; dentre eles destacam-se a presenga e numero de figuras de
mitoses, a presengca de infiltracdo linfocitaria, a presenca de padrdes
vasculares complexos intra-tumorais, e extensao tumoral através da esclera

(Singh AD e cols., 2005).




Entretanto, o tipo celular permanece como a caracteristica histopatolégica mais
utiizada para prognostico clinico dos pacientes (McLean W, 1995),
correlacionando-se fortemente com o tamanho do tumor, envolvimento do

corpo ciliar e outros achados histomorfologicos (Augsburger JJ e cols., 2007).

Considerando que a tumorigénese geralmente é precedida por alteragdes
cromossOmicas, nos melanomas de cordide observam-se anormalidades que
foram correlacionadas com seu potencial metastatico tais como a perda de
uma coépia do cromossomo 3 (monossomia do 3) e alteragées no brago curto
do cromossomo 6 (6p) e brago longo do cromossomo 8 (8q) (Kilic E e cols.,

2006; Damato B e cols., 2007).

Alguns estudos retrospectivos de analises citogenéticas sugerem a existéncia
de duas vias de evolugdo clonal nos melanomas uveais: uma inicia com a
perda do cromossomo 3 seguida pelo ganho do 8qe a outra inicia com o
ganho do 6p (Sisley K e cols., 1990; Hoglund M e cols., 2004; Sandinha M e

cols., 2005).

O maior desafio a respeito dos melanomas uveais € a quase auséncia de
melhora na sobrevida desse pacientes mesmo com tratamento local do tumor.
Varios estudos tém demonstrado que a taxa de mortalidade relacionada a
metastase em individuos com melanoma de cordide tem se mantido
relativamente estavel nos ultimos 60 anos em cerca de 50% em 5 anos. A taxa
de sobrevida € ainda pior naqueles cujo tumor exibe monossomia do
cromossomo 3 comparado aqueles cujo tumor ndo apresenta esta alteragcéo

(Prescher G e cols., 1996; Augsburger JJ e cols., 2007).

A perda do brago curto do cromossomo 1 (1p) foi observada em pacientes que

desenvolveram metastases (Kilic E e cols., 2006) e perda simultanea de 1p e



de um dos cromossomos 3 foi associada a menor sobrevida (Kilic E e cols.,

2005 ).

A monossomia do cromossomo 3 é tida como um dos eventos genéticos mais
precoces nos melanomas uveais e por isso parece ser um marcador
prognoéstico de alta especificidade nestes tumores (Midena E e cols., 2008).
Delegbes parciais do cromossomo 3 também podem estar associadas a um
aumento da mortalidade (Tschentscher F e cols., 2001). Deve-se ressaltar que
ha heterogeneidade no numero de copias cromossdmicas entre uma ceélula e
outra, o que pode influenciar a interpretacdo do teste que detecta a
monossomia do 3 (hibridizagcdo fluorescente localizada — Fluorescein In-Situ
Hybridization: FISH) apesar dessa heterogenicidade n&o modificar o
prognoéstico de sobrevida do paciente (Mensink HW e cols., 2009). Uma outra
possivel interpretacado errbnea pode ocorrer se 0 tumor apresentar di-isossomia
do cromossomo 3, que se traduz na presenga de 2 copias monossdmicas do
cromossomo 3 nas células estudadas o que frequentemente é interpretado

como dissomia do cromossomo 3 (Landreville S e cols., 2008).

Reunindo dados de varios estudos, foi observado que cerca de 30-40% dos
melanomas de tamanho médio (2,5-10mm de altura e < 16 mm de diametro)
50-60% dos melanomas grandes (>10 mm de altura e >16mm de diametro) e
mais de 70% daqueles que praticamente preenchem a cavidade intra-ocular
exibirdo monossomia do cromossomo 3 e/ou perfil de expressao genético
classe Il que sao preditores de metastase no futuro (Augsburger JJ e cols.,

2007).

Mais recentemente, estudos acerca da biologia molecular dos melanomas

uveais tem revelado que o perfil de expressao génica (Gene Expression Profile-



GEP) das células tumorais é o teste mais robusto em determinar quais
individuos teriam o potencial para desenvolver doenga metastatica e ir a obito.
O perfil de expressdo génico, avaliando 62 genes incluindo subgrupos
significantivos nos cromossomos 3 e 8q, identificou duas classes de
melanomas uveais que se correlacionam fortemente ao prognostico de
disseminacao metastatica e sobrevida destes pacientes. Pacientes com perfil
descrito como classe | apresentam probabilidade muito baixa de desenvolver
metastases e consequentemente tem boa sobrevida (Augsburger JJ e cols.,
2007). Ja aqueles que pertencem a classe Il costumam desenvolver

metastases hepaticas e tém um mau prognéstico de sobrevida (Onken M e

cols., 2004).

Ainda, deve-se levar em consideracdo que o GEP é mais homogéneo mesmo
quando amostras provenientes de diferentes regides do tumor s&o testadas, o
que torna essa classificagdo de risco individual significativamente mais
fidedigna do que qualquer outra classificagdo baseada em achados clinicos ou
histopatoldgicos (Augsburger JJ e cols., 2007). Finalmente, o GEP pode ser o
primeiro passo para testar novas terapias alvo para prevenir a ocorréncia de

metastase (Harbour JW, 2009).

Interessantemente, células circulantes sdo detectadas no sangue periférico da
maioria dos pacientes com melanoma no momento do diagnodstico, mas nao se
equivalem a doenca metastatica, pois muitos pacientes que apresentam estas
células ndo desenvolvem metastase (Fernandes BF e cols., 2007; Augsburger

JJ e cols., 2007).

O tratamento dos melanomas uveais depende do tamanho do tumor, extensao,

localizag&o, presenca de invasao escleral e extensdo extra-ocular, acuidade



visual e estado de saude do paciente, além da deteccdo de metastases
sistémicas. A disponibilidade técnica e habilidade diagndstica bem como
terapéutica do oftalmologista que conduz o tratamento também s&o fatores

decisivos na cura local do tumor primario .

Atualmente, as opgdes terapéuticas para os melanomas uveais tém evoluido e
sdo bastante eficazes. O objetivo & preservar o globo ocular e a fungao visual
sempre que possivel. A terapia conservadora utilizando a braquiterapia é
preferida em detrimento aos tratamentos cirurgicos que consistem na
ressec¢cado em bloco do tumor ou remogao completa do globo ocular contendo o
tumor (enucleagao). Varias publicagdes tém mostrado que a braquiterapia com
lodo 125 é tao eficaz quando a enucleacdo em tratar o tumor localmente e a
sobrevida relacionada a estes tratamentos também é a mesma. Sendo assim,
sempre que possivel prefere-se a braquiterapia pela possibilidade de

preservacgao do globo ocular (COMS, 2006).

Laserterapia através de termoterapia transpupilar € uma opg¢ao de tratamento,
mas vem perdendo espagco como terapia unica no tratamento dos melanomas
de coroide devido a taxa de recorréncia (Win PH e cols, 2006); entretanto, seu
papel como tratamento adjuvante a braquiterapia pode ser considerado

promissor (Harbour JW e cols, 2003).

A quimioterapia ndo é efetiva para o tratamento dos melanomas uveais

confinados ao globo ocular.

Metastases do melanoma uveal tém sido descritas em varios 6rgdos, mas
apresentam uma predilegcao pelo figado (89%), seguido dos pulmdes (29%),
0ssos (17%) pele e tecido subcutdaneo(12%) e linfonodos (11%), segundo

COMS (COMS, 2005). Essa disseminacao do tumor ocorre via hematogénica
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e € responsavel pela alta mortalidade observada em individuos com
melanomas uveais. A sobrevida estimada para tais pacientes é cerca de 6 a 12
meses apos a detecgdo da metastase , com tempo médio de sobrevida de 7
meses (Gamel JW e cols., 1993; COMS, 2005) e o tratamento das metastases

geralmente se mostra ineficaz nestes casos (Albert DM e cols., 1992).

A razao pelo qual ha predilecdo hepatica ndo esta estabelecida; no entanto,
acredita-se que fatores locais hepaticos promovam o crescimento,
disseminagao e progresséo desta neoplasia (Economou MA e cols., 2005). As
metastases hepaticas vém sendo tratadas através de quimioembolizacdo ou
imunoembolizagdo com fator estimulador de colénia de granuldcitos-
macrofagos. Estudos com numero limitado de casos sugerem que pacientes
que receberam altas doses de imunoembolizagdo tiveram sobrevida maior
quando comparados aqueles que receberam quimioembolizagdo (Yamamoto e
cols., 2009). Entretanto, ndo existem estudos que comprovem a verdadeira
efetividade do tratamento das metastases sistémicas dos melanomas uveais

(Augsburger JJ e cols., 2009).

A resseccao das metastases também €& uma opgao terapéutica que parece
estender a sobrevida dos pacientes ndo submetidos a hepatectomia (Frenkel S

e cols., 2009).

Apesar da busca incessante de alternativas terapéuticas para os melanomas
metastaticos, uma meta-analise publicada em 2008 revela que apesar dos
diversos tratamentos terem o potencial de aumentar a sobrevida de certos
subgrupos de pacientes com doenga metastatica, o impacto destes tratamentos
disponiveis ainda nao é significativo para a melhora da sobrevida em geral

deste grupo de pacientes (Augsburger JJ e cols., 2008).
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O potencial metastatico dos melanomas de cordide tem sido um estimulo
importante para as intensas pesquisas visando melhorar o atendimento ao
paciente que apresenta este tipo de tumor. A mortalidade associada as
metastases confirmadas por exame histopatoléogico, em pacientes com
melanoma de cordide apds tratamento com braquiterapia ou enucleagao é de
10% e 11%, respectivamente, em 5 anos e 18% e 17%, respectivamente, em
10 anos. ldade avangada e a dimenséo linear basal aumentada do tumor foram
os preditores primarios do Obito por metastases e também dos obitos por todas

as causas (COMS, 2006).

Entretanto, estudos nos Estados Unidos (Singh AD e cols., 2003) e Suécia
(Bergman L e cols., 2003) indicam que a taxa de mortalidade por doencga
metastatica, apesar dos novos tratamentos, tem se mostrado inalterada nos
ultimos 25 anos, ficando em torno de 50% mesmo que apenas 2% dos
pacientes apresentem metastases clinicamente detectaveis no momento do

diagndstico (Midena E e cols, 2008).

O fato de ser o figado o local preferencial para as metastases levanta a
hipotese de que fatores relacionados a este 6érgéo (como por exemplo o IGF-1)
sejam importantes para o crescimento e progressdo desta malignidade (van

den Eijden M e cols., 2007).

A participagdo do GH no desenvolvimento dos melanomas de coroide atuando
diretamente no crescimento do tumor primario ou através da indugédo do IGF-1
e consequente associagao com o surgimento de metastases é um assunto que

merece estudo.

A busca por novos marcadores é relevante pela possibilidade de serem

descobertas novas modalidades terapéuticas. A identificacdo do paciente que
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apresenta fatores associados a pior prognostico € fundamental a medida em
que podemos realizar o acompanhamento rigoroso e, idealmente no futuro,
tratarmos precocemente de maneira a evitar a progressdo da doenga com o

surgimento de metastases.

O HORMONIO DO CRESCIMENTO E SEU RECEPTOR

O horménio do crescimento (GH) € uma proteina composta por 198
aminoacidos produzida pelos somatotrofos da hipofise anterior, cuja fungao é
ser o maior regulador pds-natal do crescimento e maturagéo celular (Martinelli

Jr e cols., 2008).

O GH é um agente mitogénico para elementos celulares estromais como
fibroblastos, adipodcitos, macréfagos e células endoteliais (Merchav S e
cols.,1998) que modula a sintese de multiplos RNAmM nos tecidos, exercendo
um papel fundamental no controle do metabolismo, promogao do crescimento
balanceado e diferenciagdo da expressao celular (Lincoln DT e cols.,1998;

Lincoln DT e cols.,1999).

Alem disso, o GH exerce seu papel também em tecidos tumorais, visto que
niveis elevados de GH plasmaticos tém sido documentados em varias
neoplasias (Andrew GS, 1983) e seu efeito definitivo na génese tumoral tem

sido amplamente estudado.

As diversas agdes fisiolégicas do GH nos tecidos alvo sdo mediadas por sua
ligacdo ao seu receptor (GHR) no nivel celular e envolvem uma cascata de
fosforilagdo que resulta na modulagao de varias vias sinalizadoras (Brooks AJ e
cols., 2008). Uma das hipéteses acerca desta agao mitogénica do GH é que a

mesma seja mediada pelo fator de crescimento simulador da insulina-1
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circulante (insuline-like growth-factor. IGF-1), produzido no figado em resposta
a liberacdo do GH sintetizado na hipdfise (Stracke H e cols.,1984). Esta
dependéncia se confirma através da observagcdo de que pacientes com
deficiéncia completa de GH apresentam niveis muito baixos de IGF-1 (Merchav
S e cols.,1988). Entretanto, algumas evidéncias a partir de estudos em animais
e humanos revelam que IGF-1 também pode ser sintetizado localmente e
independentemente da acdo do GH. Portanto, a fungdo exercida pelo GH e
IGF-1 em tecidos tumorais ndo seria dependente da regulagdo hipofisaria, o
que poderia explicar o potencial do GH em agir como um regulador da
expressao das fungdes celulares além de promover a proliferagcdo celular

através do IGF-1 (Hynes MA e cols., 1987; Murphy L e cols., 1987).

Os fatores de crescimento simuladores da insulina (IGF-1 e IGF-2) sé&o
peptideos produzidos na maioria dos 6rgdos e tecidos do organismo. A
secregao desses fatores de crescimento ocorre a medida que s&o produzidos e
nao ocorre armazenamento. Entretanto, sabe-se que a maior parte dos IGF
circulantes sao provenientes do figado (Sjogren K e cols., 1999, Yakar S e
cols., 2002). Exercem suas agdes mediante interagdo com os respectivos
receptores (IGFR-1 e 2), mas a maioria delas € mediada por IGFR-1, ndo

sendo ainda claro o papel fisiologico do receptor 2 (Martinelly Jr e cols., 2008).

Até recentemente, acreditava-se que o GH fosse secretado somente pela
hipéfise. No entanto, nos ultimos anos vem sendo conhecida a producao de GH
fora da hipdfise em células neuronais, embrionarias, pulmonares, da imunidade
e de algumas neoplasias (Mukhina S e cols; 2004). Devido ao seu
funcionamento peculiar, o sistema autdcrino de producdo do GH pode estar

relacionado a transformagao maligna e metastases em tumores (Mukhina S e
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cols., 2004; Zhu T e cols., 2005). In vivo, torna-se dificil avaliar a atuagao do
GH endodcrino e autocrino separadamente pois sua agao € simultdnea e em
graus variados e diferentes tipos de tecido. Em estudo experimental conduzido
para avaliar a funcdo do GH e GHR autdcrinos expressados na mesma célula
observou-se que o GH autdcrino liga-se ao receptor imediatamente apos sua
sintese no reticulo endoplasmatico (van den Eijnden MJ e cols, 2007). Tal fato
facilita a sua maturagdo. SO entdo o complexo GH-GHR migra a superficie
celular, onde o GH enddgeno/extra-celular disponivel ndo consegue se ligar ao
GHR na célula pois esse receptor ja se encontra ocupado. Em contraste, na
regulacdo enddgena das células normais (n&o neoplasicas) somente o GH

extracelular é capaz de se ligar e ativar o GHR na membrana plasmatica.

A producgao autocrina do GH induzindo transformacéo celular pelo mecanismo
GHR dependente também foi demonstrada em células epiteliais mamarias
(Waters ET e cols., 2004, Mukhina e cols., 2006). Tal achado demonstra uma
correlagdo positiva entre o GH e doencga proliferativa mamaria e sugere que o
aumento da sensibilidade do GHR nuclear levaria a célula a proliferacdo e

potencial transformagao neoplasica.

A acédo direta do GH a nivel molecular foi constatada devido a presenca do
GHR em células tumorais em proliferagdo e em células bem diferenciadas
(Lincoln DT e cols.,1998). Isso sugere que a resposta local do GH depende da
presenca do receptor apropriado (GHR) e que o GH seja necessario nao
somente para a diferenciagdo de células progenitoras mas para expanséo

clonal, diferenciacdo e manutencgao celular.

O receptor GH é uma proteina transmembrana composta por 620 aminoacidos

(Bazan JF,1990), membro da familia dos receptores hematopoiéticos ou
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citoquinas (classe 1) que n&o contém um dominio tirosina-quinase na sua
regido citoplasmica. O receptor GH classe 2 é da familia do interferon e
compartilha as mesmas caracteristicas estruturais e vias de transdugdo dos
receptores classe 1. Ambas as classes de receptores estdo associadas a
ativacao de fatores de transcricdo que promovem a ativacdo da expressao de
genes reguladores, principalmente pela via sinalizadora chamada “JAK-2
(Janus Kinase 2) - STAT (transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao) (Gofin
V, 1996). A transmiss&o do sinal ocorre mediante a ativagao e a fosforilagdo da
enzima JAK2 e de residuos do dominio intracelular do receptor do GH
(Argetsinger LS, Carter-Su C, 1996) Isto resulta no engajamento de diversas
proteinas de sinalizagao intra-celular, incluindo os STAT e componentes da via
chamada proteina quinase ativadora de mitdbgenos (Mitogen-Activated Protein

Kinase: MAPK) (Kofoed EM e cols., 2003).

O GH liga-se ao dominio extracelular do GHR em sua porgao terminal N que
consiste em duas algas de fibronectina tipo Il conectadas causando uma
mudanga conformacional neste local e a rotagdo do dominio intracelular dos
receptores (Gent J e cols, 2002). Através desta rotagdo, moléculas associadas
a JAK-2 aproximam-se e fosforilam-se entre si e fosforilam também o receptor,
iniciando a cascata de transdugéo da sinalizagéo (Gent J e cols., 2002; Brown
RJ e cols., 2005; Waters MJ e cols., 2006). Esta cascata inclui vias como a

JAK-STAT, a MAPK e fosfatidil inositol-3 quinase (Herrington J e cols., 2001).

Apesar dos varios estudos acerca dos mecanismos pelos quais a ligagao do
GH promove ativagao do seu receptor (GHR), ainda ndo se conhece todas as
interacdes entre esse horménio e seu receptor. Sabe-se que essa interagao

(GH-GHR) é mediada por dois sitios de ligacao assimétricos (1 e 2) no GH.
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Supde-se que o GH promova a dimerizagdo sequencial dos mondmeros do
GHR, ligando-se fortemente ao sitio 1 e em seguida promovendo uma ligagéo
mais fraca no sitio 2 (Cunninghamm BC e cols., 1991). A resposta a ligacao do
GH e seu receptor ocorre rapidamente na forma da fosforilagdo do GHR que é

detectada em poucos minutos (Yang N e cols, 2008).

O GHR é glicosilado no complexo de Golgi apos sua sintese e dimerizagdo no
reticulo endoplasmatico (RE). Em seguida esse receptor volta a superficie
celular onde pode seguir uma das trés rotas: 1- o GHR pode unir-se ao GH se
este estiver disponivel ou, 2- o GHR pode ser clivado por metaloproteinases
chamadas fatores de necrose tumoral (TNF a-converter) (Wang X e cols.,
2002) ou, 3- o GHR pode ser internalizado, sendo degradado pelo sistema

lisossomal (van Kerkhof P e cols., 2001).

Devido a sua ligagdo a membrana plasmatica, acreditava-se que a agado do GH
estaria limitada a este local. Entretanto, evidéncias de sua localizagdo intra-
celular (Lobie PE e cols., 1994), especificamente no nucleo de células em
estado proliferativo e em certas neoplasias como linfomas B, carcinoma de
mama e melanoma de pele revelou o potencial para outros efeitos do GH
(Conway-Campbell BL e cols., 2007). Um estudo com modelo animal e células
in vitro e in vivo demonstrou a correlagao entre a presengca do GHR nuclear e
proliferagéo celular, resultando em oncogénese (Conway-Campbell BL e cols.,
2007). Os autores sugerem ainda que o periodo de duragdo do GHR nuclear
(cerca de 1 hora) que costuma coincidir com a iniciagao do ciclo celular poderia

ser alterado resultando em transformacao celular maligna (neoplasia).

A localizagdo do receptor no nucleo poderia ser um mecanismo de

direcionamento da proliferacao, que € uma etapa fundamental na tumorigénese
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(Brooks A e cols, 2007). Corroborando essa teoria, um estudo de Perry JK e
cols. (2006) em modelo animal evidenciou provavel papel do GH na
oncogénese ao administrar antagonista do receptor do GH em ratos que
causou inibicdo do carcinoma mamario. Adicionalmente, alteracdes
neoplasicas induzidas pelo GH tém sido descritas em varios 6rgaos, incluindo
carcinoma adrenal, tumor de mama, linfossarcoma pulmonar e tumores soélidos

ovarianos (van den Eijnden MJ e cols., 2007).

Devido a importancia da localizagado celular do GHR descrita anteriormente,
varias técnicas de imunohistoquimica foram desenvolvidas com esse objetivo.
Varios anticorpos monoclonais dirigidos contra a porgao extracelular do
receptor podem ser utilizados para localizar o GHR. Dentre os anticorpos anti-
receptores GH conhecidos, o MAb 263 mostrou imunorreatividade em células
teciduais normais e tumorais de humanos e a presenga do receptor foi
localizada tanto no citoplasma como no nucleo nestas células (Lincoln DT e

cols., 1999).

GH e GHR em melanomas cutaneos

A expressdao do GHR nos tecidos derivados do ectoderma, inclusive nos
melandcitos da pele, foi demonstrada por Lincoln DT e cols. (1998). Em ordem
crescente de expressdo, a pele normal apresenta menor expressao de GHR
que nos nevos, € nestes a expressdao foi menor que nos melanomas. Tal
achado sugere que a expressédo do receptor varia em fungdo da rapidez de
replicacdo celular, o que € um indicio de agressividade tumoral. A
imunoexpressdao do GHR nas células do melanoma cutadneo foi observada

principalmente no citoplasma (Lincoln DT e cols., 1999), o que sugere que este
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receptor esteja associado a proliferagao celular e também a transformagao do
fendtipo tumoral (Conway-Campbell BL e cols., 2007). Essa expressdo do
GHR em melanomas cutdneos em humanos pode ser um indicador de que o
GH esteja envolvido no direcionamento da proliferagcado celular mediada pelo
IGF-1, ja que a proporgdo de células positivas para o IGF-1 mostrou-se

comparavel a expressao do GHR (All-Ericson e cols., 2002).

GH e GHR em melanomas uveais

A presenca do GHR foi documentada nas células ganglionares e bipolares da
retina (Lincoln DT e cols., 1998). Entretanto ndo existem relatos acerca de

expresséo deste receptor em melandcitos da coroide.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a expressao de GHR em especimens de melanomas uveais fixados em

parafina.
Objetivos especificos

Correlacionar a expressao de GHR em especimens de melanomas uveais com
o tipo celular tumoral, presenca de fatores histopatoldgicos de pior prognostico
como invasao escleral, presencga de infiltragao linfocitaria e padrdoes vasculares
intra-tumorais complexos. Adicionalmente, buscar a correlagcdo entre a

expressao do GHR, a sobrevida dos pacientes e a ocorréncia de metastases.



29

ARTIGO REDIGIDO EM INGLES

The Expression of Growth Hormone Receptors in Uveal Melanoma

Fabiana Buffe, MD', Zélia Maria Corréa, MD PhD?, Ligia Maria Barbosa

Coutinho, MD PhD’, and Carlos Oswaldo Degrazia, MD'

1Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Porto
Alegre, RS, Brazil

2 University of Cincinnati College of Medicine, Cincinnati, OH, USA

Conflict of Interests: None

Funding — Dr. Buffe is partly funded by the Post-Graduation Program,
Universidade Federal de Ciencias da Saude, Porto Alegre, RS, Brazil. Dr
Correa is partly funded by and unrestricted Grant to the Department of
Ophthalmology from Research to Prevent Blindness, Inc., New York, NY,
(James Augsburger, M.D., Chairman); and Quest for Vision Fund of the

University of Cincinnati, Cincinnati, OH.

Corresponding Author:

Zélia M. Corréa

Department of Ophthalmology- University of Cincinnati

260 Stetson Street, Suite 5300 P.O. Box 670527 Cincinnati, OH 45267-
0527

Phone: (513) 558-0815  Fax: (513) 558-3108 Email: correazm@uc.edu




30

Abstract

Purpose: To report the expression of growth hormone receptors (GHR) in uveal
melanoma specimens.

Methods: Retrospective review of paraffin embedded specimens of patients with
uveal melanoma treated by enucleation at 2 institutions between1999 and 2006.
Specimens were stained initially with H&E to confirm the histopathologic
diagnosis, cell type, and features such as vascular patterns, retinal and scleral
invasion, and extra-ocular extension. Additional information regarding patient
age, duration of follow-up, and detection of metastasis were computed. Non-
stained sections were tested with immunohistochemical stain MAb 263 (Affinity
BioReagents, Golden, CO, USA) to determine the presence of GHR in tumor
cells. All microslides (H&E and immuno) were reviewed by 2 independent
blinded investigators and graded by each as positive or negative for MAb 263.
Discrepant results were discussed and outside review was used to resolve
discordant cases.

Results: Forty-three paraffin embedded specimens were studied. Tumors were
classified according to cell type into spindle B (n=15), mixed (n=15), epithelioid
(n=12) and necrotic (n=1) cell types. The mean follow-up was 37.5 months.
Through available follow-up, 72.1% of the patients were alive. Metastasis were
detected in 18 patients (41.9%). Scleral and retinal invasion were observed in
44.2% and 51.2% of cases, respectively. Extraocular extension was identified in
18.6%. Thirty-eight of the 43 specimens (88.3%) exhibited positive
immunoreactivity to Mab 263; among these, 19 were categorized as weakly
positive, and the other 19 were categorized as strongly positive. Four cases
were considered negative and one was excluded because extensive necrosis

precluded a reliable reading. By univariate analysis, GHR expression was not



significantly associated with survival (p=0.057), although there is a trend
suggesting that tumors with positive immunoexpression might be associated
with poorer prognosis.

Conclusion: Growth hormone receptors were expressed by the majority of uveal
melanoma specimens evaluated in this study. MAb 236 posivitity may be

prognostic of poor survival in uveal melanoma patients.

Keywords: Eye, Melanoma, Growth Hormone, Growth Hormone Receptor,

Uvea, Choroidal Melanoma.
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Introduction

During the recent years, efforts have been made to determine the metastatic
cascade of uveal melanomas. The fact that these tumors have not shown a
significant improvement in survival regardless of advances in diagnosis and
local treatment has puzzled many researchers. Several clinical and
histopathologic features of primary uveal melanomas have been associated
with metastatic death, including increased patient age, increased tumor
diameter and thickness, ciliary body involvement, epithelioid cytology,
extraocular extension, extravascular matrix patterns, and lymphocytic

infiltration®>*

all of which seem to have a limited ability to predict metastasis in
an individual patients.’

It is known that GH exerts numerous biological functions in all organic systems,
either directly or mediated by the insulin growth factors (IGF). The role of GH in
the development of diverse types of malignancies has been widely discussed,
and the presence of GH receptor (GHR) in a great variety of neoplastic cells,
such as in cutaneous melanoma tumor and mammary tumor has been
reported.®’

The expression of GHR in cutaneous melanomas has been reported®’
suggesting that these cells are directly responsive to GH and that this hormone
may stimulate local production of IGF-1. Subsequently, IGF-1 binds to the IGF
receptor (IGF-1 R) that has shown to be crucial for tumor transformation,
maintenance of malignant phenotype, and promotion of cell growth and
prevention of apoptosis.® A recent study of a limited number of primary uveal

melanomas demonstrated a correlation between IGF-1 R that is mainly

produced in the liver and melanoma-specific mortality.°

32



Although it has been suggested that this correlation may indicate a potential
pathway for uveal melanoma spread to the liver, the presence of GHR in uveal
melanomas has not been reported until the date of preparation of this
manuscript. The present study was designed to clarify the presence of GHR in
paraffin embedded uveal melanoma specimens by testing the
immunohistochemical expression of a mouse monoclonal antibody (MAb 263)
that is directed against the hormone binding site of the extracellular portion of
the receptor. The secondary aim is to verify a possible correlation between the
expression of GHR and presence of metastasis, extraocular extension, tumor

cell type, largest tumor dimension, and patient survival.
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Methods

This study protocol was approved by the Human Ethics Committee of the first
author’s affiliating institution (an equivalent to Institutional Review Board - IRB),
and the IRB of the University of Cincinnati, Ohio, USA.

The authors retrospectively reviewed the data of all patients with a diagnosis of
primary uveal melanoma treated in two collaborating institutions between 1999
and 2007. Inclusion criteria were diagnosis of primary uveal melanoma,
enucleation as form of treatment, histopathological confirmation of clinical
diagnosis of melanoma, sufficient data available regarding clinical tumor
features, and at least 24 months of follow-up.

The enucleated globes had been fixed in 10% neutral buffered formalin and
paraffin embedded. Paraffin sections were in average 5 ym thick. Sections were
subsequently deparaffinized in xylenes, rehydrated through a series of alcohols
to water and stained with hematoxylin-eosin (HE), dehydrated through alcohols
and xylenes, and cover slipped before being examined in light microscope.

The H&E stained microslides were evaluated by 2 independent blinded
pathology trained physicians (ZMC and COD) to confirm the histopathological
diagnosis of primary uveal melanoma and classified according to cell type in
spindle cell type, mixed cell type, and epithelioid.

The immunohistochemistry was performed in the sections through dewaxing,
rehydrating and rinsing in 0.1 M phosphate buffer with 0,9% sodium chloride
(PBS). For antigen retrieval, sections were incubated in 0,01 M sodium citrate
(ph=6) at 92°C for 30 minutes, then cooled to room temperature for 20 minutes.
This was followed by blocking endogenous peroxidase activity with metanol 95
ml plus H2O2 5 ml, 2 times, 10 minutes each. Inhibition of inespecific proteins

were done with Bovin Serum Albumin (BSA), 1%, during 30 minutes. Then, the
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incubation of primary antibody (Mouse monoclonal antibody MAb 263, Affinity
BioReagents, Golden, CO, USA) in a concentration of 1:250 was performed
overnight at 4°C. Secondary and tertiary anitbodies were incubated during 30
minutes in room temperature.

As negative control the same tissue was used and incubated with the same
antibodies, except the primary one, which was substituted by BSA 1%. As
positive control, normal hypophysis tissue was choosen.

The antigen-antibody binding was marked with diaminobenzidin chromogen
(DAB). The counter coloration was performed with Harris hematoxilin.

The slides were dehydrated and covered with syntetic resin (Entellan).

The distribution and intensity of specific immunostaining for the GHR was
graded in a blinded fashion by 2 independent pathology trained observers using
a semi-quantitative scale: negative (no staining), weak/moderate (low intensity
diffuse staining and/or up to 40% of the tumor presenting strong
immunostaining) and strong (high intensity staining of more than 40% tumor
cells). Discrepancies in grading were resolved by a joint review, and an outside
observer evaluated persistently discordant cases.

A data collection protocol approved by the Ethics Committee was used to
review clinical charts, and avoid patient identification. Pertinent information
included epidemiological data such as age, sex, race, previous treatment, life
status, and melanoma-related metastasis; clinical data such as visual acuity,
tumor dimmension, location; histopathological data such as cell type, retinal
and/or scleral invasion, presence of vascular mimicry patterns, lymphocytic
infiltration, and necrosis; and the immune expression of GHR.

Statistical analysis was performed using the SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences) 17.0 software version for Windows™, Chicago, IL, USA.
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Numerical variables were evaluated by means of averages and pattern
deviation, and were compared among the interest groups with Student’s f -test
for independent samples. Categorical variables were evaluated by means of
absolute and relative frequencies, and contingency tables. When necessary, 32
test was used to assess statistical significance. Cumulative probabilities were
calculated by Kaplan Meier survival curves. To compare survival outcomes
associated to different variable, ¥* and log-rank tests were used. To minimize
confusing factors and evaluate risk factors related to survival, a Cox
proportional regression analysis was performed. The criteria to include variables
were that they would present a p < 0.2 in a multivariate analysis. To avoid
confusion of risk factors, Hazards-ratios and confidence interval of 95% were

used. The statistical significance level was established to be 5% (p < 0,05).
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Results

Forty-three paraffin embedded specimens of 43 patients were included in this
study. Thirty-nine patients had no other form of treatment prior to enucleation
(90.7%). Four patients had been submitted to laser treatment before the
enucleation. The majority of patients had tumors limited to the choroid (83.7%).
Patients had a mean follow-up of 37.5 months. Through available follow-up,
721% of the patients were alive. Metastasis was detected in 18 patients
(41.9%).

The figure 1 reveals a Kaplan-Meier curve evaluating the cumulative probability
of uveal melanoma metastasis specific survival in the studied series.

Tumors were classified according to cell type into spindle B (n=15), mixed
(n=15), epithelioid (n=12) and necrotic (n=1) cell types. The presence of scleral
and retinal invasion was observed in 44.2% and 51.2% of cases, respectively.
Extraocular extension was identified in 18.6%. Thirty-seven tumors (86.0%)
exhibited vasculogenic mimicry patterns, and 36 tumors (83.7%) presented
lymphocytic infiltration. Thirty-eight of the 43 specimens (88.3%) exhibited
positive immunoreactivity to Mab 263; among these, 19 were categorized as
weakly positive, and the other 19 were categorized as strongly positive. Four
cases were considered negative and one was excluded because extensive
necrosis precluded a reliable reading.

The table 1 (Table 1) represents the survival according to expression of GHR,
tumor cell type, extraocular extension, presence of metastases and large tumor
diameter. By univariate analysis, GHR expression was not significantly
associated with survival (p=0.058), although there is a trend suggesting that
tumors with positive immunoexpression might be associated with poorer

prognosis.
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Figure 2 reveals a Kaplan-Meier curve evaluating the cumulative probability of
survival by dichotomous GHR expression (bold line represents patients with a
strong expression of GHR, thinner line represents patients with mild or negative
expression of GHR).

There was no statistically significant correlation between the expression of GHR
and tumor cell type (p = 0.82), largest tumor dimmension (p = 0,19), invasion of
adjacent structures (p = 0,33), and detection of metastasis (p = 0.24).

Applying Cox regression only the presence of metastasis was significantly

correlated with survival (p=0,007) (Table 2).
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Discussion

The expression of GHR is related to various biological functions in various
systems acting directly in the cell or mediated by the IGF-1° promoting cell
growth and differentiation, controling metabolism and acting as a mitogen in

various cell types.

In some tumor tissue, it is known that both GH and the expression of its
receptor is abnormal. The increased concentration of GH has been reported in
bone tumors, multiple myeloma, breast cancer, B-cell lymphoma and
melanoma. Neoplastic cells in the lung are known to have more IGF-1 than the
normal tissue'®. The GH pathway works as a signaling pathway to promote
growth and protect cells from apoptosis”, both of them essential to the

development and agressiveness of cancer.

The GH receptor (GHR) has not been directly correlated to oncogenesis
although it shares some protooncogenetic features'®. It has also been
demonstrated that the nuclear localization of the receptor is associated to its

autocrine production, which may play a role in carcinogenesis.'*"

Lincoln” has demonstrated the presence of GHR in cutaneous melanoma cells
and compared its expression to normal skin cells and concluding that the
proportion and the intensity of immunoexpression of GHR was far more
substantial in the melanoma cells suggesting their higher responsiveness to

GH.

To the authors knowledge, there are no publications regarding the expression of
GRH in uveal melanoma cells or in normal uveal cells. In this study, the
expression of GHR in uveal melanoma specimens suggests that these cells are

responsive to GH and it may play a role in the tumorigenesis of uveal
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melanoma. This finding may be useful in the research of new adjuvant therapies
since uveal melanomas do not respond well to conventional pharmacotherapy

(including chemotherapy).

Still in the topic of survival, the survival curve using the Cox regression model
and dicotomizing GHR expression in negative or positive (grouping weak and
strong expression) (figure 2), it is possible to observe that tumors that
expressed GHR had a worse survival. Although this finding was not statisticaly
significant, it revealed a tendency that perhaps could be confirmed in a larger
group of patients (p=0,058). The rarity of this tumor (uveal melanoma),
considered in oncology to be an “orphan tumor” due to its low prevalence
explains how hard it is to collect a significant number of cases for a statistical
analysis of significance. Furthermore, although the correlation between the
GHR expression (dicotomized) and the ocurrence of metastasis was not
statistically significant (p=0,24) and the difference in these curves not being as
significant as seen using other testing methods such as gene expression
profile’, this finding suggests that the presence of these receptors may be once
again related to the role played by GH in tumor progression and even in the

metastatic cascade of this tumor.

Other variables studied in this group of patients were cell type, tumor
dimmension, age of patient, retinal invasion, extra-ocular extension, lymphocytic
infiltration, and the presence of complex vascular patterns. Such isolated
findings were determinant of worse survival similar to what has been published

in the literature. 1817

Tumor size based on the largest linear tumor dimmension (LTD) being this

measurement the basal diameter or thickness of the studied tumor did not
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present a statistically significant correlation with GHR expression although there
was a clear tendency that could be proven significant if the sample size was

larger (p=0.08).

Although both cell type (epithelioid) and GHR expression are related to worse
survival, this correlation was not statistically significant for the different cell

types (p=0,82).

The other variables had similar statistical behavior and were not significant.
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Conclusion

In conclusion, the majority of uveal melanoma specimens evaluated in this
study expressed GHR. MAb 236 positivity may be prognostic of poor survival in
uveal melanoma patients. The size of this sample could be implicated in the
insuficient statistical correlation between the GHR expression and survival, and
further studies are necessary.

There was no statistically significant correlation between the expression of GHR
and tumor cell type, largest tumor dimension, presence of metastasis and

invasion of adjacent structures.
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Anexos

Cumulative Probahility of Sunval
n

post-treatment follow-up (months)

Figure 1. Survival curve of patients post-treatment.
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Cumulative Probahility of Sunval
n

post-treatment follow-up (months)

Figure 2. Cumulative probability of survival according to GHR expression. Bold
line represents strong GHR immunoexpression and thinner line represents

negative/weak expression.
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Table 1 — Survival of the patients, with confidence interval of 95%, according to

risk factors (Kaplan-Meier).

Variaveis
GHR expression No patients Cl 95% HR (IC 95%) p
(n=43) (Porcentagem)
Negative/weak (75,1) 62,0 — 88,2 1,00 0,058
Strong (49,7) 33,1 -66,4 3,02 (0,91 -
10,1)
Cell type
Spindle B (77,3) 61,2 -93,3 1,00 0,106
Epitelioid/mixed (57,2) 42,6 - 71,9 3,26 (0,71 -
14,9)
Extraocular
extension
Present (53,8) 27,7-79,8 1,81 (0,54 - 0,327
6,04)
Absent (67,8) 55,1 - 80,6 1,00
Metastases
Present (39,0) 25,1 -52,9 8,55 (1,86 — 0,001
39,3)
Absent (82,5) 72,7-924 1,00
LTD (mm)
Small (77,9) 62,9-929 1,00
Medium (63,2) 42,5 -83,8 2,66 (0,49 — 0,260
14,6)
Large (51,9) 30,7 -73,2 3,99 (0,80 — 0,090
19,8)

Cl 95%: confidence interval; HR: Hazard Ratio; LTD: large tumor diameter



Table 2 —Cox regression to evaluate factors associated with mortality.

GHR expression Adjusted HR (CI p
95%)
Negative/weak 1,00 0,188
Strong 2,40 (0,65 - 8,87)
Cell type
Spindle B 1,00 0,362
Epitelioid/mixed 2,08 (0,43 — 10,1)
Metastases
Present 8,53 (1,78 — 40,8) 0,007
Absent 1,00
LTD (mm)
Small 1,00
Medium 4,19 (0,73 - 24,1) 0,109
Large 4,49 (0,88 — 22,8) 0,070

HR: Hazard Ratio adjusted to the sample, LTD: Large tumor diameter.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a expressdo dos receptores do horménio do crescimento
(GHR) em melanomas uveais.

Métodos: estudo retrospectivo de material obtido a partir de blocos de parafina
de pacientes com melanoma uveal tratados cirurgicamente através de
enucleacao, entre o periodo de 1999 e 2006 em duas instituicdes. Inicialmente,
as laminas foram coradas com HE para confirmagdo do diagnostico
histopatoldgico, tipo celular e caracteristicas como padrdo vascular, presenga
de invasao retiniana ou escleral e extensao extra-ocular. Informagdes clinicas
dos pacientes como idade, tempo de seguimento e presenga de metastases
foram obtidos a partir de analise de prontuarios. Analise imuno-histoquimica foi
realizada com o anticorpo MAb 263 (Affinity BioReagents, Golden, CO, USA)
para avaliar a presengca do GHR nas células tumorais. Todos os casos foram
revisados por dois patologistas independentes e graduados como negativo,
positivo fraco e positivo forte. Resultados discrepantes foram discutidos e um
revisor externo foi chamado para resolver os casos discordantes.

Resultados: foram estudados quarenta e trés especimens tumorais. Os
tumores foram classificados de acordo com o tipo celular em espinocelular B
(n=15), mistos (n=15), epitelidide (n=12) e necrdtico (n=1). O tempo médio de
seguimento foi de 37,5 meses e 72,1% dos pacientes encontram-se vivos.
Metastases foram detectadas em 18 pacientes (41,9%). Invasdo retiniana e
escleral foi observada em 44,2% e 51,2% dos casos, respectivamente.
Extensao extra-ocular foi identificada em 18,6% dos casos. Trinta e oito dos 43
pacientes exibiram imunorreatividade positiva para o MAb 263; dentre estes 19
foram categorizados como fracamente positivos e 19 como fortemente

positivos. Quatro casos foram considerados negativos e um foi excluido devido
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a necrose extensa. Através de analise univariada, a expressdo do GHR n&o foi
significativamente associada com a sobrevida (p=0,057), apesar de se
observar uma tendéncia que sugere que a imunoexpressdo positiva possa
estar associada a pior prognastico.

Conclusao: Receptores do horménio do crescimento foram observados na
maioria dos casos de melanoma uveal avaliados neste estudo. A positividade
em relagdo ao MAb 263 pode ser um fator de progndstico desfavoravel nestes
pacientes.

Palavras-chave: melanoma, receptor do horménio do crescimento, Uvea,

melanoma de cordide.
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Introdugao

Nos ultimos anos, esforcos vém sendo realizados no sentido de determinar a
cascata metastatica dos melanomas uveais. A observagdo de que estes
tumores nao tém demonstrado melhor sobrevida apesar dos avangos no
diagndstico e tratamento tem preocupado o0s pesquisadores. Muitas
caracteristicas clinicas e histopatologicas dos melanomas uveais primarios
incluindo idade avancada, aumento da espessura e diametro da lesao,
envolvimento do corpo ciliar, tipo celular epitélioide, extensdo extra-ocular,
presenca de padrbes vasculares complexos e infiltragdo linfocitaria tém sido
associadas ao dbito por metastases."?** No entanto, todas tém capacidade
limitada em predizer a ocorréncia de metastases em cada paciente.’

Sabe-se que o horménio do crescimento (GH) exerce varias fung¢des biologicas
em diversos sistemas, atuando diretamente ou através dos fatores de
crescimento simuladores de insulina (IGF). O papel do GH no desenvolvimento
de malignidades tem sido amplamente discutido e a presenga do receptor do
GH (GHR) tem sido demonstrada em diversas neoplasias como tumores
cutaneos e de mama.®’

A expressdo de GHR em melanomas de pele ja foi relatada ® sugerindo que
estas células sido responsivas do GH e que este horménio pode estimular a
producao local de IGF-1. Subsequentemente, o IGF-1 se ligaria ao seu receptor
(IGF-1R), etapa que se mostrou crucial na transformagao tumoral, manutencéo
do fendtipo maligno, promogdo do crescimento celular e prevencdo da
apoptose.® Estudos recentes em um nuUmero limitado de pacientes com
melanoma de cordide demonstram correlacdo entre IGF-1R e aumento da

mortalidade especifica por melanoma.?®
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A presenca do GHR em melanomas uveais n&o foi relatada até entdo, apesar
da hipétese de que possa estar participando de uma possivel via de
disseminagao do tumor até o figado meregca ser estudada. Este estudo foi
desenhado para determinar a presenga do GHR em melanomas uveais
armazenados em blocos de parafina através de teste imuno-histoquimico
utilizando o anticorpo monoclonal MAb 263 dirigido contra a porgcédo extra-
celular do receptor. O objetivo secundario € avaliar se ha correlagdo entre a
expressao do receptor do GH e o tipo celular, dimensao do tumor, presenca de

metastases, extensao extra-ocular e sobrevida.
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Métodos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFCSPA e pelo
IRB (Institutional Review Board) da Universidade de Cincinatti, Ohio, USA.

Os autores analisaram retrospectivamente os dados dos pacientes com o
diagnostico de melanoma uveal primario tratados nas duas instituigdes
colaboradoras entre 1999 e 2006. Os critérios de inclusdo foram o diagnostico
de melanoma uveal primario submetido a enucleagcdo como tratamento
principal, com diagnostico histopatoldgico confirmado de melanoma e que
apresentavam dados clinicos suficientes registrados em prontuario. O tempo
minimo de seguimento exigido foi de 24 meses.

Os globos oculares enucleados foram fixados em formalina tamponada a 10%
e embebidos em parafina. As laminas foram confeccionadas com cortes de 5
Mm de espessura que, apos terem sido desparafinizados em xilenos, foram
reidratados em uma série de solugdes alcodlicas até agua. Subsequentemente,
foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) , desidratadas em uma sequéncia
de alcodis e xilenos, cobertos com laminula e submetidos a avaliagdo em
microscopio de luz. Todos os casos foram avaliados por dois patologistas
independentes (ZMC e COD) com treinamento em patologia ocular para
confirmar o diagndstico histologico dos especimens de melanoma uveal,
classificando-os em espinocelular B, misto ou epitélioide.

A imuno-histoquimica foi realizada através da desparafinizacdo dos cortes,
reidratacdo e lavagem em solugéo de fosfato tamponado a 0.1M com cloreto de
sédio 0,9% (PBS).

Para recuperacdo do antigeno, os cortes foram incubados em solugdo de
citrato de sédio 0,01M (pH =6) a 92°C por 30 minutos; apds, foram resfriadas a

temperatura ambiente por 20 minutos. Seguiu-se com o bloqueio da peroxidase
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endégena com metanol 95ml + H;O, 5ml. O bloqueio das proteinas
inespecificas foi realizado com Albumina Bovina Fragdo V (BSA) a 1% por 30
minutos. A partir de entdo, a incubagdo do anticorpo primario (anticorpo
monoclonal MAb263, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA), em diluigao de
1:250, foi realizada durante uma noite em geladeria a 4°C. A incubagdo com os
anticorpos secundario e terciario foi realizada a temperatura ambiente por 30
minutos. Como controle negativo foi utilizado o mesmo tecido, incubado com os
mesmos anticorpos, exceto o anticorpo primario que foi substituido por BSA a
1%. Como controle positivo foi utilizada hipofise normal.

A ligacdo do antigeno-anticorpo foi visibiizada com o cromogeno
diaminobenzeno (DAB). A contracoloracdo foi realizada com hematoxilina de
Harris e as laminas foram desidratadas e montadas com resina sintética
(Entellan).

A distribuigao e intensidade da impregnacgao do anticorpo no GHR foi graduada
por dois patologistas independentes, cegos, usando uma escala semi-
quantitativa em que os casos foram classificados como negativos quando n&o
havia impregnagéo pelo anticorpo; positivos fracos quando havia impregnac¢ao
de até 40% das células e positivos forte quando mais de 40% das células
sofriam impregnacgéo. Discrepancias nesta graduagao foram resolvidas por um
observador externo.

Um protocolo de coleta de dados clinicos dos pacientes a partir da revisao de
prontudrios foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. Informagées como
idade, sexo, raga, tratamento prévio, sobrevida, presenca de metastases,
acuidade visual, localizacao e dimensao tumoral foram obtidos.

Dados histopatologicos relacionados ao tipo celular tumoral, invasao escleral

ou retiniana, extensao extra-escleral, presenca de padrdes vasculares
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complexos, infiltagc&o linfocitaria e imunoexpressao do GHR foram obtidos pelos
pesquisadores no estudo das laminas.

Analise estatistica foi realizada utilizando-se o software SPSS (Pacote
Estatistico para Ciéncias Sociais) versao 17.0 para Windows™, Chicago, IL,
USA. Variaveis numéricas foram analisadas e descritas através da média e
desvio-padrao e comparadas entre os grupos de interesse atraveés do teste t de
Student para amostras independentes. Variaveis categoricas foram avaliadas
através da frequéncias absolutas e relativas e tabelas de contingéncia. Quando
necessario, o teste do y2 foi utilizado para avaliar significado estatistico.
Probabilidades cumulativas foram calculadas pelo método de Kaplan Méier em
curvas de sobrevida. Para calcular a associacao entre a sobrevida associada a
diferentes variaveis os teste de 2 e log-rank foram utilizados. Para minimizar
os viéses de confusdo e avaliar os fatores relacionados a sobrevida a
regressao proporcional de Cox foi aplicada. O critério para incluir variaveis foi o
de que apresentassem p<0,2 na analise multivariada.

Para evitar fatores de confusao, intervalos de confiangca de 95% e Hazards-
ratio foram usados. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5%

(p=<0,05).
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Resultados

Quarenta e trés especimens de 43 pacientes foram incluidos no estudo. Trinta
e nove pacientes ndo apresentavam tratamento prévio a enucleacgéo (90,7%) e
quatro pacientes haviam sido submetidos a tratamento prévio do tumor com
laser. A maioria dos pacientes apresentava tumor limitado a coroide (83,7%).
Os pacientes tinham um tempo meédio de seguimento de 37,5 meses. Na
conclusdo dos estudo, 72,1% encontravam-se vivos. Metastases foram
detectadas em 18 pacientes (41,9%).

O grafico (figura 1) revela através da curva de Kaplan Meier a probabilidade
cumulativa de sobrevida relacionada as metastases por melanoma de cordide.
Os tumores foram classificados de acordo com o tipo celular em espinocelular
B em 15 casos, misto em 15 casos, epitelidide em 12 e um caso apresentou-se
extensamente necrotico inviabilizando a analise histoldgica.

A presencga de invasdo escleral ou retiniana foi vista em 44,2% e 51,2% dos
casos, respectivamente. Extensdo extra-ocular foi identificada em 18,6% dos
pacientes. Trinta e sete tumores (86%) exibiam padrdes vasculares complexos
e 36 tumores (83,7%) apresentavam infiltragao linfocitaria.

Trinta e oito dos 43 especimens (88,3%) exibiram imunorreatividade positiva ao
MADb 263; dentre estes, 19 foram classificados como positivos fracos e 19 como
positivos fortes. Quatro casos foram considerados negativos e um foi excluido
devido a necrose extensa que impediu a leitura confiavel da lamina.

A Tabela 1 (tabela 1) ilustra a sobrevida dos pacientes com relagdo a
expressao do GHR, tipo celular, extensado extra-ocular, presenca de metastase
€ maior diametro tumoral.

Através de analise univariada, a expressdo do GHR ndo se correlacionou

significativamente a sobrevida (p=0,058), apesar de se observar uma tendéncia
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que sugere que a imunoexpressao positiva possa estar relacionada a pior
prognostico.

A figura 2 representa a curva de Kaplan Méier estimando a curva de sobrevida
relacionada a expressao dicotomizada do GHR (a linha ténue representa
pacientes com expressdo fraca ou negativa e a linha espessa representa o
grupo de pacientes que foi classificado como fortemente positivo).

N&o houve correlagéo estatisticamente significativa entre a expressédo do GHR
e o tipo celular do tumor (p=0,82), maior dimenséo tumoral (p=0,19), invaséo
de estruturas adjacentes (p=0,33) e detec¢ao de metastases (p=0,24).
Aplicando-se a regressdo de Cox, conclui-se que somente a presenga ou
auséncia de metastase foi a variavel estatisticamente significativa na

associagao com obito, com p=0,007 (Tabela 2).
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Discussao

A expressdo do GHR esta associada a inumeras fungdes biolégicas em varios
sistemas atuando diretamente na célula ou, quando mediado pelo IGF-1°,
promovendo crescimento e diferenciagao celular, controlando metabolismo e

atuando como mitdgeno para diversos tipos celulares.

Em alguns tecidos tumorais, sabe-se que tanto o GH como a expressao de seu
receptor estdo alterados. Aumento da concentracédo de GH foi relatada em
tumores 6&sseos, mieloma multiplo, carcinoma mamario, linfomas B e
melanoma; células neoplasicas pulmonares contém mais IGF-1 do que o tecido

normal'®

. Para células tumorais, rotas sinalizadoras como por exemplo a do GH
promovem crescimento celular e protegdo contra apoptose’!, ambos essenciais

no desenvolvimento agressivo observado nas neoplasias.

O receptor do GH ainda nao foi diretamente correlacionado a oncogénense,
apesar de compartilhar algumas caracteristicas com proto—oncogenesm.
Também ja foi demonstrado que a localizagao nuclear do receptor associada a
producdo autécrina de GH sejam caracteristicas que influenciam na

carcinogénense.'*™

Em melanomas cutaneos, Lincoln e cols’ demonstraram a presenca do
receptor do GH comparando sua expressdo com células cutaneas normais
obtendo a informacdo de que a proporcdo de células e intensidade da
imunoexpressdao do GHR foi maior em células de melanoma, sugerindo que
estas células sejam responsivas ao GH. Este, por sua vez, tendo atividade
proliferativa em diferentes tecidos, poderia desempenhar algum papel no

desenvolvimento da neoplasia .
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Ao conhecimento dos autores, ndo ha dados na literatura acerca da expressao
do GRH em células tumorais de melanomas uveais, tampouco em células
uveais normais. Neste estudo, observou-se que ha expressdo do GHR em
especimens de melanoma uveal sugerindo que estas células sejam
responsivas ao GH e postula-se que este possa desempenhar um papel na
patogénese tumoral dos melanomas uveais. Este achado pode ser util quando
se pesquisa possiveis terapias adjuvantes uma vez que o melanoma uveal n&o

responde bem ao uso de farmacos (incluindo quimioterapicos).

Ainda considerando a sobrevida, a curva de sobrevida usando o modelo de
regressdo de Cox e dicotomizando a expressdao do GHR em negativo ou
expressao fraca versus expresséo forte (figura 2), observou-se que os tumores
cuja expresséo de GHR foi considerada forte, tiveram uma pior sobrevida. Esse
achado, apesar de nao ser estatisticamente significativo, certamente revelou
uma tendéncia que deve ser considerada (p=0,058) sob a perspectiva do
pequeno tamanho da amostra que limita os achados estatisticos descritos. O
fato da raridade desse tumor (melanoma uveal), considerado pela oncologia
como um “tumor o6rfao” devido a sua baixa prevaléncia, explica a dificuldade
encontrada em arrecadar uma casuistica mais expressiva. Na sequéncia,
apesar da correlacédo entre a expressiao do GHR dicotomizada e a ocorréncia
de metastases nao ter sido estatisticamente significativa (p=0,24) e a diferenca
entre essas curvas nao ser tdo expressivo quanto ao observado com outros

testes (por exemplo: perfil de expressdo génica)'

, esse achado sugere que a
presenca de tais receptores pode estar relacionada com o papel do GH na

progressao tumoral e mesmo na capacidade metastatica do tumor.
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Outras variaveis estudadas nesse grupo de pacientes foram o tipo celular
tumoral, dimensao tumoral, idade do paciente, invasao retiniana, extensao
extra-ocular, infiltracdo linfocitaria e presenca de padrdes vasculares intra-
tumorais complexos. Tais achados isolados foram determinantes de melhor ou

pior sobrevida semelhante ao que esta documentado na literatura.' "

O tamanho tumoral determinado pela medida de maior dimenséo linear tumoral
(LTD) seja esta espessura ou diametro dos tumores estudados, também n&o
apresentou uma correlagédo estatisticamente significativa com a expressao do
GHR apesar de ter sido observada uma tendéncia que possivelmente poderia

se tornar estatisticamente significativa se a amostra fosse maior (p=0.082).

Apesar de ambas as caracteristicas tipo celular epitelidide e expressdo do GHR
estarem relacionados com pior sobrevida, ndo foi possivel observar uma
diferenca significativa de express&o do GHR entre os diferentes tipos celulares

(p=0,82).

As demais variaveis apresentaram comportamento estatistico semelhante e

nao apresentaram correlacio estatistica.
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Concluséo

A expressao do GHR foi detectada na maioria dos tumores avaliados neste
estudo. A positividade para o anticorpo MAb 263 pode ser um marcador de pior
prognoéstico em relagdo a sobrevida destes pacientes. Mesmo n&o tendo sido
estatisticamente significativa esta correlagdo, o presente estudo incita a
investigacdo deste achado em uma amostra maior de pacientes. O fato de
haver uma tendéncia a esta associagédo sugere que o GHR pode ser mais uma
ferramenta importante na avaliagcdo dos pacientes quanto a evolugcédo da
doencga.

Em relacdo ao tipo celular do tumor, dimensdo tumoral, presenca de
metastases e invasdo de estruturas adjacentes nao houve correlagéo

estatisticamente significativa entre a expressdo do GHR e estas variaveis.

62



Referéncias biliograficas

1. McLean IW, Foster WD, Zimmerman LE. Prognostic factors in small
malignant melanomas of choroid and ciliary body. Arch Ophthalmol
1977;95:48-58.

2. Shammas HF, Blodi FC. Prognostic factors in choroidal and ciliary body
melanomas. Arch Ophthalmol 1977;95:63-9.

3. Maniotis AJ, Folberg R, Hess A, et al. Vascular channel formation by
human melanoma cells in vivo and in vitro: vasculogenic mimicry. Am J
Pathol 1999;155:739-52.

4. de la Cruz PO, Jr., Specht CS, McLean IW. Lymphocytic infiltration in
uveal malignant melanoma. Cancer 1990;65:112-5.

5. Chang SH, Worley LA, Onken MD, Harbour JW. Prognostic biomarkers
in uveal melanoma: evidence for a stem cell-like phenotype associated
with metastasis. Melanoma Res 2008;18:191-200.

6. Ginarte M, Garcia-Caballero T, Fernandez-Redondo V, Beiras A, Toribio
J.Expression of growth hormone receptor in benign and malignant
cutaneous proliferative entities.J Cutan Pathol 2000 Jul;27(6):276-82.

7. Lincoln DT, Sinowatz F, Kolle S, Takahashi H, Parsons P, Waters M. Up-
regulation of growth hormone receptor immunoreactivity in human
melanoma. Anticancer Res 1999 May-Jun;19(3A):1919-31.

8. Economou MA, All-Ericsson C, Bykov V, Girnita L, Bartolazzi A, Larsson
O, Seregard S. Receptors for the liver synthesized growth factors IGF-1
and HGF/SF in uveal melanoma: intercorrelation and prognostic
implications. Acta Ophthalmol 2008 Nov;86 Thesis 4:20-5.

9. All-Ericsson C, Girnita L, Seregard S, Bartolazzi A, Jager MJ, Larsson
O.Insulin-like Growth Factor-1 receptor in uveal melanoma: a predictor
for metastatic disease and a potential therapeutic target. Invest
Ophthlamol VisSci 2002;(43)1:1-8.

10.Lincoln DT, Sinowatz F, Temmim-Baker L, Baker HI, Kdlle S, Waters MJ.
Growth hormone receptor expression in the nucleus and cytoplasm of
normal and neoplastic cells. Histochem Cell Biol 1998;109(2):141-59.

11.van den Eijnden MJ, Strous GJ. Autocrine growth hormone: effects on
growth hormone receptor trafficking and signaling. Mol Endocrinol.
2007;21(11):2832-2846.

12.Brooks AJ, Wooh JW, Tunny KA, Waters MJ. Growth hormone receptor:
mechanism of action. Intern J Biochem and Cell Biol. 2008;40(10):1984-
9. Epub 2007 Jul 25. Review.

13.Conway-Campbell BL, Wooh JW, Brooks AJ, Gordon D, Brown RJ,
Lichanska AM et al. Nuclear targeting of the growth hormone receptor
results in dysregulation of cell proliferation and tumorigenesis. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2007;104(33):13331-13336.

14.0nken M, Worley L, Ehlers J, Arbour JW. Genes expression profiling
reveals two molecular classes and predict metastatic death. Cancer Res.
2004;64:7205-72009.

15. McLean IW, Saraiva VS, Burnier MN Jr. Pathological and prognostic
features of uveal melanomas. Can J Ophthalmol 2004;39(4):343-50

63



16.Damato B, Duke C, Coupland SE, Hiscott P, Smith PA, Campbell |, et al.
Cytognetics of wuveal melanoma. A 7-year clinical experience.
Ophthalmol. 2007;114:1925-1931.

17.Collaborative  Ocular Melanoma Study Group. Histopathologic
characteristics of uveal melanomas in eyes enucleated from the
Collaborative Ocular Melanoma Study. COMS report no. 6. 1998.
Jun;125(6):745-766.

64



0,8

0,67

0,24

Probabilidade cumulativa de sobrevida

0,0

T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84

Tempo de acompanhamento pos tratamento (meses)

Figura 1 — Curva de sobrevida dos pacientes estudados.

T
96

T
108

65



o
)
1

o
[e>]
1

o
N
1

Probabilidade cumulativa de sobrevida
o
N

T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108

Tempo de acompanhamento pos-tratamento (meses)

66

Expressdo GHR

—T " negativo/fraco

—Tforte

—+ negativo/fraco-censura
@ forte-censura

Figura 2 — Curva de probabilidade cumulativa de sobrevida segundo a

expressao GHR.



67

Tabela 1 — Tempo de sobrevida, com intervalo de 95% de confianga, na

amostra total e por fatores de risco através do método de Kaplan-Meier.

Variaveis
Expressdo GHR N° pacientes IC 95% HR (IC 95%) p
(n=43) (Porcentagem)
Negativo/fraco (75,1) 62,0 — 88,2 1,00 0,058
Forte (49,7) 33,1 -66,4 3,02 (0,91 -
10,1)
Tipo de célula
Fusiforme (77,3) 61,2 -93,3 1,00 0,106
Epitelidide/misto (57,2) 42,6 -71,9 3,26 (0,71 -
14,9)
Extenséo extra-
ocular
Presente (53,8) 27,7-79,8 1,81 (0,54 — 0,327
6,04)
Ausente (67,8) 55,1 - 80,6 1,00
Metastase
Presente (39,0) 251-529 8,55 (1,86 — 0,001
39,3)
Ausente (82,5) 72,7-92,4 1,00
LTD (mm)
Pequenos (77,9) 62,9 -929 1,00
Médios (63,2) 42,5-83,8 2,66 (0,49 — 0,260
14,6)
Grandes (51,9) 30,7 -73,2 3,99 (0,80 — 0,090
19,8)

Legenda: IC 95% intervalo de confianca; HR Hazard Ratio; LTD maior didmetro
tumoral



Tabela 2 — Regress&o de Cox para avaliar fatores associados com o 6bito

Expressdo GHR HR ajustado (IC p
95%)
Negativo/fraco 1,00 0,188
Forte 2,40 (0,65 - 8,87)
Tipo de célula
Fusiforme 1,00 0,362
Epitelidide/misto 2,08 (0,43 — 10,1)
Metastases
Presente 8,53 (1,78 — 40,8) 0,007
Ausente 1,00
LTD (mm)
Pequenos 1,00
Médios 4,19 (0,73 - 24,1) 0,109
Grandes 4,49 (0,88 — 22,8) 0,070

Legendas: HR- raz&do de chances ajustado para a amostra; LTD- maior

didmetro tumoral



CONSIDERACOES FINAIS

A expressao positiva do GHR em especimens de melanoma uveal esta
relacionada com pior prognostico de sobrevida nesse grupo de pacientes e
pode ser mais um dado no entendimento do processo metastatico desses
tumores. Uma maior amostra de pacientes seria necessaria para corroborar
esses achados e correlacionar a presenca do GHR com outras variaveis
clinicas preditivas de pior progndstico e sobrevida.

A expressao de GHR nao mostrou correlagéo estatisticamente significativa com
as variaveis: tipo celular tumoral, dimensao tumoral, idade do paciente, invaséo
retiniana, extensao extra-ocular, infiltracdo linfocitaria e presenga de padrbes

vasculares intra-tumorais complexos.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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