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Resumo

Melanoma é a principal doenga fatal relacionada a pele. A incidéncia e a mortalidade pelo melanoma vém aumentando
no mundo, sendo sua incidéncia em paises pouco desenvolvidos pouco conhecida. No Brasil, 0,15% de todas as
neoplasias malignas correspondem a esta doenca, sendo o diagndstico histoldgico crescente. Visto que 12% dos
pacientes com melanoma metastatico sobrevivem mais de cinco anos, a chance de cura dessa doenga esta diretamente
relacionada ao diagnostico e ao tratamento no inicio do seu desenvolvimento. Por isso, estudos sobre a biologia
molecular do melanoma cuténeo buscando a identificagdo de marcadores moleculares sdo interessantes na previsao
do diagndstico e na melhoria do progndstico dos individuos com essa doenga. Marcadores imuno-histoquimicos
(Mel-CAM), enziméticos (Tirosinase), protéicos (Integrinas; ICAM - 1; ciclina D1) e genéticos (CDKN2A; p53;
p21) podem ser utilizados para esse fim. Devido a isso, foi observado um grande avanco nos estudos do
desenvolvimento dos mecanismos patogénicos do melanoma maligno.
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Abstract

Melanoma is the main skin-related letal disease; incidence and mortality from melanoma are increasing world-
wide. The chance of cure for this disease is directly related to early diagnosis and immediate treatment. Because of
that, molecular biology studies of cutaneous melanoma to find importantmolecular markers are interesting to
foresee diagnosis and to have a better prognostic assessment of individuals with this disease.
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INTRODUCAO

O melanoma ¢é a principal doenca fatal originada na
pele. Relatos de véarias partes do mundo vém
demonstrando aumento em suas taxas de incidéncia e
mortalidade. Estima-se que o melanoma cutaneo
represente cerca de 3% dos canceres, segundo sua
incidéncia, e um percentual que varia de 1% a 2% das
mortes por cancer. O aumento médio anual de incidéncia
dessa neoplasia nos Estados Unidos da América é de
aproximadamente 6%.* No Brasil, um estudo baseado
em relatérios anatomopatoldgicos revelou que o mela-
noma maligno corresponde a 0,15% de todas as
neoplasias malignas.?

Para o estudo da biologia molecular do melanoma
maligno, é importante que se conhega sua classificacdo
segundo o nivel de invasdo. Segundo Clark et all (apud
Gon; Minelli; Guembarovski, 2001), a classificacdo é:
nivel-1, crescimento intra-epidérmico; nivel-11, invaséo
da derme papilar; nivel-111, atinge o limite entre a derme
papilar e reticular; nivel-1V, invasdo da derme reticular
e nivel-V, invasdo da tela subcuténea.

Conhecer os principais marcadores moleculares do

melanoma pode ser de fundamental importancia para a
identificacdo de individuos geneticamente predispostos,
além da deteccdo precoce da doenca.®# Isso é importante
ja que as chances de cura do melanoma sdo tanto
maiores quanto mais cedo é diagnosticada a doenca e
iniciado o tratamento.
Aspectos Gerais: 0 conceito de marcadores moleculares
do melanoma esté relacionado a fatores e/ou sustancias
que podem identificar a presenca ou a predisposicdo a
esse determinado tipo de cancer. Esses marcadores
podem estar associados a alteragfes em determinadas
regides gendmicas, como mutacGes em genes de
predisposi¢do, por exemplo, como também podem estar
relacionados a expressao de alguns antigenos em tumores
e a presenca de sustancias especificas na circulacéo
sistémica.

MARCADORES MOLECULARES
RELACIONADOS AO MELANOMA CUTANEO

MARCADORES GENICOS

CDKN2A (p16 INK4a)

O gene supressor de tumores CDKN2A (p16 'NK2) é
encontrado no cromossomo 9, na regido p21 (brago
curto); esta regido estd associada a perda de
heterozigosidade (LOH), dele¢Ges ou mutagdes nos
melanomas. O gene CDKNZ2A codifica a proteina p16,
que inibe competitivamente CDK4, bloqueando a
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progressao do ciclo celular a partir da sua fase G1.%8

Estudos recentes em ratos, onde a proteina p16 foi
mutada ou deletada, mostram um aumento na incidéncia
de determinados tipos de cancer nesses animais, inclu-
sive 0 melanoma.” Relatam ainda que a perda da
expressdo da proteina pl16 esta relacionada ao aumento
da proliferagdo de células tumorais na fase de crescimento
vertical do melanoma cutaneo, o que indica perda de
controle do ciclo celular; isso d& um suporte ainda maior
ao conceito de que a proteina pl6 é um importante
regulador do ciclo celular nos melanomas.”

O inicio do desenvolvimento do melanoma ndo esta
associado a proteina p16, porém a perda dessa proteina
estd associada a baixas taxas de sobrevivéncia dos
individuos com a doenca.® Portanto, fica provada a
grande importancia da proteina p16 como marcador
molecular no prognostico do melanoma cutaneo.®”’

Gene p53

O gene p53 é um gene supressor tumoral encontrado
em muitos tumores malignos e benignos; este tem a
funcdo priméria de manter as células em estado de
repouso apds um dano no DNA. O gene p53 pode ainda
iniciar o processo de apoptose caso o defeito do DNA
ndo seja reparado. Um estudo realizado por Korabiowska
et al® (apud Mangini, Ning Li, Bhawan, 2002) mostrou
uma correlacdo positiva entre a expressao de p53 e
melanomas malignos comparados a nevus benignos; foi
encontrada a expressdo de p53 em 7 de 25 nevos
benignos e 19 de 25 melanomas cutaneos, com uma
maior percentagem de células manchadas em melano-
mas malignos que em benignos. Resultados semelhantes
da expressdo negativa de p53 em lesGes melanocisticas
benignas versus malignas foram relatadas por Gelsleichter
et al® (apud Mangini, Ning Li, Bhawan, 2002), sugerindo
um possivel papel diagnostico.

WAFI- p21WAF!1

O gene WAF1, localizado no cromossomo 6p,
apresenta, frequentemente, dele¢Bes em melanomas. A
transcrigdo desse gene é comandada pelo gene p53, que
codifica a proteina p21WAFL; esta proteina inibe a
progressao do ciclo celular da fase G1 para a G2. Niveis
elevados e reduzidos de p21WAFt tém sido relatado na
proliferacdo de células melanociticas comparadas com
melandcitos normais. Porém ainda sdo necessarios mais
estudos que determinem o significado da expressdo da
proteina p21"**! no melanoma.®

Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)
O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)
é um potente gene mitotico das células endoteliais que



aumenta a permeabilidade vascular. Niveis de VEGF
sdo elevados em condigdes inflamatorias e neoplésticas.
A expressdo do VEGF e do receptor de VEGF em células
tumorais tem sido relatada em melanomas e em
linhagens de células dos melanomas. Por isso, a
positividade de VEGF pode ter um valor diagnostico na
identificacdo de lesGes melanociticas malignas.®

MARCADORES PROTEICOS E IMUNOHISTOQUIMICOS

HMB-45 e Tirosinase

Melanomas primarios e metastaticos manifestam
uma variedade de padrfes morfologicos e arquiteténicos
gue imitam outros tumores e aumentam problemas de
diagnostico diferencial.®

A tirosinase € a principal enzima na sintese de
melanina, pois catalisa os dois passos iniciais da
biossintese desse pigmento;® a sintese da tirosinase
ocorre dentro de organelas altamente especializadas
chamadas melanossomos.® O HBM-45 é um anticorpo
monoclonal que reage com uma proteina (chamada
gp100) que esta localizada dentro dos melanossomas.®
Tanto o HMB-45 como 0s anticorpos contra tirosinase
sdo usados como marcadores imunoistoquimicos no
diagnostico diferencial do melanoma maligno.®

Em estudos realizados por Boyle et al,® foi detectada
a presenca de Tirosinase em todos os melanomas
estudados; também foi detectado, por esses estudos, que
a reatividade para o anticorpo HMB-45 est4 presente
em 100% dos melanomas. Outros estudos anteriores,
porém, apontaram menor imunorreatividade para os
anticorpos HMB-45 e Tirosinase.

Fas e Fas ligante

Fas, um receptor transmembranar, € um membro
da familia dos fatores de necrose tumoral. Linfdcitos
citotdxicos, assim como muitas outras células, expressam
0 Fas. O ligante para Fas é encontrado principalmente
nos linfocitos T ativados; o Fas ligante é ainda encontrado
em outras células, incluindo células tumorais e células
dos melanomas. A interacdo do Fas com o Fas ligante
resulta em apoptose.®

A expressdo do Fas é altamente varidvel nos melano-
mas primarios. Segundo estudo realizado por Redondo
et al,® 0 mais notavel achado foi a auséncia de Fas em
lesBes metastaticas e sugere que a reducdo da expressdo
pode estar associada com o fendtipo metastatico.®

Fas e fas ligante ndo tém apresentado uso como
marcadores de benignidade ou malignidade em lesdes
melanociticas. Eles também sdo encontrados em uma
grande variedade de células; assim ndo podem ser usados
para distinguir lesdes melanociticas de néo
melanociticas.6
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Ki-67 (MIB-1)

O MIB-1 é um anticorpo monoclonal usado para
detectar Ki-67 em tecidos embebidos em parafina. O
Ki-67 é expresso nas fases G1, M, G2 e Sdo ciclo celular,
mas é ausente na fase GO. Dessa forma, esse anticorpo
é um marcador da proliferacdo celular.®

Em estudos realizados por Ozer et al® (apud Mangini;
Ning Li; Bhawan, 2002) foram encontrados niveis
elevados de Ki-67 correlacionados com significativo
volume e ainda significativo aumento em nevos
displasticos, melanomas primarios e melanomas
metastaticos em comparagdo a nevos benignos. Porém,
ndo ha diferenca significativa nos niveis de Ki-67 nos
tecidos entre nevos displasticos, melanomas primarios
e melanomas metastaticos.®

Antigeno Nuclear de Proliferacéo Celular (PCNA)

O Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA)
€ uma proteina acessoria de polimerase presente no ciclo
celular. Estudos realizados por Kanoto et al® (apud
Mangini; Ning Li; Bhawan, 2002) mostraram que 0
PCNA imologicamente maculado é maior em melano-
mas metastaticos.

Molécula de Adesao Celular do Melanoma (Mel-CAM)

A molécula de adesdo celular do melanoma (Mel-
CAM), um membro da superfamilia das
imunoglobulinas, é um antigeno de melanoma associado
com um aumento do risco de doenga metastatica. Mel-
CAM ndo se expressa em melandcitos normais, mas se
expressa por nevus benignos, células de melanoma e
outros tipos celulares. A interacdo entre Mel-CAM e
seus receptores pode induzir outros sinais celulares
necessarios para a progressdo do tumor.®

As moléculas de adesdo celular do melanoma néo
sdo especificas para melanomas. Angiosarcomas, sar-
coma Kaposi, leiomiosarcomas, carcinomas
mucoepidermoides, tumores trofoblasticos placentéarios
e coriocarcinomas também expressam Mel-CAM.®

O diagnostico usando Mel-CAM é mais eficaz
quando ele é usado em um painel de marcadores para
aumentar a especificidade. As moléculas de adesdo
celular do melanoma néo séo Uteis na distingéo de lesdes
melanociticas benignas versus malignas.®

Integrinas

Integrinas sdo proteinas transmembrana que
funcionam principalmente pela migracéo e aderéncia a
células na matriz extracelular, bem como a outras células.
Integrina b3 também tem sido associada com
angiogénesis. Integrinas avb3 e abbl sdo expressas em
um alto estagio no melanoma metastatico e no mela-
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noma tardio comparado com melanoma prematuro e
nevu. A Integrina avb3 esta associada com a progressao
do melanoma, agindo com um receptor para
vitronectina, o qual auto-regula expressdo na matriz de
metaloprotenase-2 e aumentando a doenga invasiva.®

A integrina b3 pode ser usada no diagndstico para
distinguir nevu benigno do melanoma maligno em mela-
noma VGP*®

Molécula de Adeséo Intercelular-1 (ICAM-1)

O ICAM-1 é uma molécula de adesdo celular
encontrado em muitos tipos celulares, incluindo
leucdcitos, células endoteliais, fibroblastos e células
tumorais. Moléculas de adesdo intercelular-1 mediam a
adesdo célula-a-célula pela ligacdo ao leucécito
funcionalmente associado ao antigeno-1, uma integrina
b2. Este contato célula-a-célula é necessario para o
funcionamento da célula T helper, mediador celular e
citotoxidade dependente de anticorpo.®

Ambos nevu benigno (incluindo nevu displastico) e
melanoma maligno expressam ICAM-1. No entanto,
um diagndstico usando este anticorpo ndo esta ainda
vélidado.®

Ciclina D1

A ciclina D1 regula a proliferacdo celular e
progressdo da fase G1 para S do ciclo celular. A ciclina
D1 tem um papel importante na distingdo de nevu
benigno e nevu Spitz, nevu displastico e melanoma.
Alguns estudos relatam apenas deficiéncia in situ de
ciclina D1, confundindo com diferengas néo
significativas entre nevu, melanomas primarios e mela-
nomas mestastaticos. Estudos confirmam a utilidade da
ciclina D1 no diagndstico como um marcador
melanocistico.®

TECNICAS MOLECULARES E IMUNO-
HISTOQUIMICAS

Uma variedade de técnicas moleculares, incluindo
extracdo de DNA, amplificacdo de DNA por reagdo
em cadeia de polimerase, sequenciamento e expressao
dos produtos da reagdo em cadeia de polimerase, anélise
de polimorfismos conformacionais, podem ser usados
para diagnostico laboratorial de rotina.

Numerosas proteinas, incluindo os fatores/
receptores de crescimento, moléculas de adesdo celular
e produtos de oncogenes ou genes supressores tumorais
sdo especialmente examinados através de seccBes de
material tumoral embebido em parafina e fixado em
formalina por técnicas imuno-histoquimicas que usam
anticorpos especificos.
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Muitos sdo os fatores que influenciam o
aparecimento, crescimento, invasdo e metastases nos
tumores; estes fatores podem ter vérias origens, podendo
estar associados a alteragdes em determinadas regides
gendmicas, por exemplo, bem como a antigenos,
interagdo entre células e vascularizagéo.

O conhecimento desses marcadores que podem
identificar a existéncia de tumores ou a predisposicao a
desenvolvé-los é de fundamental interesse no diagnostico
e prognostico de varios tipos de cancer. O pl6 é um
marcador empregado para prognostico; entretanto o p53,
VEGF, HMB-45, tirosinase, integrinas b3, ICAM-1 e
ciclina D1 sdo marcadores que podem ser empregados
no diagnostico para distinguir as lesdes melanociticas
benignas das malignas. As moléculas de adesdo celular
Mel-CAM sdo mais eficazes quando usadas com um
painel de anticorpos apropriados.

O melanoma maligno é a forma mais agressiva de
cancer de pele, em que o tratamento tardio é
praticamente ineficaz, os marcadores moleculares
mostram-se de grande importancia para a sobrevivéncia
de pacientes que desenvolvem esse tipo de doenca.
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