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RESUMO

Base tedrica: Normalmente, a ativacdo dos receptores de tropomiosina relacionados a quinase
(TRKSs) pelas neurotrofinas (NTs) estimulam as vias intracelulares envolvidas na sobrevida e
na proliferagdo celular. A desregulacao da sinalizagdo NT/TRK pode afetar o progndstico de
varias neoplasias. Os dados sobre a expressdo de NTs e TRKs no melanoma cutineo sao
limitados e ndo estd claro se as vias de sinalizacdo NT/TRK estdo envolvidas na origem e
progressao dessa neoplasia.

Objetivo: Nos examinamos se a expressao de NT/TRK difere em relagao aos estagios e subtipos
de melanoma cutaneo, e se esta associada com o prognoéstico e a sobrevida dos pacientes com
essa neoplasia.

Métodos: Foi realizado um estudo transversal, no qual foi analisado através de imuno-
histoquimica, as expressdes de TrkB e BDNF, além da expressdo de outro TRK, o TrkA, e de
seu coefetor, o NGF, em 154 amostras de melanoma. Noés investigamos as associagdes da
expressdo de NT/TRK com diferentes fatores progndsticos para melanoma, sobrevida livre de
recidiva (SLR) e sobrevida global (SG). Também foram avaliadas 48 amostras de pele normal
e lesdes cutaneas pigmentares benignas.

Resultados: Das 154 amostras de melanoma, 81 (58,3%) foram imunopositivas para TrkB, 113
(81,3%) foram imunopositivas para BDNF, 77 (55,4%) foram imunopositivas para TrkA, e 104
(75,4%) foram imunopositivas para NGF. Encontramos forte associagdo entre a expressao de
NT/TRK e vérios fatores prognosticos, incluindo estdgio TNM (p<0,001), subtipo histolégico
(p<0,001) e nivel de Clark (p<0,05). Também foi encontrada associa¢do entre a
imunopositividade das NTs e TRKSs, e piores resultados de SG (p<0,05, exceto TrkB) e SLR
(p<0,05 em todos).

Conclusdo: Nossos resultados mostram uma forte associacdo entre a expressao de NT/TRK, a
progressdo do melanoma cutaneo € um pior prognostico.

Palavras chave: Melanoma, TrkB, NTRK2, Fator Neurotréfico Derivado do
Encéfalo, TrkA, NTRK1, NG



ABSTRACT

Background: Normally, activation of tropomyosin-related kinase (TRK) receptors by
neurotrophins (NTs) stimulates intracellular pathways involved in cell survival and
proliferation. Dysregulation of NT/TRK signaling may affect neoplasm prognosis. Data on NT
and TRK expression in melanomas are limited and it is unclear whether NT-TRK signaling
pathways are involved in the origin and progression of this neoplasm.

Objective: We examined whether NT/TRK expression differs across different cutaneous
melanoma grades and subtypes and whether it is associated with melanoma prognosis and
survival.

Methods: A cross-sectional study was performed in which the expression of TrkA, TrkB, nerve
growth factor (NGF), and brain-derived neurotrophoic factor (BDNF) were analyzed by
immunohistochemistry (IHC) of 154 melanoma samples. We investigated NT/TRK expression
associations with prognostic factors for melanoma, relapse-free survival (RFS), and overall
survival (OS). We also evaluated 48 samples of normal skin or benign pigment cell lesions.
Results: Of the 154 melanoma samples, 81 (58.3%) were TrkB immunopositive, 113 (81.3%)
were BDNF immunopositive, 77 (55.4%) were TrkA immunopositive, and 104 (75.4%) were
NGF immunopositive. We found NT/TRK expression associated strongly with several clinical
prognostic factors, including tumor-node-metastasis (TNM) stage (p < 0.001), histological
subtype (p < 0.001), and Clark level (p < 0.05), as well as with a worse OS (p < 0.05 for all,
except TrkB) and RFS (p < 0.05 for all).

Conclusion: Our results show strong associations of NT/TRK expression with melanoma stage
progression and a poor prognosis.

Key words: Melanoma, TrkB, NTRK2, Brain-Derived Neurotrophic Factor, TrkA, NTRK1,
NGF
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1 INTRODUCAO

O melanoma tem apresentado, nas ultimas décadas, um aumento nas taxas de incidéncia
no Brasil ¢ no mundo."™ Esse tumor apresenta elevada capacidade de gerar metastases,
resultando em elevadas taxas de mortalidade.’ A cor da pele e a exposi¢do aos raios ultravioleta
s30 os principais fatores de risco, tornando essa neoplasia um 6timo modelo de estudo do papel
da interacdo entre fatores genéticos e o meio ambiente na génese de um tumor.>®

O sucesso do tratamento em estagios iniciais ¢ dependente da ressec¢do cirurgica da
lesdo, onde mesmo respeitando-se os principios da cirurgia oncologica, a ocorréncia de
metastases ndo ¢ infrequente.” Quando em estdgios avangados, a sobrevida global é
extremamente baixa. Até recentemente a resposta a quimioterapia citotoxica, a imunoterapia
com interferon e interleucina, ou a combinagdo dessas, era considerada pobre.® Os avangos na
elucidacdo dos mecanismos celulares e imunolégicos envolvidos na origem e na progressao do
melanoma, permitiram o desenvolvimento de novas terapias com melhores resultados.’
Entretanto, as novas terapias também apresentam limitacdes quanto as taxas de resposta, ao
controle da doenca, a toxicidade e ao elevado custo.

Essas limitagdes tornam claro que muito ainda ha para se aprender quanto a biologia do
melanoma. A identifica¢do de novos alvos nas vias de sinalizagdo, que possam ser inibidas por
terapias dirigidas contra alvos moleculares especificos, pode ser o primeiro passo para o
aperfeicoamento de terapias com potencial maior eficacia e menor toxicidade. Um possivel
mecanismo para o desenvolvimento de metastases, seria a desorganiza¢do da membrana basal
do endotélio vascular, permitindo a penetragdo das células neoplésicas, a sua disseminagdo e
consequente colonizacdo de 6rgdos distantes. As células que dao origem ao melanoma, os
melandcitos, parecem responder ao estimulo de neurotrofinas, aumentando a producdo de
enzimas que provocariam a degradagio da membrana basal.'” Varios estudos com outras
neoplasias sugerem que a expressdo aumentada de uma neurotrofina chamada de Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) e de seu receptor, o receptor de tropomiosina relacionado a
quinase B (TrkB), promovem o crescimento, a invasdo e a capacidade de metastizar, além de
promover resisténcia a quimioterapia.''

Este estudo analisou a expressdo do receptor TrkB, e de seu co-efetor, o BDNF, em
amostras de melanoma; e se existe associagdo com fatores prognosticos, como os niveis de
espessura de Breslow e de invasdo de Clark, entre outros. Além dessas possiveis associagoes,
foram avaliadas a sobrevida livre de recidiva (SLR) e a sobrevida global (SG) desses pacientes.

Também foi avaliado outro receptor de tropomiosina quinase, o TrkA, e o seu coefetor, o NGF.
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Para isso foi realizado um estudo transversal, onde o fator de estudo foi o diagndstico

histoloégico de melanoma, e o desfecho, o perfil de expressdo de TrkA, TrkB, NGF e BDNF.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para Localizar e Selecionar as Informacoes

Esta revisdo da literatura (Figura 1) estd focada na investigacdo da expressdao da TrkB
no melanoma e de um possivel papel desses receptores no prognéstico do melanoma (Figura
2). A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed, LILACS, Embase e
banco de teses da CAPES. Foram realizadas buscas através dos termos “Melanoma”, “Cancer”,
“TrkB”, “NTRK2”, “TrkA”, “NTRK1”, “BDNF” e “NGF”, e suas combinag¢des. Apds a busca,
os artigos foram selecionados pelos critérios de relevancia e atualidade.

Quando a busca foi realizada pelo PubMed, foi utilizado o filtro “title/abstract” para os
descritores “Melanoma”, “TrkB”, “NTRK?2”, “BDNF”, “TrkA”, “NTRK1” ¢ “NGF”. Quando
esses foram avaliados em conjunto, foram usados os filtros “title/abstract” para os descritores
“Melanoma” e “Cancer”; e o filtro “all fields” para “TrkB”, “NTRK2”, “BDNF”, “TrkA”,
“NTRK1” e “NGF”.

Quando a base de dados foi o LILACS, para os descritores “Melanoma”, “TrkB”,
“NTRK2”, “BDNF”, “TrkA”, “NTRK1” e “NGF”, foi utilizado o filtro “titulo”. Quando
avaliado o descritor “Melanoma” em conjunto com “TrkB ou NTRK2”, “BDNF”, “TrkA ou
NTRK1” e “NGF”, os filtros utilizados foram “ titulo, resumo, assunto”. E quando estes
descritores foram avaliados em conjunto com “cancer”, foram utilizados os filtros, “titulo” para
“cancer” e “ titulo, resumo, assunto” para “TrkB ou NTRK2”, “BDNF”, “TrkA ou NTRK1” e
“NGF”.

Quando utilizado o Embase, foi utilizado o filtro “title” para pesquisar os descritores
“Melanoma”, “TrkB”, “NTRK2”, “BDNF”, “TrkA”, “NTRK1” e “NGF”; assim como para a
combinagdo desses com “cancer”. Quando “TrkB”, “NTRK2”, “BDNF”, “TrkA”, “NTRK1” ¢
“NGF” foram avaliados em conjunto o descritor “Melanoma”, o filtro “title and abstract” foi
usado para os primeiros e o filtro “title” para “Melanoma”.

No Portal de Periddicos Capes, foi realizada a busca de artigos com os descritores
“Melanoma”, “TrkB”, “NTRK2”, “BDNF”, “TrkA”, “NTRK1” ¢ “NGF”, com filtro “titulo”.
Enquanto que, para as combinagdes, foi utilizado o filtro “no titulo” para “Melanoma” ou
“cancer”; e o filtro “qualquer” para “TrkB”, “NTRK2”, “BDNF”, “TrkA”, “NTRK1” e “NGF”.
Nesta ferramenta de busca, os descritores sindnimos TrkB e NTRK2, assim como TrkA e

NTRK1, foram combinados isoladamente com “Melanoma” e com “cancer”. Foram também
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consultados livros-texto, trabalhos apresentados nos congressos da ASCO e da ESMO, os dados

de incidéncia de cancer da GLOBOCAN/IARC e do INCA, além do PUBMED Gene.
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Figura 1. Estratégia para busca de referéncias bibliograficas

Palavras-chave: 1, Melanoma; 2, cancer; 3, TrkB ou NTRK2; 4, BDNF; 5, TrkA ou NTRK1; 6, NGF
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Expressdo aumentada de TrkB e BDNF no Melanoma Cutdneo

Pior prognéstico

Maior crescimento local Maior capacidade de gerar metastases

Menor sobrevida

Menor Sobrevida livre de recidiva Menor Sobrevida Global em 5 anos

Figura 2. Marco conceitual: Como ja demonstrado na literatura com relagdo aos
receptores de TRK e NTs, em varias neoplasias, a nossa hipdtese ¢ de que a expressao
alterada de TrkB e BDNF ocorre no melanoma cutaneo, resultando em pior progndstico

e menor sobrevida.

2.2 Melanoma

Originalmente descrito por René Laennec em 1812, o melanoma ¢ uma neoplasia
maligna da pele com elevado potencial de invasio e formagio de metastases.'” Embora
represente apenas 4% dos canceres dermatologicos, ele € responsavel por 80% das mortes por
cancer de pele.’

O melanoma possui origem neuroectodérmica (Figura 3), a partir dos melandcitos que
migram da crista neural para toda epiderme, durante a embriogénese.'” > Além da membrana
basal da epiderme, os melandcitos também sdo encontrados no infundibulo e na regido bulbar
dos foliculos pilosos, na cordide e na leptomeninge.'* O grau de diferencia¢io dos melandcitos
pode ser avaliado pela capacidade de sintese da melanina, que depende da atividade de enzimas
como as tirosinases, as quais sdo expressas preferencialmente por melanocitos e eventualmente

1
por melanomas. "
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CRANIAL TRONCO

— ~_ N

Neurdnios e Glia do Melandcitos
Ganglio Cranial

Cartilagem Neurdnios e Glias

e Osso Sensoriais
1
1
1
1
Tecido : Células Simpatoadrenais
Conectivo ! Células de Schwann

Figura 3. Relagdo embrioldgica entre melandcitos e as mais comuns populagdes de células

neuronais, ambas derivadas da crista neural.
Fonte: adaptado de Denkins Y et al. Brain metastases in melanoma: Roles of neurotrophins. Neuro-Oncology 6,
p155,2004.

2.2.1 Epidemiologia do Melanoma

A estimativa nos EUA para o ano de 2018, segundo a American Cancer Society, foi de
55.150 novos casos de melanoma em homens ¢ 36.120 em mulheres, com um total de 9.320
6bitos em ambos os sexos.” Ocorrendo um aumento nas taxas de incidéncia de 1,8% no sexo
masculino e 2,3% no sexo feminino, no periodo de 2010 a 2014.> As maiores incidéncias do
mundo (Figura 4) ocorrem na Oceania, com o melanoma ocupando a quarta posi¢cdo entre as
neoplasias malignas na Australia.'® No Brasil, a estimativa de 2018 foi de 2.920 casos novos
em homens e 3.340 em mulheres, com taxas estimadas para o Rio Grande do Sul de
8,02/100.000 habitantes para o sexo masculino (Figura 5) e 7,09/100.000 para o sexo feminino
(Figura 6).>
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Figura 4. Representacdo espacial da incidéncia mundial de melanoma cutaneo em 2018, para

ambos os sexos e todas as idades
Fonte: International Agency for Research on Cancer — IARC.
Disponivel em: http://globocan.iarc.fr/Pages/Map.aspx
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Figura 5. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de melanoma por 100 mil

homens, estimada para o ano de 2018, segundo Unidade da Federagao
Fonte: Instituto Nacional do Cancer — INCA.
Disponivel em http://www.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf
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Mulheres

. 2,29-5,33

1,55-2,28

0,92-1,54
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Figura 6. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de melanoma por 100 mil

mulheres, estimada para o ano de 2018, segundo Unidade da Federacao
Fonte: Instituto Nacional do Cancer — INCA.
Disponivel em http://www.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf

2.2.2 Fatores de Risco e Predisposicao Genética

Com uma frequéncia muito maior em caucasianos do que em negros, 0s principais
fatores de risco para o melanoma sdo: historia familiar, multiplos nevos benignos ou atipicos,
melanoma prévio, imunossupressdo, sensibilidade ao sol, exposi¢do a radiagdo ultravioleta
(UV), caracteristicas fenotipicas incluindo cabelos, olhos e pele claras, e predisposi¢cdo ao
surgimento de sardas.” '’ O efeito da exposi¢do & luz UV é resultante de variagdes em genes
especificos (polimorfismos) que afetam a resposta defensiva da pele a luz UV e,
consequentemente, aumentam o risco de melanoma.” Ha um dano na fungdo imunoldgica
cutanea, um aumento da produc¢do local de fatores de crescimento e a indugdo da formacao de
espécies reativas de oxigénio que danificam o DNA.’

Foram identificadas alteragdes genéticas presentes tanto em nevos benignos quanto em
melanomas, sugerindo um papel nos estagios iniciais do desenvolvimento do melanoma.> '®
Entre essas alteragdes, podemos citar as mutacdes dos genes BRAF, NRAS, ¢-KIT, GNAQ,
PTEN e MITF."'!

Em 25 a 40% dos casos de melanoma familial, o qual representa 10% dos melanomas,
o locus CDKN2A é perdido por delegio de uma porgio do cromossomo 9.*2 Esse locus codifica
proteinas que atuam como supressores tumorais, como a pl6 (INK4A) e a p19.>* Mutagdes
germinativas em CDKN2A podem ser detectadas em 5% a 72% dos casos, dependendo do

g . ~ . .~ ’ 33 ro :
critério de selecdo usado para a pesquisa e da regido geografica.”” Na América Latina, a
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mutagdo no CDKN2A apresenta uma frequéncia de 24% nas familias com predisposi¢do ao
melanoma.”® E no Sul do Brasil, a variante CDKN2Ap.A148T foi identificada como um alelo
de suscetibilidade, principalmente em descendentes de europeus.®

Nos casos de melanoma nao-familial, ou esporadico, a mutacdo do gene BRAF esta
presente em torno de 50% dos casos de melanoma cutaneo, principalmente em areas de pele
sem dano solar cronico.”"*® Entre 15% a 25% dos casos de melanoma cutineo ocorre mutaco
do NRAS, principalmente em éareas de pele foto-expostas.”"” *” Essas mutagdes, nos genes
BRAF e NRAS, sdo excludentes uma da outra, e provocam a ativagao constitutiva das serina-
treonina quinases na via ERK-MAPK estimulando o crescimento nas células do melanoma.'”
3842 A mutacio do KIT ¢ a mais frequente nos melanomas de mucosa (15 a 22%), acrais e de
areas do corpo com dano solar cronico, e nestes pacientes a mutacdo do BRAF ndo estd

presente.43 46

2.2.3 Fatores Patoldgicos

Dados epidemiologicos sustentam duas importantes vias na patogénese do melanoma
cutdneo: uma pela exposicdo solar cumulativa em pessoas sensiveis ao sol; e outra pela
exposicao precoce ao sol e predisposicdo a nevos, promovida por fatores do individuo,
exposi¢do solar intermitente, ou ambos.*” De 25 a 33% dos melanomas cutineos derivam de
um nevo melanocitico benigno, enquanto que, em pacientes Com nUMErosos nevos, esse NUMero
pode chegar a 50%.***° A transformagdo de nevo para melanoma ocorre mais comumente em
pele sem dano cronico pelo sol, com menor carga mutacional, em pacientes mais jovens e

47,50

localizados no tronco. Por outro lado, os pacientes com poucos nevos tendem a desenvolver

melanomas na pele habitualmente exposta ao sol, e em idades mais avangadas, com maior carga
mutacional e principalmente na regido da cabega e pescogo.’’” >
O desenvolvimento do melanoma apresenta passos clinicamente distintos e
histologicamente discerniveis (Figura 7):
1) melanoma confinado acima da membrana basal epidérmica, chamado de melanoma in situ
fase-confinado com crescimento radial;
2) melanoma que penetra o limite da membrana basal para entrar na derme papilar superficial,
chamado de melanoma micro-invasivo fase-confinado com crescimento radial; e
3) melanoma que invade a derme e que adquire a capacidade de crescimento metastatico,

manifestando-se tipicamente como um nodulo tumoral e/ou com extensdo para dentro da

derme reticular, que ¢ chamado de melanoma com fase de crescimento vertical.
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O melanoma em humanos foi dividido em varios subtipos histolégicos, incluindo o
melanoma in situ, lentigo maligno, melanoma de crescimento superficial, o melanoma lentigo

maligno, o melanoma nodular, o melanoma lentiginoso acral e outras formas menos comuns.™
56

Melanoma
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Nevus Fase de Crescimento Fase de Crescimento
Displasico Radial Vertical
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Figura 7. Eventos bioldgicos e alteracdes moleculares na progressao do melanoma

MAPK, mitogen-activated protein kinase; CDKN2A, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; PTEN, phosphatase
and tensin homologue; MITF, microphtalmia-associated transcription factor; TRPM1, melanocyte-specific gene
melastatin 1; MMP-2, matrix metalloproteinase 2. Fonte: Miller AJ et al. Melanoma.N Engl J Med 2006;355:p55

2.2.4 Diagnostico e Fatores Progndsticos

Uma historia detalhada deve ser obtida daqueles pacientes com lesdo de pele suspeita
de melanoma. Estes, devem ser submetidos ao exame de toda a pele, com cuidado especial para
a 4rea de drenagem linfatica da lesdo suspeita.”®”® Uma maior incidéncia é encontrada no sexo
masculino, com a maioria dos diagndsticos ocorrendo na quarta década de vida e raramente na

infancia. Fatores de risco - historia prévia de melanoma ou em familiar de primeiro grau, pele



21

clara, queimaduras de pele pelo sol na juventude, etnia branca, cabelos loiros ou ruivos, nevos
displasicos ou imunossupressao - devem ser investigados para uma adequada avaliagdo quanto
ao risco para o desenvolvimento de melanoma. A localizagdo mais comum € o tronco (43,5%),
seguido pelas extremidades (10,7%), regido da cabeca e pescogo (10,7%) e localizagdes acrais
(11,9%).” Embora existam controvérsias quanto a recomendagio em relagdo ao uso de rotinas
de rastreamento, os pacientes devem ser educados em relagdo ao autoexame da pele e a regra
ABCDE para identificacdo de lesdes suspeitas — Assimetria, Bordas irregulares, Coloragao
variegada, aumento do Didmetro e Evolugdo da lesdo.”” " O maior estudo de base populacional
sobre rastreamento de melanoma, chamado de SCREEN (Skin Cancer Research to Provide
Evidence for Effectiveness of Screening in Northern Germany) foi conduzido no estado
federado de Schleswig-Holstein, localizado no extremo norte da Alemanha e com uma das mais
altas incidéncias de cancer de pele.”' Durante o periodo de julho de 2003 a junho de 2004, foram
incluidos 265.306 mulheres € 94.982 homens, com a idade minima de 20 anos, submetidos ao
exame de corpo inteiro realizado por médicos gerais e/ou dermatologistas.’’ O programa
SCREEN foi associado com um aumento da incidéncia de melanoma, em funcdo da
identificacdo de um maior numero de canceres de pele, quando comparadas as taxas pré e poOs-
SCREEN em Schleswig-Holstein e quando comparado a outro estado federativo que ndo
participou do programa de rastreamento.®’ Em 2008 foi introduzido na Alemanha o programa
nacional de rastreamento de cancer de pele, o qual ndo conseguiu reduzir a mortalidade pelo
melanoma.®® Na regido de Schleswig-Holstein houve uma redugéo da mortalidade até 2008 e
apos voltou a aumentar, tornando-se novamente mais alta do que a média geral na Alemanha.®

Lesdes cutaneas pequenas (< 2 cm) e suspeitas de melanoma deverdo ser submetidas,
conforme as diretrizes do NCCN, a bidpsia excisional orientada longitudinalmente e com 1-3
mm de margens. Margens maiores sdo evitadas nos casos em que ¢ necessdrio realizar o
mapeamento linfatico ou a bidpsia do linfonodo sentinela. Para lesdes maiores, ou lesdes
localizadas em éareas de maior sensibilidade ou em regides anatomicas de dificil cicatrizacdo
(face, couro cabeludo, orelhas, superficies palmar e plantar, regides subungueais e digitais), a
bidpsia incisional de toda profundidade ¢ a alternativa preferida. A bidpsia incisional deve ser
realizada na area de maior pigmentacio e mais endurecida da lesdo.””

O sistema de estagiamento (Tabelas 1 e 2) mundialmente aceito ¢ o elaborado pelo
American Joint Committee (AJCC), cuja ultima versao, foi publicada em 2017, como a oitava
edi¢do.” E, para fins praticos, os pacientes sdo categorizados, segundo a classificagio TNM

(espessura da lesdo, comprometimento linfonodal e presenca de metéstases), como tendo
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doenga localizada (estagio I-II), doenga regional (estagio III) ou doenca metastatica (estagio

Iv).%

Tabela 1. Defini¢ao de tumor primério -TNM

Classificagao Espessura (mm) Status de Ulceragao

X (espessura NA NA

ndo pode ser avaliada)

TO (nenhuma NA NA

evidéncia do tumor primario)

Tis (in situ) NA NA

T1 < 1,00 desconhecido ou ndo especificado
Tla <0,8mm sem ulceracao
Tlb <0,8mm com ulceragao

0,8 — 1,0mm com ou sem ulceragao

T2 >1,0 — 2,0mm desconhecido ou ndo especificado
T2a >1,0 — 2,0mm sem ulceracao
T2b >1,0 — 2,0mm com ulceragao

T3 >2,0 —4,0mm desconhecido ou ndo especificado
T3a >2,0 — 4,0mm sem ulceracao
T3b >2,0 —4,0mm com ulceragao

T4 >4,0mm desconhecido ou ndo especificado
T4a >4,0mm sem ulceracao
T4b >4 0mm com ulceragao

Fonte: adaptado de AJCC Cancer Staging Manual 8 Edigdo, 2017
Abreviagdes: NA, ndo aplicavel

Tabela 2. Definicao de linfonodo regional - TNM

N N° de Linfonodos Metastaticos Metastase em transito, e/ou
microssatélite

NX Linfonodos regionais ndo avaliados Nao

NO 0 Nado

N1 1 linfonodo com tumor, ou metastase em

em transito, satélite, e/ou metastase
microssatélite, sem linfonodo comprometido

Nla 1 clinicamente oculta Nao

N1b 1 clinicamente detectada Nao

Nlc  nenhum linfonodo regional comprometido Sim
N2 2 ou 3 linfonodos com tumor, ou metastase

em transito, satélite, e/ou metastase
microssatélite com 1 linfonodo comprometido

N2a 2 ou 3 clinicamente oculto Nao

N2b 2 ou 3, e a0 menos 1 clinicamente detectado Nao

N2c¢ 1 clinicamente oculto ou detectado Sim
N3 4 ou mais linfonodos metastaticos,

ou metastase em transito, satélite,

e/ou metastase microssatélite, com 2 ou
mais linfonodos comprometidos, ou
qualquer numero de linfonodos fusionados,




Continuacgao...

sem ou com metastases satélites, em transito

N3a 4 ou mais clinicamente oculto Nao
N3b 4 oumais, € a0 menos 1 clinicamente
detectado ou qualquer numero de linfonodos
fusionados Nao
N3¢ 2 ou mais clinicamente oculto ou detectado, Sim
e ou presenc¢a de qualquer niumero de
linfonodos fusionados
Fonte: adaptado de AJCC Cancer Staging Manual 8 Edigdo, 2017
Tabela 3. Defini¢do de metastase a distancia - TNM
CritérioM
Categoria M Sitio anatomico Nivel de DHL
MO Nenhuma evidéncia de Nao aplicavel
metdstase a distancia
M1 Evidéncia de metastasea  Ver abaixo
distancia
M1la Metastase a distancia para Nao registrado ou nao
a pele, tecidos moles especificado
incluindo musculo, e/ou
linfonodo regional
M1a(0) Nao elevado
M1a(1) Elevado
M1b Metastase para pulmao Nao registrado ou nao
com ou sitios M1a especificado
M1b(0) Nao elevado
M1b(1) Elevado
Mlc Metastase a distancia para Nao registrado ou nao
sitios vicerais, exceto SNC, especificado
com ou sitios M1a e M1b
M1c(0) Nao elevado
M1c(1) Elevado
M1d Metastase a distancia para Nao registrado ou nao
SNC, com ou sitios M1a, especificado
M1b ou M1c
M1d(0) Nao elevado
M1d(1) Elevado

Fonte: adaptado de AJCC Cancer Staging Manual 8 Edigdo, 2017
Abreviagoes: NA, ndo aplicavel; DHL, desidrogenase lactica




Tabela 4. Grupo de estagios anatdmicos para o melanoma cutdneo - TNM

Estagio Clinico

Estagio Patologico

T N M T N M
0 Tis  NO MO 0 Tis NO MO
IA Tla NO MO 1A Tla NO MO
IB Tilb NO MO IA T1b NO MO
T2a NO MO IB T2a NO MO
IIA T2b NO MO IIA T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
1IB T3b NO MO 1IB T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
IIC T4b NO MO IIC T4b NO MO
111 Tqq,tis N>NO MO B TO Nl1b, Nlc MO
v Tqq Nqq Ml mc T0 N2b, N2c, MO

N3b ou N3c
IITA Tla/b-T2a NlaouN2a MO
IIIB Tla/b-T2a N1b/c ou N2b MO
IIIB T2b-T3a Nla-N2b MO
IIIC Tla-T3a N2c ou MO
N3a/b/c

T3b/T4a Nlou >N1 MO
T4b Nla-N2c¢ MO
IIID T4b N3a/b/c MO
v Tqq,Tis Nqq Mil

Fonte: adaptado de AJCC Cancer Staging Manual 8 Edigdo, 2017
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Em 1969, Clark categorizou a invasdao do melanoma em cinco niveis (Tabela 5), uma

vez que varios estudos revelaram existir associa¢do entre a profundidade da invasdo do tumor

€ 0 prognostico.

54, 67-71

Entretanto, varios investigadores demostraram que o nivel de invasdo ¢

menos reprodutivel entre os patologistas, e possui menor acurdcia em fornecer informagdes

r . by 17 2
prognésticas quando comparado a espessura do tumor em milimetros.”

Tabela 5. Niveis de invasdo de Clark

Niveis de invasdo de Clark

I
II
III
v
v

células melanociticas malignas in situ
invasao além da membrana basal restrita a derme papilar

invasao tumoral atingindo parte da derme reticular

invasao tumoral de toda a derme reticular

invasao do tecido celular subcutaneo

Adaptado de: Clark WH, Jr. A classification of malignant melanoma in man correlated with histogenesis
and biological behaviour. In: Montagna W, Hu F, eds. Advances in the Bioloy of the Skin. New York:

Pergamon; 1967:621-47.



25

A outra forma de classificar o melanoma, a espessura (Tabela 5) do tumor em
milimetros, foi introduzida como fator prognostico por Alexander Breslow em 1970, sendo
identificado um significativo decréscimo na sobrevida a medida que a espessura do tumor

66,72, 73
aumenta. > 72,7

Tabela 6. Indice de espessura de Breslow

Indices de espessura de Breslow

I espessura menor que 0,75 mm

1I espessura menor de 0,75 a 1,5 mm
111 espessura menor de 1,6 a 3,0 mm
v espessura menor de 3,1 a 4,0 mm
A\ espessura maior que 4 mm

Adaptado de: Breslow A. Thickness, cross-sectional areas and depth of invasion in the prognosis of
cutaneous melanoma. Ann Surg 1970;172:902-8.

A taxa mitotica, obtida pela contagem do nimero de mitoses em um milimetro
quadrado, que anteriormente era usada como critério de estagiamento em tumores com até lmm
(T1) de espessura, foi removida na ultima versdo do AJCC, mas permanece como um
importante fator prognostico.” Conforme Thompson et al., a medida que o niimero de mitoses
aumenta, as taxas de sobrevida declinam, com sobrevida em 10 anos variando de 93,2% para
pacientes com taxa mitdtica de 0 mitoses/mm’ a 47,6% para aqueles com mais de 20
mitoses/mm’. A analise multivaridvel nesse estudo identificou espessura do tumor, taxa
mitdtica, idade (pior prognostico acima dos 60 anos), ulceracao, sitio anatomico e sexo (melhor
progndstico para o sexo feminino), como os fatores progndsticos mais importantes.’*

A presenca de ulceracdo, ndo atribuida ao trauma, confere um prognostico
significativamente pior.”””’

Tumores localizados nas regides da cabeca e pescoco e tronco apresentam um pior
prognéstico em relagdo a melanomas primarios de outras localizagdes.”””®

A satelitose ¢ caracterizada pela presenga de nodulos dérmicos ou subcuticulares,
maiores do que 0,05 mm, claramente separados e ndo contiguos ao componente de crescimento
vertical primario do tumor. A presenca de lesdes satélites também estd associada a um
decréscimo na sobrevida livre de doenga e global.””**

Nao esta claro se a presenca de invasdo vascular ¢ um fator prognostico independente,

entretanto, a sua frequéncia aumenta com a profundidade e o nivel da invasdo tumoral.

. ~ . e . . 82
Enquanto que a invasdo linfatica parece ser um preditor de metastases.
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A presenca de linfocitose tumoral significativa confere um melhor prognostico; por
outro lado, a auséncia de linfocitose ou a presenca discreta, foram associadas com recorréncia
de forma independente, diminuindo a sobrevida livre de doenga em 5 anos.*

Fator prognostico controverso, a regressdo completa ¢ caracterizada por uma area de
auséncia de crescimento melanocitico na epiderme e na derme, delimitada em um ou ambos os
lados pelo melanoma. Alguns autores sugerem um pior prognostico, onde a regressao de mais
do que 75% do tumor parece ser o volume critico que prevé o surgimento de metastases.** *

Outros autores sugerem, no entanto, que a regressdo ¢ um sinal de sucesso da resposta

. . . 83
imunoldgica do paciente contra o tumor.

2.2.5 Tratamento

Apesar do aumento da incidéncia, principalmente em regides onde a populacdo possui
ascendéncia ndrdica e exposi¢do a alta intensidade de radiacdo UV, a taxa de sobrevida tem
melhorado significativamente, principalmente, devido a deteccdo precoce. No entanto, o
prognostico de pacientes com doenga metastatica ¢ bastante desapontador, com uma sobrevida
mediana inferior a 1 ano e uma taxa de mortalidade em 5 anos de aproximadamente 90%.
Historicamente, a abordagem terapéutica para o melanoma metastatico incluia quimioterapia
citotoxica, imunoterapia baseada em interleucina ou interferon, e combinagdes de
quimioterapia e imunoterapia (bioquimioterapia). Infelizmente, nenhuma dessas abordagens
apresentou um beneficio em relagdo a sobrevida, em estudos randomizados, e bem controlados,
fase I11.%°

Recentemente, com a elucidacdo de algumas alteragcdes genéticas somadticas
responsaveis pela formagcdo do melanoma, novas abordagens terapéuticas estdo sendo
desenvolvidas. Esse novo cenario envolve duas modalidades: imunoterapia e terapia-alvo
(Figuras 8 ¢ 9). Um exemplo da nova imunoterapia ¢ o ipilimumabe, um anticorpo com
afinidade pelo receptor CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) encontrado na superficie
dos linfocitos T. Como esse receptor diminui a resposta imune ao estimulo provocado pela
apresenta¢ao do antigeno, a sua inibi¢do permitiria a efetiva atividade do linfocito T. Embora
apresente uma taxa de resposta modesta, essa droga demonstrou um importante impacto no
controle da doenga metastatica a longo prazo (além do terceiro ano) em torno de 20%.'"*” O
tratamento com ipilimumabe resultou em uma sobrevida em 3 anos em torno de 26% em
pacientes sem tratamento prévio, e 20% em pacientes previamente tratados.®™ A SG mediana

variou de 10,1 meses a 19,9 meses , e a taxa de resposta entre 11% e 19%.%7 ¥ Com um
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mecanismo semelhante, mas atuando em outro receptor, o PD-1 (programmed cell death-1),
foram desenvolvidas outras drogas (nivolumabe, pembrolizumabe) que aumentam a resposta
imunoldgica contra a célula tumoral, e que apresentaram eficécia superior, com melhores taxas
de resposta e menor toxicidade, quando comparados & quimioterapia e ao ipilimumabe.'”"* Em
pacientes sem tratamento prévio, nivolumabe apresentou uma taxa de resposta global (RG) de
40% (estudo Checkmate 66); enquanto que em pacientes previamente tratados, a taxa de RG
foi de 27% (estudo Checkmate 37).>°° O estudo fase 3 Keynote 6, avaliou pacientes com e
sem tratamento prévio, encontrando taxas de RG de 37% com pembrolizumabe a cada 2
semanas e 36% a cada 3 semanas.” °’ Posteriormente, nos estudos Checkmate 67 e 69, foi
avaliada a combinagdo de nivolumabe com ipilimumabe, alcangando taxas de RG de 58 e 59%,
respectivamente.”> *®

Com relagao as drogas com alvos moleculares especificos, destacam-se os inibidores de
BRAF (vemurafenibe e dabrafenibe) e de MEK (trametinibe e cobimetinibe), com importantes

9102 yarios estudos randomizados fase 3 mostraram taxas de

taxas de resposta objetiva.
resposta objetiva com inibidores de BRAF (BRAFi) de aproximadamente 50%, podendo
alcangar 70% quando combinados com inibidores de MEK (MEKi).'”"'% Embora a resposta
completa tenha sido relatada em apenas 16% dos casos, a taxa de controle da doenca - resposta
completa, resposta parcial ou doenga estavel - ultrapassou 90%, revelando que quase todos os
pacientes se beneficiam inicialmente desse tratamento.'’ Outro efeito dessa combinagio, foi a
redugdo da ativacdo paradoxal da via MAPK pelo BRAFi, resultando em uma redugdo da
toxicidade cutidnea e do desenvolvimento de cancer de pele nio-melanoma.'”"'”” O BRAFi
também apresenta rdpida resposta, independente do volume tumoral e da localiza¢do das
metastases; além de apresentar eficacia nas metastases cerebrais, aonde a resposta ¢ de até 55%
com o uso combinado de dabrafenibe e trametinibe.'™ A SG mediana em pacientes tratados
com a combina¢do de BRAFi e MEKi esta entre 22 e 25 meses, € a SG de 3 a 5 anos atingiu
40%."” Em pacientes com BRAF selvagem e mutagdo de NRAS, o uso de binimetinibe, um
MEKIi, mostrou uma taxa de resposta de apenas 15% e uma sobrevida livre de progressdo de 2

109

a 8 meses. ~ No subgrupo raro de pacientes com mutagdo de KIT, o uso de inibidores de

tirosina quinase, como o nilotinibe, alcangou taxas de resposta de 26%, e 46% de estabilizag¢ao

da doenca.'"’

Multiplos mecanismos de resisténcia contra BARFi e MEKi tem sido
identificados, os quais levam a reativacao da sinalizacdo da via MAPK ou ativagdo da via PI3K-

AKT.Y
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Recentemente, as novas imunoterapias (anti-CTLA4 e anti-PD1) e as terapias alvo
(BRAFi e MEKi) estdo sendo indicadas também no cenario da adjuvancia em pacientes com

. . g 111
alto risco de recidiva.
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Figura 8. Resumo das principais vias de sinalizagdo molecular relacionadas com a

carcinogénese do melanoma
Fonte: Adaptado de Luke JJ et al. Targeted agentes and immunotherapies: optimizing outcomes in melanoma. Nat
Rev Clin Oncol 2017;14:463-82.
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2.3 Receptores da Tropomiosina Relacionados a Quinase e Neurotrofinas

Os receptores de tirosina relacionados a quinase (RTK) sdo proteinas da superficie
celular que, depois de ativados por fatores de crescimento, estimulam vias intracelulares
controlando a sobrevida, o metabolismo e a proliferagio das células.''> Os receptores de
tropomiosina relacionados a quinase (TRK) constituem uma familia de RTK ativados por
neurotrofinas. TrkA, TrkB e TrkC sdo os receptores para o fator de crescimento neural (NGF,
do inglés nerve growth factor), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-
derived neurotrophic factor) e neurotrofina-3 (NT-3, do inglés neurotrophin-3),
respectivamente.'”> As neurotrofinas apresentam uma ampla variedade de fungdes, tanto em

tecidos neuronais, como em outros tecidos, controlando vérios processos fisiologicos em



30

adultos, assim como no desenvolvimento embrionario.''* Fisiologicamente, esses receptores e
suas neurotrofinas (NTs) apresentam maior expressao no tecido neuronal, enquanto que na pele
a expressao ¢ bem menor (Figuras 10 e 11), conforme a andlise da expressdo de proteinas de
uma selecdo de amostras dos principais tecidos do corpo humano, apresentada pelo Human

Protein Atlas (www.proteinatlas.org).11>117 Embora os TRKs sejam preferencialmente

ativados pelas NTs, regulando o crescimento, a diferenciagdo e morte celular; elas também
~ TP 114 ~
possuem fungdes de sinalizagdo independentes das NTs.” ™ A fusdo do gene TRK com o gene
da tropomiosina no dominio extracelular, confere uma ativagdo constitutiva da atividade de
o . : : . : ~ 118
tirosina quinase, induzindo a uma continua proliferacao celular.
Viérios estudos tém investigado o papel das NTs e dos receptores do tipo TRK em
diversos tumores, apresentando resultados conflitantes com relagdo ao envolvimento dessa

11,119-130

sinalizacdo e o prognostico. Por exemplo, os pacientes com neuroblastoma e expressao

aumentada de TrkA e TrkC, apresentam melhor progndstico, enquanto que aqueles com

131, 132

hiperexpressdao do TrkB e de seu ligante, o BDNF, apresentam pior prognostico. Dessa

forma, a via BDNF/TrkB pode estar envolvida no crescimento, desenvolvimento de metéstases
A s ros . 118, 133, 134
e resisténcia ao tratamento em varios tipos de tumores.
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Figura 10. Expressao de TrkB em amostras de diferentes tecidos humanos

RPKM, reads per kilobase per million mapped reads
Fonte: NCBI — Gene
Acessivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4915#gene-expression.
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Figura 11. Expressdao de BDNF em amostras de diferentes tecidos humanos

RPKM, reads per kilobase per million mapped reads
Fonte: NCBI — Gene
Acessivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/627

2.4 Receptores da Tropomiosina Relacionados a Quinase e 0 Melanoma

A membrana basal do endotélio vascular ¢ uma importante barreira que as células
y . . , ~ . 135 . ~
neoplésicas necessitam penetrar para alcangar 6rgaos distantes. ~~ Durante a invasdo tumoral, a

membrana basal torna-se desorganizada devido as alteragdes na expressdo e organizagdo de

. N ~ s s 136-139
seus constituintes, ¢ a degradagdo enzimatica.

Células de melanoma respondem a certas neurotrofinas, aumentando a producio de
enzimas de degradacdo da matriz extracelular.”*” '*° As neurotrofinas - NGF, NT-3, BDNF e

NT4/5 — podem se ligarem ao receptor de neurotrofina de baixa afinidade, identificado como

NTR 141-144
75

p , € aos receptores de alta afinidade representados pela familia dos TRKSs.

Com origem na crista neural, os melandcitos apresentam uma produgdo aumentada do

receptor de neurotrofina de baixa afinidade, identificado como p75~'*.!** Com capacidade de
p p p

. . . . . . NTR ¢
internalizar o NGF, principalmente em microambientes como o tecido cerebral, o p75~ = ¢

capaz de regular a capacidade de invasdo das células do melanoma no sistema nervoso
cantral.'*® Outras neurotrofinas, como NT-3, BDNF ¢ NT4/5, também podem se ligar ao

75NTR

p . Entretanto, conforme descrito por Marchetti et al., a capacidade de invasdo das células

do melanoma esté seletivamente aumentada apenas quando estas sdo expostas ao NGF ou ao
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NT-3; mas ndo com BDNF, NT4/5, NGF mutado (incapaz de se ligar ao p75™ ") ou outros
fatores ndo-neuronais."”’

Com relacdo a expressdo dos receptores TRK nas células de melanoma, a literatura ¢
escassa e os dados sdo controversos. Em 1995, Easty et al. publicaram um trabalho revelando
auséncia de expressao de TrkA na cultura de melandcitos normais e de 19 linhagens de células
de melanoma.'*’” Por outro lado, em 2001, Innominato et al. publicaram um estudo que incluiu
15 amostras de melanoma cutaneo, 12 amostras de metastases de melanoma e 16 amostras de
lesdes pigmentares normais. Através de imuno-histoquimica, eles encontraram uma expressao
maior de BDNF, NGF, NT-3, TrkB e TrkC, em amostras de melanomas e metastases, do que
nas lesdes benignas ou na pele normal.'*®

Em 2003, Xu et al. avaliaram a expressao de TrkC em 63 amostras de melanoma cutaneo
e em 10 nevos, encontrando uma expressao de 30% nas lesdes benignas e 60% nas amostras de
melanoma. Neste estudo, a frequéncia na expressao de TrkC revelou um aumento a medida que
o melanoma progride das lesdes in situ (58%) para a invasdo da camada papilar dérmica (91%),
e entdo, uma diminuicdo com a invasdo da derme profunda (57%) e com a formacao de
metastase (31%).'*

Em 2004, Florenes et al. publicaram os resultados da anélise, por imuno-histoquimica,
da expressdo de TrkA em 152 amostras de lesdes primarias de melanoma cutaneo e 64 amostras
de metastases. Sendo encontrada expressao de TrkA em 54,6% das lesdes primarias e 30% das
metastases. Também identificaram uma associacdo da expressdo com o subtipo nodular, a
espessura dos tumores e a presenca de ulceragio. *°

Recentemente, Pasini et al. analisaram 31 amostras de melanoma, identificando a
amplificagdo do gene 1g23.1, no qual estd situado o locus de TrkA, como implicada na
progressdao do melanoma. No mesmo estudo, eles identificaram por PCR, a expressdo desse
receptor em 50% de 64 casos de melanoma, e uma associacdo com pior prognostico. Ainda,
eles induziram a ativacao da sinalizagdo NGF-TrkA em uma linhagem de células de melanoma,
produzindo um fenétipo de supressao da proliferagdo celular, com inibig¢do da divisdo celular e
pronunciada vacuolizagdo intracelular. Estes eventos foram ativados via MAPK, sugerindo uma
compensa¢do entre a transformacdo neopldsica e a resposta anti-proliferativa, através da
sinalizacio NGF-TrkA-MAPK."!

J& as publica¢des referentes a expressao de TrkB e o Melanoma, limitam-se a avaliagdo
desse receptor em metéstases cerebrais, melanoma uveal ou em estudos com cultura de

7 152 ~ ~ 14 .
células ”” . Nao havendo, com excecdo de um estudo com pequeno numero de pacientes
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publicado por Innominato et al., outras publicagdes avaliando a expressdo de TrkB na lesao
cutinea primaria do melanoma, bem como a sua interferéncia no prognéstico dessa doenga.'*®

Vérios estudos em outras neoplasias — neuroblastoma, adenocarcinoma de pulmao,
cancer de bexiga, cancer de mama, cancer de colo uterino, tumor de Wilms, cancer de ovario,
adenocarcinoma de pancreas e de cdlon — sugerem que a expressdo aumentada de BDNF e
TrkB, promovem o crescimento, a invasdo e a capacidade de metastizar, além de promover
resisténcia a quimioterapia.'® Outros mecanismos de agio pro-oncogénicos do TrkB envolvem
a regulagdo de vias de ativagdo de proteina-quinases (PI3K, MAPK e PKC), supressao da
anoikis (apoptose resultante da perda de interagdo da célula com a matriz), e a possivel
estimulagio da angiogénese tumoral, ' 133 13% 133153

Sabe-se que a fosforilagdo do TrkB, através de sua ligacdo com a neurotrofina BDNF,
também provoca a fosforilagio de membros da via MAPK (Figura 12). Lembrando que em
aproximadamente 50-60% dos melanomas, essa via ¢ ativada por mutacdes de BRAF,
desencadeando a carcinogénese do melanoma, e tornando a via MAPK, alvo de terapias como
os inibidores de BRAF ¢ de MEK."**">*

Portanto, essas evidéncias sugerem que TrkB e BDNF podem apresentar um importante
papel progndstico em varias neoplasias, e, uma vez confirmada essa hipotese, o uso de
antagonistas do TrkB, ou anticorpos monoclonais contra TrkB ou BDNF, podem ser
investigados como novas terapias para aqueles tumores com expressao alterada de BDNF/TrkB.
Além disso, em neoplasias aonde ja existem tratamentos cujo alvo encontra-se nessas vias
ativadas pelo TrkB, a expressao aumentada dessa proteina também podera ser investigada como

um potencial biomarcador de resposta, resisténcia ao tratamento ou toxicidade a essas terapias.
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Figura 12. Representacdo dos receptores TRK e principais vias de transducdo de sinal. Os
receptores TRK possuem um dominio extra-celular de ligacdo, uma regido transmembrana
singular e uma regido intracelular de comprimento variavel. Os circulos verdes cheios
representam as regides ricas em cisteina, que sdo separadas por repeticdes de fibronectina tipo
III (linha dentada). Os circulos verdes abertos representam os dominios semelhantes a Ig que
se ligam aos monomeros BDNF diméricos levando a dimerizagdo dos receptores TrkB e a
ativa¢do do dominio intracelular do TrkB (retangulo preenchido com circulos). A ativacdo do
TrkB leva a fosforilacdo (P) de um numero de tirosinas (Y) no dominio da tirosinoquinase, bem
como no dominio justamembrana. Esses residuos PY servem como locais de encaixe para
proteinas citoplasmaticas, como Shc e PLCy, cujo recrutamento, por sua vez, leva a ativagao
de mediadores a jusante das vias MAPK, PLCy e quinase PI-3. Em tltima andlise, esses sinais
sdo transduzidos para o nicleo para mediar programas de transcricdo que regulam as fungdes
celulares, como a plasticidade sinéptica, a diferenciacdo, o crescimento, a sobrevivéncia e a
motilidade. Os outros membros da familia TRK, TrkA e TrkC, sdo representados para ilustrar

a conservacao estrutural desta familia de genes. O P75 ¢ um receptor de pan-neurotrofina.
Fonte: Thiele CJ et al. Clin Cancer Res 2009;15(19)pag.5964
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3 JUSTIFICATIVA

Recentemente, a identificagdo das alteragdes moleculares do ambiente imunoldgico
envolvido no processo de progressdo do melanoma, assim como, um maior conhecimento das
conexdes entre essas vias moleculares e os fatores de risco dessa neoplasia, permitiram o
desenvolvimento de novas drogas. Tanto as novas formas de imunoterapias, quanto as novas
drogas dirigidas a alvos especificos, apresentaram melhores taxas de resposta € um melhor
perfil de toxicidade, mas ainda assim, apresentam limita¢cdes como a selecdo do paciente e 0s
elevados custos.

A expressdao do TrkB ja foi estudada em outras neoplasias, conferindo, em geral, um
pior prognostico e resisténcia ao tratamento citotoxico. Devido a relevancia do melanoma em
termos de morbidade, mortalidade e com a elevagdo das suas taxas de incidéncia nas ultimas
décadas, nds examinamos o perfil da expressio do TrkB, e do seu ligante, o BDNF, no
melanoma, afim de avaliar o comportamento dessas expressdes durante as diferentes fases de
progressdo do melanoma e os seus papéis como fatores prognoésticos; identificando um possivel
alvo terapéutico para essa neoplasia. Estudos anteriores pesquisaram a expressao do TrkB no
melanoma uveal e nas metéstases cerebrais de melanoma, porém, ndo havia sido avaliada a
associacdo dessa expressdo com a progressdo € com o progndstico no melanoma cutaneo,

embora esta seja a apresentagdo mais frequente dessa neoplasia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Determinar a frequéncia da expressdo do TrkB e BDNF no material de bidpsias de

pacientes portadores de melanoma cutaneo.

4.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a expressdo do TrkB nas amostras de biopsias de melanoma cutaneo,
oriundas do sitio primario ou metastatico.

b) Determinar a expressdo de BNDF, TrkA e NGF, nas amostras de biopsias de
melanoma cutineo, oriundas do sitio primario ou metastatico.

c) Relacionar a expressdo do TrkB com os diferentes niveis de espessura de Breslow e
de invasdo de Clark, presenca de ulceracado, indice mitotico, infiltrado linfocitario, estadiamento
TNM, SLR e SG.

d) Relacionar a expressdo de BNDF, TrkA e NGF, com os diferentes niveis de espessura
de Breslow e de invasdo de Clark, presenca de ulceracdo, indice mitdtico, infiltrado linfocitério,

estadiamento TNM, SLR e SG.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento

Foi realizado um estudo transversal, onde o fator de estudo foi o diagnostico histologico
de melanoma cutaneo, e o desfecho, o perfil de expressdao do TrkB.

Questado de pesquisa: A expressao do TrkB esta alterada no melanoma cutaneo?

Hipotese: Nas células do melanoma cutidneo ocorre um aumento da expressao do TrkB.

Apods essa primeira etapa, com a identificagdo da associacdo entre a expressao
aumentada do TrkB e as outras varidveis estudadas (idade, sexo, localiza¢ao do tumor primario,
tipo histologico, presencga de ulceragdo, indice de Breslow, nivel de Clark, estagiamento TNM,
indice mitdtico, infiltrado intratumoral e peritumoral), foi avaliado, através de uma coorte
histérica, o impacto dessa expressdo na sobrevida livre de recidiva e sobrevida global.

Conjuntamente, foram avaliados também as expressdes de BDNF, TrkA e NGF.

5.2 Caracterizacio da Amostra

Utilizando uma amostragem aleatéria, de um total de 148 pacientes selecionados por
apresentarem 0s registros necessdrios para a coleta das informacgdes clinicas, através dos
registros hospitalares; posteriormente, foram excluidos 9 pacientes por apresentarem material
insuficiente para realizagdo da imuno-histoquimica (IH). Dos 139 pacientes incluidos, em 15
pacientes foram analisadas amostras da lesdo primaria e de um sitio de metastase, totalizando
154 amostras de biopsias de melanoma, armazenadas em blocos de parafina e arquivadas no
Departamento de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e do Servigo de
Patologia do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), registrados no periodo de 2004 a
2012. A selecdo das amostras de melanoma deveria preencher os seguintes critérios de inclusao
e exclusdo, conforme listado abaixo.

Critérios de inclusao:

1) Diagnostico por exame histologico ou, quando necessario, por IH, de melanoma

cutaneo.

2) Obtencao da amostra realizada entre 01/01/2004 e 31/10/12.

Critérios de exclusao:

1) Diagnéstico de outra neoplasia em estagio avangado, ou outra doenga grave, que

poderiam interferir diretamente na sobrevida do paciente.
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2) Diagnostico de melanoma ndo cutaneo (mucosa, ocular).

3) Nao localizagdo da amostra, armazenadas em bloco de parafina, nos arquivos dos

servigos de patologia do HCPA e HUSM.

4) Nao identificagdo de area de tecido tumoral na amostra submetida a coloragdo com

Hematoxilina-Eosina.

5) Auséncia de registro de dados nos prontuarios, que poderiam comprometer a coleta

das varidveis em estudo.

No laboratoério de Patologia do Servigo de Pesquisa Experimental do HCPA, apos a
identificacdo da por¢ao mais representativa de cada amostra de melanoma, da lesdo primaria
na pele e/ou da metastase, por exame em coloragdo com Hematoxilina-Eosina, foi realizado o
exame imuno-histoquimico para avaliar a expressao de TrkA, TrkB, NGF ¢ BDNF.

A partir de cada um dos 154 blocos de parafina com amostras de melanoma, e 48
blocos com pele normal ou lesdo pigmentar benigna, foram montados cortes de trés micras de
espessura em laminas revestidas com organosilano. Para realizacdo do exame de IH, as laminas
foram aquecidas em estufa a 80°C por 30 minutos, desparafinadas em xilol, re-hidratadas em
alcool etilico e depois em agua destilada. A recuperagdo antigénica foi realizada em banho-
maria por 20 minutos a 95°C em tampao citrato (pH 6,0) e resfriada por 10 minutos. A
inativacdo da peroxidase endogena foi obtida por imersdo em perdxido de hidrogénio a 5% em
metanol por 20 minutos. O bloqueio proteico foi realizado com 5% de leite em p6 desnatado
diluido em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Os seguintes anti-corpos primarios
diluidos 1:50 em PBS, foram mantidos durante 12 h a 4 °C: policlonal anti-TrkA de cabra (sc-
20539, Santa Cruz Biotchnology), policlonal anti-NGF de coelho (sc-33602, Santa Cruz
Biotchnology), monoclonal anti-TrkB de camundongo (sc-377218, Santa Cruz Biotchnology)
e policlonal anti-BDNF de coelho (sc-20981, Santa Cruz Biotchnology). Foram utilizados dois
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase de rabano: IgG-H&L anti-cabra de asno
(ab7125, Abcam) e IgG anti-coelho de cabra (AP132P, Millipore), na dilui¢cdo 1: 200. A reagdo
antigeno-anticorpo foi avaliada usando o método de substrato-cromogénio DAB (K3468, Dako
Cytomation). O ntucleo celular foi levemente contrastado com a hematoxilina.

A imunorreatividade positiva para TrkA, TrkB, BDNF e NGF, foi definida como
precipitado de cor marrom na membrana e no citoplasma. As amostras de controle expostas
apenas ao anticorpo secundario ndo apresentaram coloracdo especifica. O patologista que

avaliou as IH ndo teve conhecimento das informacgdes clinicas do paciente.
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A expressao de TrkB, BDNF e TrkA foi avaliada quanto a positividade (positivo e
negativo), intensidade (fraca, moderada e forte) e porcentagem de células positivas. A
expressao de NGF foi avaliada apenas quanto a positividade.

Os resultados da IH foram avaliados em relacdo a associagdo com as seguintes variaveis:
sexo, idade ao diagnostico, subtipo histolégico do Melanoma, localizacdo do tumor primario,
nivel de invasdo de Clark, indice de espessura de Breslow, presenca de ulceracdo, indice
mitdtico, presenga de infiltrado intra-tumoral e peri-tumoral, estadiamento TNM, SLR e SG.

Um potencial fator de confusdo nas analises de sobrevida, entre os grupos com maior
ou menor expressdo das neurotrofinas e de seus receptores, seriam os tratamentos que os
pacientes com estagio IV foram submetidos. Os resultados de SG e SLR poderiam ser afetados
pela variacdo desses tratamentos quimioterdpicos. No entanto, um nimero muito pequeno
desses pacientes recebeu tratamento com terapia alvo ou imunoterapia (<5%), a grande maioria
recebeu quimioterapia citotdxica, que era o tratamento recomendado como padrdo durante a
maior parte do periodo do qual as amostras dos pacientes foram obtidas. E com relagdo a
quimioterapia citotoxica, ¢ importante ressaltar, que nenhum estudo randomizado, controlado

. . .. . 86
e fase III, demonstrou beneficio de sobrevida com o uso da quimioterapia no melanoma.

5.3 Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padrdo; e as
qualitativas em percentuais. A unidade de pesquisa considerada foi o paciente com melanoma
cutaneo. As variaveis em estudo foram: a expressdo de TrkB, BDNF, TrkA e NGF; a idade; o
sexo; a localizagdo da lesdo primaria; o tipo histologico; a presenga de ulceragdo; o indice de
Breslow; o nivel de Clark; o indice mit6tico; a presenca de infiltrado linfocitario intra-tumoral
e peri-tumoral; e o Estagiamento TNM.

Foram utilizados os testes do qui-quadrado de Pearson, corre¢do de continuidade de
Yates ou exato de Fisher, quando adequados, para analisar a associagdo entre os resultados
encontrados na Imuno-histoquimica e as variaveis: idade maior ou menor do que 60 anos, sexo,
localizagdo da lesdo, tipo histologico, indice de Breslow por categorias, indice mitdtico por
categorias, nivel de Clark, presenca de ulceragdo e presenca de infiltrado linfocitario intra e
peri-tumoral.

Ap6s a aplicacdo dos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, foi identificada
uma distribui¢do assimétrica das variaveis continuas: idade, indice de Breslow, indice mitotico

e porcentagem de células imunorreagentes. Foram entdo utilizados nestas variaveis os testes
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ndo-paramétricos, como o teste de Mann-Whitney ou o de Kruskal Wallis.

Para analise de Sobrevida Livre de Recidiva e Sobrevida Global, foi utilizado a curva
de Kaplan-Meier; e o teste de Log-Rank, foi utilizado para avaliar a diferenca de sobrevida
entre os pacientes com e sem hiperexpressdo de cada uma das proteinas: TrkB, BDNF, TrkA e
NGF. Foi utilizado o modelo de regressdo de Cox para ajuste por idade, sexo, nivel de Clark,
indice de Breslow, presenca de ulceracdo e estadiamento. Foi estabelecido p<0,05 para
considerar os resultados significativos. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o
programa SPSS versdo 18.0.

Foram também analizadas, com as mesmas técnicas de imuno-histoquimica, a expressao
de TrkB, BDNF, TrkA e NGF, em 28 amostras de bidpsia de pele com diagndstico de nevo
melanocitico, 7 amostras de lentigo simples e em 13 amostras de pele normal.

Dados faltantes (missings) das variaveis de interesse ndo foram incluidos nas andlises

especificas.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

As amostras de bidpsias utilizadas foram provenientes dos arquivos do Servigo de
Patologia do HCPA e do Servigco de Patologia do HUSM, ndo sendo necessaria a coleta de
novas amostras de tecido, assim como a aplicagdo de termo de consentimento livre e
esclarecido. As informagdes de cada paciente foram obtidas através da revisdo dos prontudrios,
e os dados compilados e que constardo nas divulgagdes futuras serdo completamente anonimos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do HCPA e da UFSM (GPPG # 14-0550).
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Abstract

Normally, activation of tropomyosin-related kinase (TRK) receptors by neurotrophins (NTs)
stimulates intracellular pathways involved in cell survival and proliferation. Dysregulation of
NT/TRK signaling may affect neoplasm prognosis. Data on NT and TRK expression in
melanomas are limited and it is unclear whether NT-TRK signaling pathways are involved in
the origin and progression of this neoplasm. Here, we examined whether NT/TRK expression
differs across different cutaneous melanoma grades and subtypes and whether it is associated
with melanoma prognosis and survival. A cross-sectional study was performed in which the
expression of TrkA, TrkB, nerve growth factor (NGF), and brain-derived neurotrophoic factor
(BDNF) were analyzed by immunohistochemistry (IHC) of 154 melanoma samples. We
investigated NT/TRK expression associations with prognostic factors for melanoma, relapse-
free survival (RFS), and overall survival (OS). Of the 154 melanoma samples, 77 (55.4%) were
TrkA immunopositive, 81 (58.3%) were TrkB immunopositive, 113 (81.3%) were BDNF
immunopositive, and 104 (75.4%) were NGF immunopositive. We found NT/TRK expression
associated strongly with several clinical prognostic factors, including tumor-node-metastasis
(TNM) stage (p < 0.001), histological subtype (p < 0.001), and Clark level (p < 0.05), as well
as with a worse OS (p < 0.05 for all, except TrkB) and RFS (p < 0.05 for all). Our results show
strong associations of NT/TRK expression with melanoma stage progression and a poor

prognosis.

Keywords: Melanoma, TrkA, TrkB, Brain-Derived Neurotrophic Factor, NGF
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Introduction

Advances in the treatment of metastatic melanoma, including selective kinase inhibitors
[1,2] and, more recently, immune checkpoint blockers, have prolonged patient survival times
[3-6]. However, even these new therapies have limitations related to patient selection, adverse
events, and resistance [7]. Thus, efforts to further elucidate melanoma biology and identify new
therapeutic targets are useful for the development of novel effective treatments.

The transition of a normal melanocyte into a melanoma cell and the mechanisms by
which melanoma cells then utilize the properties of melanocytes and melanocyte progenitors in
their progression are not well understood [8]. Embryologically, precursor melanocytes are
derived from the neural crest and then migrate to different areas in the body, such as the skin,
meninges, mucous membranes, upper esophagus, and eyes, during the course of fetal
development [9,10]. Melanoma may arise from any of these peripheral sites, though the most
common location is by far hair follicle-bearing skin, arising from melanocytes at dermal-
epidermal junctions [11].

Tropomyosin-related kinase (TRK) receptors are a family of tyrosine kinase receptors
that are activated by neurotrophins (NTs), such as nerve growth fator (NGF), brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), NT-3, and NT-4 [12]. NTs have a wide variety of functions in
neural and non-neural tissues, controlling the physiology in adults as well as embryonic
development. Although the TRK receptors are activated preferentially by NTs, they also
possess NT-independent signaling functions [13]. Normally, the primary functions of TRK
receptors, including TrkA, TrkB and TrkC subtypes, include regulating neuronal growth,
differentiation, and programmed cell death. However, fusion of the TRK gene with the
tropomyosin gene at the locus encoding its extracellular domain results in a receptor with
constitutive tyrosine kinase activity, which induces continuous cellular proliferation [14].

Previous studies have described NT stimulation in melanoma cell invasion [15]
suggestive of a possible role of TrkC in early-stage progression of melanoma [16]. Additionally,
it has been suggested that TrkA may mediate a trade-off between neoplasic transformation and
an adaptative antiproliferative response, the latter of which has been associated with shortened
survival [17]. TRK receptors can activate important intracellular signalling pathways involving
receptor autophosphorylation and downstream induction of mitogen-activated protein kinase
(MAPK) and protein kinase B (PKB/Akt) [18].

Recently, the pan-TRK inhibitor entrectinib has attracted attention for its anti-tumor

effect [19]. In the present study, we analyzed the association of TrkA, TrkB, NGF, and BDNF
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expression with prognostic factors in patients with cutaneous melanoma with the aim of
determining whether NT/TRK expression is associated with melanoma progression and
survival. We used immunohistochemistry (IHC) to investigate NT and TRK expression across
melanoma tumor-node-metastasis (TNM) stages, including metastatis samples, and also
evaluated their expression in non-neoplasic skin and in nevi. We assessed overall survival (OS)

and relapse-free survival (RFS) in relation to the expression of NTs and their receptors.

Materials and Methods

We obtained 154 paraffin blocks of cutaneous melanoma with primary lesion and/or
metastasis samples from Pathology Department archives at the hospital associated with the
Federal University of the city of Santa Maria and the hospital associated with the Federal
University of Rio Grande do Sul in Porto Alegre, Brazil. The study was approved by the
Research Ethics Committe of both universities. All tissues were fixed in neutral buffered
formalin and embedded in paraffin between September 2004 to November 2012.

The blocks included samples from 139 patients whose clinical and prognostic data
(age at diagnosis, sex, treatment, progression, and survival) were obtained from medical
records. RFS time was calculated from the surgical resection of the first lesion to the date of
the first loco-regional or distant recurrence. OS time was estimated from the date of the first
surgical resection to the date of the last follow-up or time of death regardless of cause. Patients
with a diagnosis of uveal or mucosal melanoma and other serious diseases that could interfere

with survival were excluded.

The diagnoses were made by expert pathologists according to the classification system
of the American Joint Committe on Cancer. The number of samples evaluated from each case
varied according to the size and characteristics of the lesion, ranging from 1 to 22; and the most
representative sample was identified by the pathology staff and submitted to
imunohistochemical evaluation. Fifteen patients with melanoma had both primary lesion and
metatasis samples evaluated by IHC. We also evaluated 48 samples of normal skin or benign
pigment cell lesions (13 normal skin areas, 7 solar lentigos, and 28 melanocytic nevi) from
patients undergoing mammoplasty or benign cutaneous lesion excisions with no history of

melanoma.

From each of the 202 paraffin blocks, 3-pm-thick sections were mounted on

organosilane-coated slides. In preparation for IHC, the slides were heated in a stove at 80 °C
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for 30 minutes, dewaxed in xylol, cleared in ethyl alcohol, and then rehydrated in distilled
water. Antigen recovery was performed in citrate buffer (pH 6.0) heated to 95 °C in a water
bath for 20 minutes, followed by a 10-minute cooling period. Endogenous peroxidase activity
was blocked with 5% hydrogen peroxide solution in methanol for 20 minutes. Protein blocking
was performed with 5% skim milk powder diluted in phosphate buffered saline (PBS) for 20
minutes. The following primary antibodies (all from Santa Cruz Biotchnology) were diluted
1:50 in PBS and applied for 12 h at 4 °C: polyclonal goat anti-TrkA (sc-20539), monoclonal
mouse anti-TrkB (sc-377218), polyclonal rabbit anti-BDNF (sc-20981), and polyclonal rabbit
anti-NGF (sc-33602). Donkey anti-goat [gG-H&L (ab7125, Abcam) and goat anti-rabbit IgG
(AP132P, Millipore) horseradish peroxidase-conjugated secondary anitbodies were applied
(dilution 1:200 in PBS) for 90 minutes at room temperature. Immunoreactivity was assessed
with a liquid 3,3'-diaminobenzidine substrate chromogen system (K3468, DakoCytomation).
The cell nucleus was lightly contrasted with hematoxylin.

Positive immunoreactivity was defined as brown-colored precipitate in the membrane
and cytoplasm (Figure 1). Such staining occurred regardless of being a pigmented or
nonpigmented area of melanoma cells, and homogeneously through the thickness of tumor
areas. TrkA, TrkB, and BDNF immunopositivity were classified as none, weak, moderate, or
strong; we also evaluated the percentage of cells labelled (0-100%) in 5% increments
(Supplementary Tables 1 and 2). Due to the relatively poorer quality of anti-NGF IHC, we
identified NGF labelling as simply positive or not. Thus, clinicopathological variables are
correlated only in relation to the absence or presence of the analyzed NTs and TRKs. Negative
control samples exposed only to secondary antibody showed no specific staining. The
pathologist who evaluated the IHC results was blind to the patients’ clinical status.
Lymphocytes in the tumor mass stroma or within tumor cell nests were classified as
intratumoral; lymphocytes surrounding the tumor mass were classified as peritumoral. Tumor-
infiltrating lymphocyte (TIL) grade was scored as absent, nonbrisk, or brisk [20,21]. Brisk and

nonbrisk grades were recorded as present.

Statistical analysis

All statistical analyses were completed in SPSS version 18.0. Chi-square tests were
performed to evaluate associations between categorical variables. Normality analysis was
performed with the Shapiro-Wilk test. Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis tests were used for

nomparametric comparisons. RFS and OS were estimated with the Kaplan-Meier method and
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the log-rank test. Hazard ratios (HRs) from Cox regression analysis were used to determine
whether OS was associated with the expression of NTs or TRK receptors. For all comparisons,

p < 0.05 was considered statistically significant.

Results

Basic clinicopathological features

The 139 patients with melanoma whose biopsies were analyzed (Tables 1 and 2)
included 69 (49.6%) males and 70 (50.4%) females, with a median age of 57.95 years (range,
15-88 years). TrkA and TrkB immunopositivity were observed in 77 (55.4%) and 81 (58.3%)
cases, respectively. BDNF immunopositivity was found in 113 (81.3%) cases. Because one
patient did not have enough material to perform NGF IHC, 138 patients were evaluated for
NGF expression, of which 104 (75.4%) were immunopositive for NGF.

Of the 77 TrkA immunopositive cases, 69 (89.6%) were also immunopositive for the
TrkA-binding NT NGF. Of the remaining 61 cases negative for TrkA, 26 (42.6%) were also
negative for NGF. Of of the 81 TrkB immunopositive cases, 75 (92.6%) were also
immunopositive for BDNF, while 20 of the 58 cases (34.5%) that were negative for TrkB were
negative for BDNF.

TrkA and clinicopathological factors of Melanoma

TrkA immunopositivity was not significantly related to age (p = 0.297), gender (p =
0.437), primary neoplasm location (p = 0.208), ulceration (p = 0.672), intratumoral TILs (p =
0.553), or peritumoral TILs (p = 0.334). TrkA expression in the primary lesion and metastasis
samples were concordant in 73.3% (11/15) of the evaluated patients.

TNM stage 0 samples showed a significant association with TrkA expression
negativity, whereas TNM stage IV samples were associated with TrkA immunopositivity (p <
0.001). Clark level I was associated with TrkA expression negativity, whereas Clark level V
was associated with TrkA immunopositivity (p = 0.004). A low mitotic index was associated
with the absence of TrkA expression, while an index greater than 5/10 high-power fields was
associated TrkA immunopositivity (p = 0.012). We also observed a statistical trend toward an
association between tumor thickness and TrkA expression (p = 0.051). Lentigo maligna (LM),

in situ melanoma, and lentigo maligna melanoma (LMM) were associated with TrkA



59

expression negativity, whereas acral lentiginous melanoma (ALM) and nodular melanoma

(NM) were associated with TrkA immunopositivity (p < 0.001).

TrkB and clinicopathological factors of melanoma

TrkB expression was not related to age (p = 0.784), gender (p = 0.807), or the location
of the primary lesion (p = 0.181). One of the 15 patients who had two samples analyzed had an
insufficient metastatic sample for analysis; among the remaining 14 patients’ metastatic
samples, 8 (57.1%) had TrkB expression.

Similar to our findings with TrkA expression, an association was identified between
TNM stage 0 and TrkB expression negativity as well as between TNM stage IV and TrkB
immunopositivity (p < 0.001). Melanomas with Clark level I samples were associated with
TrkB expression negativity, whereas Clark level IV samples were associated with TrkB
immunopositivity (p = 0.004). TrkB expression was not related to tumor thickness, mitotic
index, ulceration, or the presence of intratumoral or peritumoral TILs (p = 0.532, p = 0.093, p
= 0.756, p = 0.891 and p = 0.602, respectively). Regarding histological subtype, LM was
associated with TrkB expression negativity, whereas superficial spreading melanoma (SSM),

NM, and ALM were associated with TrkB immunopositivity (p < 0.001).

NGF and clinicopathological factors of melanoma

NGF expression was not significantly related to age (p = 0.433), gender (p = 0.373),
location of the primary lesion (p = 0.288), ulceration (p = 0.466), intratumoral TILS (p > 0.999),
or peritumoral TILS (p = 0.272). NGF expression in the primary lesion and metastasis samples
showed concordance in 60% (9/15) of the cases.

An absence of NGF expression was associated with TNM stage 0 grading, whereas
NGF immunopositivity was associated with TNM stage IV grading (p < 0.001). Regarding
depth, Clark level I was associated with no expression of NGF, and Clark level IV was
associated with NGF immunopositivity (p = 0.023). Tumor thickness did not correlate with
NGEF positivity (p =0.095). A higher mitotic index was associated with NGF positivity, whereas
an absence of NGF expression was associated with a low mitotic index (p = 0.041). LM and
LMM histologies were associated with an absence of NGF expression, whereas SSM and ALM
subtypes were associated with NGF immunopositivity (p < 0.001).



60

BDNF and clinicopathological factors of melanoma

BDNF expression was not related to age (p = 0.521), gender (p = 0.860), location of
the primary tumor (p = 0.545), or the presence of intratumoral (p= 0.203) or peritumoral (p =
0.963) TILs. A significant association was found between BDNF expression negativity and
TNM stage 0, as well as between BDNF immunopositivity and TNM stage IV (p < 0.001).
Regarding depth of invasiveness, Clark level I was associated with BDNF expression
negativity, whereas Clark level IV was associated with BDNF immunopositivity (p < 0.001).
Moreover, tumor thickness (in mm) was found to associate directly with BDNF expression
negativity (p = 0.002). Ulceration was associated with BDNF expression; conversely, an
absence of ulceration was associated with non-expression of BDNF (p = 0.036). /n situ and LM
histological subtypes showed a correlation with BDNF expression negativity, whereas
melanoma metastases were associated with BDNF immunopositivity (p < 0.001). For the 14
patients for which there were sufficient primary tumor and metastasis samples, all specimens,
both primary and metastatic, were BDNF immunopositive. The metastasis biopsy sample for a

15™ patient was insufficient for analysis.

NT and TRK expression in normal skin and benign pigmentary lesions

As reported in Table 3, all normal skin and solar lentigo samples showed no
immunoreactivity for any of the examined NTs and TRK receptors. Of the 28 nevis, 26 (92.9%)
were BDNF immunopositive, 12 (42.9%) were NGF immunopositive, 10 (35.7%) were TrkB
immunopositive, and 3 (10.7%) were TrkA immunopositive. TrkA (10.7% vs. 55.4%, p <
0.001), TrkB (35.7% vs. 58.3%, p = 0.048), and NGF (42.9% vs. 75.4, p = 0.001)
immunolabeling were all significantly more frequent in nevi than in melanomas. BDNF

expression was similarly common among these two tissue types (92.9% vs. 81.3%, p = 0.172).
Survival analysis

A total of 139 patients diagnosed with cutaneous melanoma or recurrence from 2004
to 2012 were included in the survival analysis, which took into account the original date of
diagnosis, including dates prior to the aforementioned period for patients with diagnosed

recurrence between 2004 and 2012. In Kaplan-Meier analysis (Figures 2 and 3), OS and RFS
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were found to be inversely related to expression of TrkA (p =0.025 and p = 0.002, respectively),
TrkB (p = 0.174 and p = 0.005, respectively), BDNF (p = 0.002 and p = 0.001, respectively),
and NGF (p =0.030 and p = 0.007, respectively). The absence of NT and TRK expression, with

the exception of TrkB (not significant) were associated with a reduced mortality risk (Table 4).

Discussion

To the best of our knowledge, the present study was the first to examine a possible
association between NT/TRK expression and clinical stage parameters of melanoma. We found
that TNM stage 0 samples showed a strong tendency to not express NTs or TRK receptors,
whereas TNM stage IV samples showed a strong association with NT and TRK
immunopositivity. With respect to Clark levels, we identified a strong association of an absence
of immunoreactivity for NTs and TRKs with level I grading, whereas TRK positivity was found
to be strongly associated with level V grading and NGF, TrkB, and BDNF expression were all
associated with level IV grading. Thicker and ulcerated tumors showed a significant propensity
for BDNF expression, as well as non-significant trends for TrkA, NGF, and TrkB expression.
Histological diagnoses of NM, ALM, and SSM were associated with expression of NTs and
TRKs, while in situ melanoma, LM, and LMM were associated with an absence of NT/TRK
expression.

These findings are in line with those published by Florenes et al. [17], who reported
a significant variation of TrkA expression, with the lowest expression being observed in thinner
lesions, as well as a significant association of TrkA expression with ulceration and with the NM
subtype. Furthermore, our observation of a strong association between melanoma metastasis
and BDNF immunopositivity is consistent with Innominato et al.’s [38] report of more frequent
expression of BDNF and TrkB in metastatic lesions, compared to primary lesions, and further
supports the hypothesis that BDNF activation of TrkB receptor signaling promotes
neuroblastoma metastasis, via PI3K/Akt/mTOR and MAPK pathways [39]. Regarding mitotic
index, we found that a higher index was associated with the presence of TrkA and NGF
immunoreactivity. A similar nonsignificant trend was observed for TrkB and BDNF.
Although normal skin samples and solar lentigo lesions were negative for NT and TRK
expression, we found that melanocytic nevi presented considerable NT and TRK expression.
This positivity in nevi might reflect an adaptive anti-proliferative response involving MAPK
activation [18], which may trigger an oncogene-driven senescence process involving

NTs/TRKs, similar to that described for B-Raf expression in nevi [40]. This senescence may
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take some time to occur, allowing an initial proliferation phase that results in a benign tumor
[41,42]. Negligible or absent NT/TRK expression in early-stage melanomas could reflect a
failure of this mechanism to stop premalignant growth [42]. Activation of these pathways in
late-stage melanoma may be unable to cause cancer cell senescence due to the accumulation of
other oncogenic mutations [42]. It remains unclear whether high expression levels of NTs and
TRKs in advanced cancers indicate a poor prognosis or reflect an adaptive anti-proliferative
process.

We found significant diferences in RFS and OS in relation to the expression of TRKs
and NTs (except TrkB for OS). The number of patients included did not allow an adjusted
survival analysis for different prognostic factors or treatment types. However, none of the
standard-of-care treatments that patients had access to during this time period were found to
improve survival in a prospectively randomized, well-controlled phase III trial [43]. Our study
evaluated patients who, generally speaking, did not have access to new therapies (e.g. targeted
agents and new immunotherapies) or new predictive tests of response (e.g. BRAF mutation
screening and programmed dealth-ligand 1 protein expression) [7]. Larger studies are needed
to examine the relationships of NT and TRK expression levels with responsiveness to new
therapies and predictive biomarkers [44].

Melanocytes share with the nervous system a neuroectodermal origin, as well as the
expression of NTs and NT receptors [22-24]. The involvement of NTs and TRKSs in oncogenesis
has been investigated in several types of tumors [25-33], and NT activation of TRK receptors
has been shown to be involved in early-stage malgnancy development, metastasis, and
resistance to treatment [34-37]. In an IHC study of 15 cutaneous melanoma, 12 melanoma
metastasis, and 16 benign pigment cell lesion samples, Innominato et al. [38] found that
expression of NGF, BDNF, NT-3, and their receptors (p75, TrkB, and TrkC) was more frequent
in cutaneous melanoma and metastasis samples than in benign lesions or normal skin [38].
Interestingly, Xu et al. [16] found TrkC expression in 30% of benign compound nevi (3/10)
and 62% of melanomas (39/63), with the frequency of TrkC expression increasing with the
progression from in situ (58%) to papillary dermal invasive (91%) lesions, and then decreasing
with deeper dermis (57%) and metastatic progression (31%). In another IHC study, Florenes et
al. [17] found TrkA expression in 54.6% of 152 primary lesions and 30% of 64 metastases,
with an association of TrkA expression with NM subtype, tumor thickness, and the presence of
ulceration, as well a lower OS among patients with tumors expressing activated TrkA.

Pasini et al. [18] analyzed 31 cutaneous melanoma samples by array comparative

hybridization and identified amplification of the 1g23.1 genomic locus, a melanoma-
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progression hotspot candidate locus that includes the TrkA encoding gene. The analysis was
validated by genomic quantitative polymerase chain reaction, which confirmed TrkA
expression in half of 64 melanomas with an association between TrkA expression and a worse
prognosis [18]. Furthermore, they used induced activation of NGF-TrkA receptor signaling to
induce a cell proliferation suppression phenotype in human melanoma cells in vitro
characterized by inhibited cell division and pronounced intracellular vacuolization [18]. These
events were triggered by MAPK activity, suggesting that the NGF-TrkA-MAPK pathway may
mediate a trade-off between neoplastic transformation and an adaptive anti-proliferative
response [18].

Recently, the TRK protein inhibitors entrectinib (ALKA-372-001 and STARTAK-1)
[19] and larotrectinb (NCT02122913, NCT02637687 and NCT02576431) [45] were shown to
be well tolerated and to exhibit marked and durable antitumor activity in patients with TRK
fusion-positive cancer, regardless of patient age or tumor type. Recurrent TRK fusions
involving the NTRK1/2/3 genes (which encode TrkA/B/C proteins, respectively) lead to
overexpression of the chimeric protein, resulting in constitutive downstream signaling [45]. Our
study suggests a strong role for the NTs NGF and BDNF, in addition to TRKSs, in melanoma
progression, likely through the activation of TRK receptors. Thus, increased NT expression
should be investigated as a possible mechanism of resistance to multikinase inhibitors.

If confirmed to be safe and efficacious, the emergence of pan-TRK inhibitors as a
malignant melanoma therapy strategy would expand treatment options for this patient
population substantially. The choice of melanoma treatment should take into account patient-
specific features, such as biomarkers, comorbidities, and biochemical and clinical parameters
of melanoma kinetics. In summary, our results show that NT/TRK expression is related to
melanoma progression and worse survival. Future studies are needed to clarify whether elevated
NT/TRK expression is predictive of aggressive phenotypes, whether NT/TRK tumor
characterization is useful for prognostication, and whether NT/TRK expression, perhaps in
some stages, may represent an adaptive response, as suggested by their increased expression in

nevi.
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Table 1 Clinicopathological characteristics of 139 patients with melanoma according to TRK and NT expression.

Vari No. TrkA (%) TrkB (%) NGF (%)* BDNF (%)
ariable cases Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive
(N=62) (N=77) (N=58 (N=81) (N=34 (N=104 (N=26 (N=113)
Age, years
<60 75 37(59.7)  38(49.4) 30(51.7) 45(55.6) 16(47.1) 59(56.7) 16(61.5)  59(52.2)
260 64* 25(40.3)  39(50.6) 28(48.3) 36(44.4)  18(52.9) 45(43.3) 10(38.5) 54 (47.8)
p=0297 p=0.784 p=0.433 p=0.521
Gender
Male 69* 28(45.2)  41(53.2) 30(51.7) 39(48.1) 14(41.2) 54(51.9) 12(46.2)  57(50.4)
Female 70 34(54.8) 36(46.8) 28(483) 42(51.9) 20(58.8) 50(48.1)  14(53.8)  56(49.6)
p=0.437 p=0.807 p=0373 p=10.860
Localization
Head and neck 36* 15(24.2) 21(27.3) 19(32.8) 17(21.0) 12(353) 23(22.1)  7(26.9)  29(25.7)
Trunk 47 27(43.5)  20(26.0) 21(362) 26(32.1) 12(353) 35(33.7) 10(38.5) 37(32.7)
Upper extremity 20 8 (12.9) 12(15.6)  8(13.8) 12 (14.8) 2(5.9) 18(17.3)  5(19.2) 15 (13.3)
Lower extremity 27 10(16.1)  17(22.1)  6(103)  21(259)  5(14.7) 22(21.2)  4(154)  23(20.4)
Unknown 9 2(3.2) 7(9.1) 4 (6.9) 5(6.2) 3(8.8) 6 (5.8) 0 (0.0) 9 (8.0)
p=0.208 p=0.181 p=0.288 p=0.545
TNM stage
0 29 24 (38.7) 5(6.5) 23 (39.7) 6 (7.4) 16 47.1) 13 (12.5)  18(69.2) 11(9.7)
L(IA, IB) 20 10 (16.1) 10 (13.0) 6 (10.3) 14 (17.3) 6 (17.6) 14 (13.5) 4 (15.4) 16 (14.2)
1T (IIA, 1IB, 1IC) 13 5(8.1) 8 (10.4) 4(6.9) 9 (11.1) 1(2.9) 12 (11.5) 0 (0.0) 13 (11.5)
11 17%* 6 (9.7) 11 (14.3) 5 (8.6) 12 (14.8) 5(14.7) 11 (10.6) 3(11.5) 14 (12.4)
IV 60 17(274) 43(55.8) 20(34.5) 40(494)  6(17.6)  54(51.9) 1(3.8) 59 (52.2)
p<0.001 p<0.001 P <0.001 p<0.001

*Metastatic sample missing from 1 case for NGF analysis. Significant associations are highlighted in bold text (adjusted residual > 1.96).
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expression.
No. TrkA (%) TrkB (%) NGF (%)* BDNF (%)
Variable cases Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive
(N=62) (N=77) (N=58) (N=81) (N=34) (N=104) (N=26) (N =113)
Histology
In situ 16 11(17.7) 5(6.5) 10 (17.2) 6(7.4) 7(20.6) 9(8.7) 10(38.5) 6(5.3)
SSM 42 16(25.8) 26(33.8) 12(20.7) 30(37.0) 4(11.8) 38(36.5) 4(154) 38 (33.6)
NM 22 5(8.1) 17 (22.1) 5 (8.6) 17 (21.0) 5(14.7) 17 (16.3) 1(3.8) 21 (18.6)
ALM 11 1(1.6) 10 (13.0) 1(L.7) 10 (12.3) 0(0.0) 11(10.6) 0(0.0) 11(9.7)
LM 13 11 (17.7) 2 (2.6) 12 (20.7) 1(1.2) 8 (23.5) 5(4.8) 7 (26.9) 6(5.3)
LMM 6 5(8.1) 1(1.3) 4(6.9) 2 (2.5 4 (11.8) 1(1.0) 2(7.7) 4 (3.5)
DM 1 1(1.6) 0(0.0) 1(L.7) 0(0.0) 0(0.0) 1(1.0) 0(0.0) 1(0.9)
NOS 8 5(8.1) 3(3.9) 4(6.9) 4 (4.9) 1(2.9) 7(6.7) 2(1.7) 6(5.3)
MM 20 7(11.3)  13¢16.9) 9(15.5) 11(13.6) 5(14.7) 15(14.4) 0(0.0) 20 (17.7)
p <0.001 p < 0.001 p <0.001 p < 0.001
Clark level
I 12 8 (22.2) 4(7.0) 9 (29.0) 3(4.8) 6 (33.3) 6(8.1) 8 (50.0) 4(5.2)
I 17 10(27.8) 7(12.3) 8 (25.8) 9 (14.5) 5(27.8) 12(16.2) 3(18.8) 14 (18.2)
111 20 9(25.0) 11(19.3) 6(19.4) 14(22.6) 3(16.7) 16(21.6) 5(31.3) 15 (19.5)
v 34 9(25.0) 25(439) 6(194) 28(45.2) 3(16.7) 31(41.9) 0(0.0) 34 (44.2)
\Y% 10 0(0.0) 10 (17.5) 2(6.5) 8(12.9) 1(5.6) 9(12.2) 0(0.0) 10 (13.0)
p = 0.004 p =0.004 p = 0.027 p < 0.001
Thickness, mm
<1.00 19 11(36.7) 8(15.1) 7(31.8) 12(19.7) 5(50.0) 14(19.4) 6(85.7) 13 (17.1)
1.01-2.00 14 6 (20.0) 8 (15.1) 4(18.2) 10(16.4) 0(0.0) 14 (19.4) 0(0.0) 14 (18.4)
2.01-4.00 31* 10(33.3) 21(39.6) 8(36.4) 23(37.7) 2(20.0) 28(38.9) 1(14.3) 30 (39.5)
>4.00 19 3(10.0) 16(30.2) 3(13.6) 16(26.2) 3(30.0) 16(22.2) 0(0.0) 19 (25.0)
p = 0.051 p=0.532 p = 0.095 p = 0.002
Mitotic Index, high-power fields
<5/10 40  22(78.6) 18(45.0) 16(76.2) 24(51.1) 9(90.0) 31(54.4) 7(87.5) 33 (55.0)
>5/10 28*%  6(21.4) 22(55.0) 5(23.8) 23(489) 1(10.0) 26(45.6) 1(12.5) 27 (45.0)
p=0.012 p=0.093 p = 0.041 p=0.128
Ulceration
Present 44*  15(41.7) 29(483) 13(419) 31(47.7) 5(33.3) 38(47.5) 1(1L.1) 43 (49.4)
Absent 52 21(58.3) 31(51.7) 18(58.1) 34(52.3) 10(66.7) 42(52.5) 8(88.9) 44 (50.6)
p=0.672 p=0.756 P =0.466 p =0.036
Intratumoral TILs
Present 38  19(30.6) 19(24.7) 15(25.9) 23(284) 9(26.5) 29(27.9) 4(154) 34 (30.1)
Absent 101* 43 (69.4) 58(75.3) 43(74.1) 58(71.6) 25(73.5) 75(72.1) 22 (84.6) 79 (69.9)
p =0.553 p=0.891 p > 0.999 p=0.203
Peritumoral TILs
Present 50 19(32.2) 31(41.9) 18(34.0) 32(40.0) 9(28.1) 41(41.0) 10 (40.0) 40 (37.0)
Absent 83* 40(67.8) 43(58.1) 35(66.0) 48(60.0) 23(71.9) 59(59.0) 15(60.0) 68 (63.0)
p=0.334 p=0.602 p=0.272 p=0.963

*Metastatic sample missing from 1 case for NGF analysis. Significant associations are highlighted in bold text (adjusted

residual > 1.96).
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Melanocytic nevi

TRK and Normal Solar
le::l[;ression (nsl:i;ls) l(flnf%(; Intradermal Compound Junctional Blue  Lentiginous
(n=16) (n=238) (n=1)
TrkA
Negative 13 15 7
Positive 0 1 1
TrkB
Negative 13 11 5
Positive 0 5 3
NGF
Negative 13 10 3
Positive 0 6 5
BDNF
Negative 13 0 1
Positive 0 16 7

Table 4 Univariate analysis of the impact of TRK and NT expression on OS in
139 patients with cutaneous melanoma.

oS

Category Group HR (95% CI) P
TrkA Positive 1

Negative 0.497 (0.266-0.928) 0.028
TrkB Positive 1

Negative 0.657 (0.356-1.210) 0.177
NGF Positive 1

Negative 0.373 (0.148-0.944) 0.037
BDNF Positive 1

Negative 0.088 (0.012-0.641) 0.016

0S: overall survival; HR: hazard ratio; Cl: confidence interval.
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N AN e N A e R
Fig 1. IHC analysis demonstrating expression of TrkB in NM (A, original magnification 50x;
and B, original magnification 400x), BDNF in metastatic melanoma (C, original magnification
40x%; and D, original magnification 200%), of TrkA in SSM (E, original magnification 40x and
F, original magnification 200x), of NGF in LNM (G, original magnification 40% and H, 200x%)
and no TrkB expression in melanoma in situ (I, original magnification 100%). Benign nevi with
weak TrkB immunolabeling (J, original magnification 100x).
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Fig. 2. Kaplan-Meier curves demonstrating the relationship of OS (A and C) and RFS (B and
D) with TrkA (A and B) and NGF (C and D) expression.



A)

B)

74

| Median RFS No. of
1,0 \ 1,0 i
h- 4 LY mo (95% Cl) Relapses
B "y, Negative TrkB (n=58)  110.7 (93.3-128.1) 14
o iy oo L Positive TrkB (n=81)  70.3(54.5-86.1) 22
4 ) o L
M 2 T L
— WHH—HH——h % L B T + Negative TrkB
k4 . [
2 o6 bt = o6
3 L, — + Negative TrkB E
2 L 9 = o bt
] H
g 0 S 0.4 |
£ - - + Positive TrkB € &
Median 0$ No. of 8 N
mo (95% Cl) Deaths ‘.:.
%271 Negative TrkB (n=58) 108.4 (90.9-125.9) 15 0.2 . Positive TrkB
Positive TrkB (n=81)  94.2 (78.8-109.6) 33
004 Log-rank P=0.174 004 Log-rank P=0.005
T T T T T T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
Overall Survival (mo) Relapse Free-Survival (mo)
L . 1,0 L”
% I R + Negative BDNF ( . . Negative BDNF
W, L
0,8 \ o 087 \
Y 2 o
= *
2 S £ ‘
£ o6 o T 5 06 h
- °
5 e 2 "
H . : .
£ L positive BONF | £ ] s
Median OS No. of 2 Log-rank P=0.001 -
mo (95% Cl) Deaths H RosHIVElEDNG
. . 0,2 Median RFS No. of
021 Negative BDNF (n=26) 120.0 (112.5-127.5) 1 m: (;35"% o Rel:p:es
Positive BDNF (n=113)  93.2 (80.2-106.2) 47
Negative BDNF (n=26) 115.2 (103.6-127.0) 2
ol Log-rank P=0.002 oo Positive BONF (n=113)  76.6 (62.5-90.7) 54
D,:)O SDEDO lDD’,OD \SI;,DD ZOC:,OO 0“00 SOYOO 100'400 155'00 206'00

Overall Survival (mo)

Relapse Free-Survival (mo)

Fig. 3. Kaplan-Meier curves demonstrating the relationship of OS (A and C) and RFS (B and
D) with TrkB (A and B) and BDNF (C and D) expression.
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Supplementary Table 1 Percentage of cells expressing TrhA, TrkB and BDNF according to the
clinicopathological characteristics from 139 patients with cutaneous melanoma

TrkA TrkB BDNF
Variable
Median [q1; q3] Median [q1; q3] Median [q1; q3]

Age, years!

<60 40 [30;70] 60 [30;70] 70 [50;90]

>60 60 [30;80] 70 [45;80] 70 [40;100]
P 0.142 0.130 0.550
Gender!

Female 40 [30;70] 55 [30;80] 70 [30;90]

Male 60 [40;80] 60 [40;80] 80 [50;95]
2 0.106 0.623 0.041
Localization?

Head and neck 50 [30;70] 80 [40;80] 50 [30;70]

Trunk 40 [30;70] 60 [30;70] 70 [50;90]

Upper extremity 45 [30;70] 60 [45;70] 80 [40;90]

Lower extremity 60 [30;70] 60 [40;80] 85[60,100]

Uncknown 60 [40;90] 70 [30;70] 80 [70;80]
P 0.674 0.779 0.057
TNM stage?

0 30 [30;50] 30a [30;40] 40a [30;50]

I (IA, IB) 35 [20;60] 40 [30;70] 55a[30;75]

II (ITA, 1IB, IIC) 30 [30;70] 50 [30;70] 60 [30;90]

III 60 [20;90] 75 [45;90] 80 [60;100]

v 60 [40;70] 70b [55;80] 80b [70;90]
P 0.154 0.004 0.001

ql, first quartile; q3, third quartile.

'Mann-Whitney test
K ruskal-Wallis test.

3Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test; diferent letters represent significant difference (p < 0.05).
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Supplementary Table 2 Percentage of cells expressing TrkA, TrkB and BDNF according to
the histopathology of melanoma samples from 139 patients.

TrkA TrkB BDNF
Variable - - -
Median [q1; q3] Median [q1; q3] Median [q1; q3]
Histology'
In situ 30 [30;50] 30 [30;40] 60 [30;70]
SSM 40 [30;70] 50 [30;70] 80 [50;95]
NM 60 [40;70] 80 [60;90] 80 [40;90]
ALM 70 [30;80] 70 [60;80] 80 [60;100]
NOS 40[10;70] 45 [30,70] 80 [50;90]
LM 30 [10;50] 30 [30;30] 30 [10;40]
LMM 10 [10;10] 40 [5;70] 50 [40;50]
DM - - 60 [60;60]
MM 60 [40;80] 70 [60;90] 80 [70;85]
P 0.272 0.012 0.032
Clark level®
I 40 [20;60] 30a [30;40] 50 [30;85]
II 20 [10;30] 40 a [30;50] 50 a [30;90]
I1I 60 [40;70] 55 [30;60] 70 a [30;90]
v 60 [40;70] 70 b [50;85] 90 b [70;100]
\% 40 [30;80] 70 [45;80] 75 [60;90]
p 0.077 0.017 0.024
Thickness, mm?
<1.00 mm 30 a [20;50] 45 a [30;65] 60 [50;90]
1.01-2.00 mm 40 a [25;60] 45 a[30;70] 65 [30;90]
2.01-4.00 mm 50 [30;70] 60 [40;90] 80 [50;95]
>4.00 mm 70 b [60;80] 75 b [65;80] 90 [70;95]
4 0.017 0.022 0.152
Mitotic index, high-power fields®
<5/10 35[20;60] 60 [35;70] 70 [30;90]
>5/10 70 [40;70] 70 [50;90] 90 [60;100]
P 0.010 0.052 0.024
Ulceration®
Present 60 [40;80] 70 [50;90] 80 [60;90]
Absent 40 [30;60] 50 [30;70] 60 [30;90]
4 0.018 0.018 0.098
Intratumoral TILs?
Present 30 [10;60] 60 [30;70] 60 [30;90]
Absent 60 [40;70] 65 [40;80] 80 [50;90]
P 0.008 0.100 0.172
Peritumoral TILs?
Present 40 [20;60] 60 [30;70] 70 [50;90]
Absent 60 [40;70] 70 [40;85] 75 [45;90]
p 0.007 0.156 0.969

ql, first quartile; q3, third quartile.

"Kruskal-Wallis test.

’Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test; diferent letters represent significant difference (p < 0.05).

*Mann-Whitney test
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O surgimento das novas terapias para o tratamento do melanoma - drogas alvo e
imunoterapias — melhorou consideravelmente o cenario, outrora nefasto, do melanoma
metastatico. O uso dessas novas drogas e o melhor entendimento dos seus mecanismos de agao,
indicacdes e efeitos colaterais, foram um exemplo da importancia de se agregar dados clinicos
e moleculares. Mais recentemente, uma nova geragao de drogas estéd surgindo, conhecidas pela
sua capacidade de agir em diferentes tipos de tumores. Entre elas, estdo as drogas que agem nos
receptores TRK, como os analisados neste estudo.

Com um numero expressivo de amostras de melanoma, em diferentes estagios de
progressdo, nds encontramos fortes associagdes entre a expressao dos receptores TRKSs, e suas
NTs, e os principais fatores prognosticos do melanoma. Além de identificar piores taxas de
sobrevida nos casos com maior expressao de TrkB e BDNF. E, semelhante ao que ja havia sido
descrito em publicagdes anteriores, também identificamos essas associagdes com relacdo a
TrkA e NGF. Foi encontrada uma auséncia de expressao dessas proteinas na pele normal e no
lentigo simples, evoluindo para uma gradativa maior expressdo a medida que o estagio do
melanoma progride de in situ para metastatico. Por outro lado, ocorreu uma expressao
consideravel de TrkA, TrkB, NGF e BDNF nas amostras de nevos, sugerindo que essa
neurotrofina e seu receptor, possam estar envolvidos em um mecanismo fisioldgico protetivo,

provocando um estado de senescéncia nos nevos.
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10 PERSPECTIVAS FUTURAS

Identificamos fortes associacdes entre a expressdo de TRKs e NTs, e a evolugdo do
melanoma, mas futuros estudos sdo necessarios para avaliar se essas vias de sinalizag¢do estdo
efetivamente envolvidas nos processos de evolucdo do melanoma. Assim como, buscar definir
se a ativacdo de BDNF/TrkB e NGF/TrkA, promovem a progressao do tumor, ou ocorre como

um mecanismo compensatorio, e fisiologicamente protetivo, envolvido na senescéncia tumoral.



