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RESUMO

Titulo:Estudo dos aspectos dermatoscopicos dos melanomas e sua associacdo com a

expressdo imuno-histoquimica de PD-L1.

Base teorica

O melanoma apresenta significativa morbi-mortalidade, sendo sua génese causada por
uma série de fatores constitucionais, genéticos e ambientais. A dermatoscopia aumenta
significativametne sua acuracia diagndstica. Além de possuir estreita correlacdo histoldgica,
alguns achados dermatoscopicos parecem estar relacionados com expreses de BRAF, KIT e
NRAS. No entanto, faltam estudos que os associem com expressao de PD-L1.

Objetivo

Avaliar a correlacdo entre achados dermatoscdpicos de melanomas cutaneos primarios
e a expressdo de PD-L1 nesses tumores.

Métodos

Estudo retrospectivo, transversal, no qual foram incluidos todos os pacientes
diagnosticados com melanoma cutéaneo no servi¢o de dermatologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, entre os anos de 2011 e 2014, que possuiam registro de imagens dermatoscopicas
da lesdo primaria. As imagens dermatoscépicas foram visualizadas por dois dermatologistas e
descritas por suas caracteristicas referentes as cores e as estruturas, consoante a metodologia da
analise de padrdes e da analise de padrdes modificada. Para a analise imuno-histoquimica, foi
utilizado o anticorpo primario PD-L1, clone 28-8 e sua expressdo foi avaliada quanto a
positividade. Finalmente, foi avaliada a associacdo dos padrdes e das estruturas
dermatoscopicas com a positividade da expressao imuno-histoquimica.

Concluséo

Um total de 35 pacientes preencheram os critérios de inclusdo para o estudo. Destes, 16
(45,71%) eram mulheres, sendo a média de idade no momento do diagndstico de 64,20 (£12,33)
anos. O padrdo dermatoscdpico mais usual foi 0 multicomponente (14 casos) seguido do padrao
reticular (11 casos). A expressdo de PD-L1 foi positiva em 8 melanomas. Observou-se uma
associacdo da positividade da expressio com o padrdo multicomponente (p.0,039) e
inversamente com o padrdo reticular (p.0,037). N&do houve associagdo estatistica entre PDL-1 e
cores e/ou estruturas dermatoscopicas.

Pode-se avaliar de forma inédita os achados dermatoscépicos de melanomas com a

expressdao de PD-L1, demonstrando que esta pode estar relacionada com padrdo mais



heterogéneo de apresentacdo do tumor. Novos estudos precisam ser conduzidos para corroborar
e explicar estas conclusdes.

Palavras-chave: melanoma, dermatoscopia, neoplasias cutaneas, imuno-histoquimica.




ABSTRACT

Title: Dermoscopic features of melanoma and association with immunohistochemical
screening for PD-L1.

Background

Melanoma is associated with significant morbidity and mortality rates. It is caused by a
combination of constitutional, genetic and environmental factors. Dermoscopy is a highly
accurate diagnostic method for melanoma. In addition to a close correlation with histological
findings, dermoscopic features appear to be associated with BRAF, KIT and NRAS expression.
However, few studies have investigated its association with PD-L1 expression.

Objective

To assess the correlation between the dermoscopic features of primary cutaneous
melanoma and PD-L1 expression in tumor cells.

Method

This was a retrospective cross-sectional study of all patients diagnosed with cutaneous
melanoma in the dermatology service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre between 2011
and 2014, whose records included dermoscopic images of the primary tumor. Dermoscopic
images were reviewed by two dermatologists, who described the colors and structures of each
lesion based on pattern analysis and modified pattern analysis. Immunohistochemical analysis
was conducted using the PD-L1 antibody clone 28-8 to detect PD-L1 positivity. The association
between immunohistochemical findings and dermoscopic patterns and structures was then
investigated.

Results

A total of 35 patients met inclusion criteria for the study. Sixteen (45.71%) patients were
women, and the mean age at diagnosis in the sample was 64.20 (£12.33) years. The
multicomponent pattern was the most common in the sample, occurring in 14 cases. This was
followed by the reticular pattern, seen in 11 cases. Eight cases tested positive for PD-L1
expression. This finding was positively associated with a multicomponent pattern (p = 0.039)
and negatively associated with the reticular pattern (p = 0.037). The associations of PD-L1
expression and other dermoscopic structures or colors were not significant.

Conclusions

This study provides novel insights into the dermoscopic features of melanomas with
PD-L1 expression. The results suggest that PD-L1 positivity may be more frequent in tumors

with a heterogeneous clinical presentation. Further studies are required to corroborate and



explain these findings.

Keywords: melanoma, dermoscopy, skin neoplasms, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O melanoma maligno é um dos tumores cutaneos mais agressivos.(1,2) E o 5° tipo mais
comum de cancer,(3) a segunda causa da doenga em adultos jovens (15-29 anos) nos Estados
Unidos e a oitava causa de mortes por cancer na Australia,(4) levando a cerca de 55.500 mortes
por ano no mundo.(5) E um tumor originario dos melandcitos, que sio as células responsaveis
pela producdo de melanina.(4) A maioria ocorre na pele (91%),(3) embora possa ocorrer
também, de maneira primaria, em diversos outros tecidos. Em estagios iniciais, os melanomas
localizados tém taxa de 90% de sobrevida em 5 anos (3) e a invasédo regional e a doenca
metastatica conferem um progndstico pior,(3,6) sendo a Gltima com uma sobrevida estimada de
6-10 meses.(1)

Participam da patologia do melanoma, tanto fatores ambientais quanto fatores
dependentes do individuo. Dentre os ambientais, o principal é a exposi¢cdo a radiacdo
ultravioleta (RUV),(7) particularmente de forma intermitente e com inicio na infancia.(8) Ja os
relacionados ao individuo, estdo as mutacdes genéticas, que conferem ao seu portador maior
chance de desenvolver melanoma devido, entre outros fatores, a resisténcia na apoptose.(9)
Cerca de 10% dos casos ocorrem em pessoas que tém dois ou mais familiares préximos
afetados, indicando baixa prevaléncia e alta penetrancia dos genes envolvidos.(10) Uma
metanalise com 16.180 integrantes encontrou um risco significativamente maior de desenvolver
melanoma em pessoas de pele clara, que tem exposi¢do solar (risco relativo de 1.78 com
exposicdo ocasional contra 2.78 no caso de exposicdo usual).(11) S&o considerados fatores de
risco para o desenvolvimento de melanoma, as seguintes caracteristicas: género masculino,
idade avancada, historia familiar de melanoma, presenca de nevos displasicos (atipicos),
multiplos nevos (>100), pele clara, historia de queimaduras solares e de cancer de pele e
bronzeamento artificial.(4,7)

O diagnostico do melanoma cutaneo é a realizado a partir da suspeita clinica do médico
dermatologista quando esse visualiza lesdo pigmentar (ou ndo pigmentar) em desconformidade
com os demais, a olho nu, ou quando encontra estruturas ou padrdes no exame dermatoscopico
que elevam a probabilidade diagndstica. A dermatoscopia é o exame dermatolégico com maior
aplicabilidade pratica na detecgdo do cancer de pele. E realizada através de um aparelho que
utiliza lentes com potencialidade de amplificar estruturas da leséo entre 10-100x, permitindo
sua visualizacdo até a derme papilar. Os critérios dermatoscopicos para diagnostico do
melanoma tém sido cada vez mais estudados e elaborados, aumentando a sensibilidade e a

especificidade do exame, principalmente para dermatologistas bem treinados.(4)
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Alguns achados dermatoscépicos parecem se relacionar com a presenca de mutagdes de
potencial oncogénico encontradas na melanomagénese, como por exemplo, Proto-onco-gene v-
raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF), receptor tirosina kinase (KIT) e
Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog (NRAS). Sabe-se também que a resposta imune
adaptativa do hospedeiro ao tumor também € importante para o controle da doenca

Avancos na terapia do melanoma metastatico tém sido alcancados, embora ainda
permaneca sendo um desafio.(12) A imunoterapia utilizando agentes anti-PD-L1, importante
receptor celular para controle da ativacdo imune anti-tumoral, é exemplo deste avanco.(2)
Pouco se sabe sobre a presenca da expressdo de PD-L1 (programmed cell death ligand-1) em

melanomas primarios.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

A revisdo de literatura teve como base a relacdo entre dermatoscopia dos melanomas
cutaneos e achados em exames imuno-histoquimicos e/ou PD-L1, além de buscar traducdes
praticas dos achados dermatoscdpicos dos melanomas cuténeos e o papel do PD-L1 nesses.

A estratégia de busca envolveu especialmente, as bases de dados Embase e PubMed, no
periodo compreendido entre 2005 e 2020, observando-se 0s acronimos PICO (onde “P” ¢
melanoma cutaneo, “I”, dermatoscopia, “C” PD-L1/imuno-histoquimica e o “O” associa¢do de
PD-L1 com dermatoscopia). Foram realizadas buscas através dos termos “melanoma”OR
“malignant melanoma” AND ‘“dermatoscopy” OR “epiluminescence dermoscopy” AND
“immunohistochemestry” AND/OR “PD-L1” OR “PD-L1 protein”

Além das buscas pelas bibliotecas virtuais, livros classicos da literatura dermatolédgica

foram incluidos.



Figura 1: Estratégias para localizar e selecionar as informacdes. Prisma Flow Diagram
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2.2 Melanomas: aspectos gerais

O melanoma é um tumor maligno que surge a partir dos melandcitos, células
embriologicamente originarias da crista neural, sendo a pele seu principal sitio primario. Eles
estdo presentes na epiderme basal e nos foliculos pilosos, além das mucosas, das meninges, da
camada coroide do olho e da estria vascular na céclea.(3,4,7,13-16) O melanoma € caracterizado
por marcada tendéncia a disseminacdo metastatica precoce.(17,18) Sua resisténcia terapéutica
¢ reconhecida e seu prognostico ainda é temeréario,(18) embora resultados clinicos

encorajadores de alguns tratamentos inovadores tenham sido apresentados.(17)

2.3 Melanomas: aspectos epidemioldgicos e clinicos

No cenario mundial, cerca de 232.100 (1-7%) de todos os novos casos de canceres
primarios por ano (n&o contabilizando os canceres de pele ndo melanoma), sdo causados pelo
melanoma cuténeo e correspondem a 55.000 mortes pela doenca (0,7% de todas as mortes por
cancer).(2,5) A incidéncia deste, que vem aumentando mais rapidamente que outros tumores
solidos, e sua mortalidade, sdo diferentes nos diversos locais do mundo.(10,12,19)

Dados de 2018 apontaram 7.407 (1,3%) novos casos de melanoma no Brasil, ocupando
0 vigésimo lugar em frequéncia por tipo de cancer e sendo responsavel por 2.078 (0,85%)
mortes por essa patologia. Na Australia, 0 melanoma ocupou o 3 lugar no ranking dos canceres
mais prevalentes, com 14.260 (7,2%) novos casos e 1.602 (6,6%) mortes. Na Alemanha, o 6°
lugar em frequéncia, com 31.432 casos novos (5,2%) e 3.641 (1,5%) mortes. Nos Estados
Unidos, o 7° lugar em frequéncia, com 71.434 (3,4%) casos novos e 9.491 (1,5%) mortes.(20)
Entre os anos de 1982 e 2011, a incidéncia de melanoma duplicou nesse pais e 0s humeros
esperados para 2020 abrangem 100.350 novos casos e 6.850 mortes pela doenca. Segundo
estimativas do Instituto Nacional do Céancer (INCA), em 2020 o Brasil tera 8.450 novos casos
de melanoma, sendo 4.200 em homens e 4.250 em mulheres. Esses valores correspondem a um
risco estimado de 4,03 casos novos a cada 100 mil homens e 3,94 para cada 100 mil mulheres.
Na Regido Sul, o cancer de pele melanoma é mais incidente quando comparado com as demais
Regides, para ambos 0s sexo0s.(21)

Justifica-se 0 quadro de crescente incidéncia, principalmente, pelo aumento da
exposicédo solar (especialmente a intensa e intermitente), pois ela desenvolve papel mutagénico
na génese da doenca (10) e pelo periodo latente desde o inicio da carcinogénese do melanoma

até a apresentacdo clinica, que pode demorar décadas.(10)
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O desenvolvimento do melanoma é resultante de multiplas e progressivas altera¢es no
DNA celular, que podem ser causadas por ativacdo de proto-oncogenes, por mutacdes ou
delegdes de genes supressores tumorais ou por alteracéo estrutural dos cromossomos.(7,13-15)

A transformagdo e progressdo do melanoma, a partir de um nevo, pode seguir um
modelo identificado em cinco etapas histologicamente distintas: nevos comuns, nevos atipicos,
melanoma de crescimento radial, melanoma de crescimento vertical e melanoma
metastatico.(22) Este modelo ndo é consensual, uma vez que mais de 70% dos melanomas
podem ocorrer de novo na pele.(23-26) Além disso, a prépria existéncia do nevo atipico é
questionada por alguns. Ackerman defendia que a maioria dos melanomas nao teriam nevos
precursores e que 0 nevo atipico/displasico seria um outro tipo de nevo mais frequente.(26,27)

Os melanomas cutaneos primarios sdo tipicamente categorizados por achados clinico-
patoldgicos e sdo divididos principalmente em 4 variantes: o melanoma de espalhamento
superficial, o lentigo maligno melanoma, o melanoma lentiginoso acral e 0 melanoma nodular
(28). Ha outras variantes menos frequentes. A seguir os principais achados dos subtipos mais
significativos de melanoma serdo descritos:

Melanoma de espalhamento superficial (MES) — Esse € um dos grandes responsaveis
pelo aumento da incidéncia do melanoma, representando em alguns paises, mais de 70% desse
tipo de cancer de pele.(29) E o subtipo mais frequente entre os individuos de pele clara e pode
ocorrer em qualquer parte do tegumento, embora haja uma maior prevaléncia no tronco
posterior dos homens e nos membros inferiores das mulheres, corroborando com a ideia de que
0 mesmo esteja relacionado a exposicdo solar intermitente quando das praticas de lazer.(30)
Este subtipo de melanoma apresenta duas fases distintas de crescimento. A primeira fase, que
dura de 1 a 5 anos é a fase de crescimento horizontal, aumentando a superficie do tumor e a
segunda, de crescimento vertical, onde ocorre a invasdo da derme, com maior poder de
penetracdo tumoral.(31) O reconhecimento clinico do MES pode ser facilitado pela presenga
de bordas irregulares, assimetrias e multiplicidades de cores.(32) Ele pode apresentar: rede
atipica, veu azul-esbranquicado, padrdo vascular atipico, pontos/glébulos irregulares, estrias
irregulares, manchas irregulares e estruturas de regressdo.(33)

Melanoma nodular (NMM) — é um melanoma invasivo, com fase de crescimento
radial ausente ou efémera e predominio da fase vertical, representando invasdo dérmica
precoce. E responsavel por 14% dos melanomas invasivos e é caracterizado por um nodulo de
crescimento rapido, algumas vezes ulcerado, com um padrdo de pigmentacdo assimétrica ou
sem qualquer pigmento, nesse ultimo caso, correspondendo ao melanoma amelanético.(29) O

tronco costuma ser a area de predilecdo desse tumor, que também esta relacionado com
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exposi¢éo solar intermitente.(34,35)

Lentigo maligno melanoma (LMM) — Os melanomas lentigos malignos sdo o0s
tumores presentes na pele com fotodano cronico, normalmente na face e em idosos. Faz
diagndstico diferencial, principalmente com queratose seborreica plana e queratose actinica
pigmentada.(29) Seu crescimento € lento e insidioso, podendo permanecer em sua fase radial
por até 15 anos.(35,36)

Melanoma acral — Também conhecido como lentiginoso-acral, representa cerca de
10% de todos os melanomas, sendo 0 mais comum nas populagdes negras e asiaticas.(29) Nao
parece ter relacdo com a fotoexposicéo e tem predilecdo pelas regides palmo-plantares.(31,37)

2.4 Melanomas: fatores de risco

Os fatores de risco estabelecidos para o desenvolvimento do cancer de pele melanoma
podem ser divididos em constitucionais e ambientais. Nos primeiros, incluem-se a presenca de
nevos displésico/atipicos, a historia pessoal de melanoma e as caracteristicas fenotipicas que
incluem cabelos, olhos e pele claros, além de histéria pessoal de cancer de pele nédo
melanoma.(2,5,38) Dentre os ambientais, destacam-se a exposi¢ao a radiacdo ultravioleta e as
subsequentes queimaduras originarias dela, alem das fontes artificiais como as camaras de
bronzeamento, especialmente antes do 35 anos de idade.

Uma revisdo sistematica que incluiu 34 guidelines de 20 paises evidenciou que as
caracteristicas mais importantes para a suscetibilidade de desenvolver melanoma sdo: presenca
de multiplos nevos melanociticos, de nevos displasicos e historia pessoal ou familiar de
melanoma.(39) Susceptibilidade genética pode ser considerada nos casos de pacientes que
apresentem mais de um melanoma, familiares com histdéria de melanoma ou ainda, membros
da familia com historia de melanoma e cancer de pancreas.(5,39)

A exposicao solar esta intimamente relacionada ao desenvolvimento do melanoma, em
particular, a intensa e intermitente (com histérico tipico de queimadura solar) sendo
considerado o fator de risco mais importante para a doenca, ja evidenciada por diversos estudos,
pois é conhecida por induzir mutagdes carcinogénicas e suprimir certos aspectos do sistema
imunolégico.(15,19,40)

A Radiacéo ultravioleta (UV) pode ser dividida de acordo com o comprimento de onda,
em ultravioleta C (UVC), ultravioleta A (UVA) e ultravioleta B (UVB) e, embora a radiacéo
UVA seja mais abundante, a UVB é cerca de 1.000 vezes mais eficiente para causar queimadura

na pele e é mais associada ao surgimento do tumor.(19,22) Efeitos indiretos como a producao
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de radicais livres resultantes da interacdo bioquimica com o ultravioleta A e com a melanina,
também causam aberracfes e mutacdes genéticas.(5) Diferentes padrdes de exposicdo solar
possuem diferentes efeitos no desenvolvimento do melanoma.(22)

Os dados epidemioldgicos e moleculares suportam dois mecanismos etioldgicos
distintos (16):

a) exposicdo solar precoce e propensdo a nevos, fatores individuais e exposi¢do solar
intermitente resultando em mutacdo BRAF (o status mutacional de BRAF é
considerado o mais importante fator progndstico),(2) o que é encontrado em
individuos jovens quando do diagnostico, com auséncia de fotodano cutaneo,
caracterizado por melanoma de espalhamento superficial e localizado no tronco;(5)

b) exposicdo solar cumulativa caracterizada por mutagcdes NRAS, sem associacdo com

namero de nevos ou nevos remanescentes.(5)

Os fatores de risco genéticos incluem o fenétipo descrito acima e 0s genéticos

propriamente ditos, relatados a seguir.

2.5 Melanomagénese

Os melanomas estdo associados a uma das maiores cargas genéticas somaticas.(19)
AlteracGes dos oncogenes BRAF e NRAS, que atuam através da via proteina quinase ativada
por mitégeno (MAPK) desempenham

um papel central no desenvolvimento da grande maioria dos nevos e dos melanomas
cutaneos.(41) Atualmente se conhece mais de 600 genes relacionados direta ou indiretamente
com a patogenia do melanoma, que atuam de maneira complexa e produzem um acumulo de
alteracdes sequencias, as quais levam ao desenvolvimento do tumor.(9,42)

Os diferentes tipos clinicos dos melanomas, os diferentes sitios anatémicos afetados e
os distintos grupos raciais tém diferentes perfis de mutacdes génicas (distintos padrbes
genético-moleculares).(9)

De maneira similar a outros canceres, a transformacdo maligna em melanoma segue
uma sequéncia genética que resulta na ativacdo constitutiva de transducdo oncogénica.(5)

O gen RAF (Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase) é um protooncogen
(7934) que codifica uma proteina pertencente a familia das proteina kinases serina/treonina, que

regula o crescimento, proliferacdo e a diferenciacdo celular frente a um estimulo.(9) O BRAF
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é 0 oncogene mais frequentemente mutado no cancer, incluindo o melanoma (20% a 80%)
sendo mutacdo a somatica de maior ocorréncia, a p.V600E (90%). Acompanha-se geralmente
de polimorfismos do MCR1 (Melanocortin recepto 1). Um dos fatores que estimula a mutagédo
do BRAF é aradiacdo ultravioleta e esta mutacdo altera a cascata RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2,
a qual estimula a proliferacdo e invaséo celular.(9)

Os melanomas associados a mutacdo BRAF tém predilecdo por areas de exposicao solar
intermitente intensa, como tronco e membros e afetam principalmente, pacientes jovens (40
anos ou menos), com grande ndmero de nevos. Ela ocorre mais em mulheres e, em 80% -90%
das vezes, é resultado da substitui¢cdo de um Unico aminoacido no cédon 600, o &cido glutdmico
por valina (BRAF V600E) no exon 15, ocorrendo de forma predominante nos melanomas
extensivos superficiais e nos nodulares.(9,16,43,44) Esta mutacdo é um achado tipico da
transformacao de nevos benignos (5) e, estudos tém demonstrado que esse € um evento precoce
no desenvolvimento do melanoma, o que faz crer na representacdo de uma via patogénica
propria, refletindo em um tipo peculiar de melanoma com fenétipo e clinica distintos.(42,44)
Embora pareca ndo existir diferenca entre o diagnostico do melanoma primario e sua metastase,
em paciente portadores ou ndo de BRAF, alguns trabalhos apontam para uma menor sobrevida
em pacientes com doenga metastatica e essa mutacdo.(31, 42, 45)

Na familia de genes RAS, o NRAS é o gene mais comumente mutado nos melanomas
e, 90% de suas mutacdes, ocorrem em um Unico codon (Q61). Diferentemente das mutacGes
BRAF, sua frequencia foi semelhante em melanomas de diversos sitios anatdmicos.(46,47)

Existem mecanismos aberrantes que promovem a progressdao e a metastase do
melanoma, incluindo o comprometimento do sistema imunol6gico.(48)

O melanoma é um dos tumores mais imunogénicos, regulado primeiramente pela
imunidade inata, a qual € mediada por macrofagos, granulocitos, células dendriticas e células
natural Killer, sequido pelo sistema imune adaptativo, com as células T CD4+ e CD8+.(49)
Mutacdes em PD-1 podem aumentar os pontos de verificagdo imunoldgicos, inibindo a funcéo
dessas células. Da mesma forma, a regulacdo positiva dos ligantes PD-L1 e PD-L2

(Programmed cell death ligand-2) séo outras influéncias importantes nas células T efetoras.(41)

2.6 Dermatoscopia

A dermatoscopia € um método diagndstico ndo invasivo para avaliagdo de lesdes

cuténeas que permite visualizar
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estruturas com o objetivo de definir suspeita de malignidade. Quando utilizada por
médicos experientes, melhora a acuracia diagndstica de lesbes suspeitas de melanoma.(4,50)
Novas tecnologias também tém contribuido para o diagndstico pré-biopsia. Isso inclui a analise
de imagens pela inteligéncia artificial, a imagem corporal total em 3 dimensdes, a microscopia
confocal, a tomografia de coeréncia Optica e a recuperagdo de informagdes genéticas
epidérmicas através de fita adesiva de decapagem.(4)

Embora oferecam potenciais vantagens, nenhuma € usada regularmente até o momento,
exceto a monitorizagéo por fotografia digital.(4)

A dermatoscopia ou microscopia por epiluminescéncia € um instrumento manual
extremamente importante na avaliacio de lesdes cutaneas.(10) E uma técnica ndo invasiva que
realiza observacao in vivo de uma lesdo, com magnificacéo e iluminacdo de estruturas cutaneas,
desde a epiderme até a derme papilar, evidenciando a distribuicdo da melanina e permitindo
diferenciar, muitas vezes, outras doencas clinicamente semelhantes ao melanoma, como 0s
carcinomas basocelulares pigmentados e as ceratoses seborreicas.(12,51-56) E uma ferramenta
gue melhora a acuracia diagndstica das lesdes de pele pigmentadas, conforme bateria de estudos
realizados, incluindo 3 meta-analises (57) e que, consequentemente, diminui
consideravelmente a excisdo desnecessaria de lesdes cutdneas.(52,58) A melhora da
sensibilidade e da especificidade do diagnéstico foi de 60% para mais de 90%, provavelmente
pelo reconhecimento de achados dermatoscopicos compativeis e também por aumentar o
numero de lesdes examinadas além do proprio monitoramento desses pacientes.(59-61)

Em 2001, Bafounta e colaboradores realizaram a primeira meta-analise, comparando a
eficdcia da dermatoscopia com o exame clinico, indicando que, essa, quando realizada por
profissional treinado, aumenta a acurécia diagnostica do melanoma de odds ratio (OD) de 16
(95% Cl1,9-31) no exame a olho nu para 76 (95% CI 25-223) através do dermatoscépio.(40,62)

Um estudo realizado por Argenziano e colaboradores mostrou uma diminuicdo da
necessidade de cirurgias com auxilio de dermatoscopia. Enquanto centros que a utilizavam
precisaram remover 8,7 nevos para cada melanoma, centros nao especializados removeram 29,4
nevos para cada melanoma em um periodo de 10 anos.(63) O nivel de importancia de sua
utilizacdo tem crescido e € evidenciado pelo aumento da mesma em 97,8% dos dermatologistas
com menos de 5 anos de formacao contrastando com 76,2% daqueles com mais de 20 anos de
formagéo.(62)

Analise dermatoscopica: As cores de uma estrutura indicam sua origem, como a
amarelada, representando a queratina, a avermelhada representando o sangue ou vasos

sanguineos e a esbranquicada representando o colageno. Também sugere a profundidade do
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pigmento. A melanina é preta quando localizada no estrato corneo, marrom quando localizada
na epiderme profunda e azul quando localizada na derme.(62)

Sdo critérios dermatoscopicos sugestivos do diagnostico de melanoma: pigmentacao
assimétrica, assimetria de estruturas, globulos/pontos/grumos atipicos ou na periferia
distribuidos de forma assimétrica, pseudopodes (estrias irregulares na periferia da lesdo), véu
branco azulado (&reas de regressao tumoral), area vermelho-leitosa, areas sem estruturas na
periferia, vasos atipicos e polimorfos.(52,64-66) A presenca de um ou mais desses achados
geralmente esta associada a espessura do tumor (Breslow) e as mudangas sao menos evidentes
nos melanomas superficiais ou in situ; a intensidade das mudancas nas lesdes e o nimero de
critérios dermatoscéopicos em uma lesdo pigmentada sdo inversamente proporcionais ao nivel
de Breslow do melanoma.(67)

Existem diversas metodologias para a interpretacdo dos achados dermatoscépicos. A
anélise de padrdes, descrita inicialmente por Pehamberger e colaboradores, em 1987, foi a
primeira  descricdo  publicada que relacionou achados dermatoscOpicos com
melanoma.(38,67,68) A analise de padrbes, requer a avaliacdo simultanea de todas as
caracteristicas mostradas pela lesdo e € o método mais utilizado por especialistas em
dermatoscopia, pois 0s mesmos tendem a revisar uma imagem dermatoscopica e chegar a um
diagnostico sem o uso de critérios analiticos estruturados.(50)

Algoritmos alternativos tém sido desenvolvidos, com foco nos principais achados dos
melanomas, a fim de auxiliar na interpretacdo desses, principalmente para iniciantes em
dermatoscopia, com o objetivo de facilitar o reconhecimento de um melanoma.(50) Dentre eles,
podemos citar a regra dos 7 pontos, 0 método de Menzies, a regra do ABCD e o Algoritmo
CASH.(62) Em 2011, Kittler e colaboradores desenvolveram um algoritmo baseado na anéalise
de padrdes, no qual separaram leses pigmentadas das ndo pigmentadas e em les6es de qualquer
tipo, ndo necessariamente em lesdes melanociticas, como os métodos anteriores o fizeram.(65).
O objetivo do algoritmo foi de simplificar a interpretacdo dos achados, diminuindo a utilizagdo
de vocabulario metaforico.

Regra dos 7 pontos: foi desenvolvida por Argenziano e colaboradores em 1998. Eles
dividiram os achados dermatoscopicos em critérios maiores, valendo 2 pontos cada (rede
pigmentada atipica, area cinza-azulada e padrdo vascular atipico) e menores valendo 1 ponto
cada (estrias irregulares, pigmentacdo irregular, glébulos e pontos irregulares, e estruturas
regredidas). A soma de 3 pontos é sugestiva de melanoma (Tabela 1).(69) Em 2011, Argenziano
e colaboradores revisaram a regra dos 7 pontos e a atualizaram em conformidade com a

realidade encontrada mais de 10 anos apds. Atribuiraml ponto para cada critério e utilizaram



25

como sugestivo de melanoma, o valor de 1.(70)

Tabela 1: Critérios dermatoscépicos para aplicagdo da Regra dos 7 pontos

Critérios Diagnosticos

Critérios maiores (2 pontos cada)
Rede pigmentar atipica

Avrea cinza azulada

Padrdo vascular atipico

Critérios Menores (1 ponto cada)
Estrias irregulares

Pigmentacdo irregular
Pontos/glébulos irregulares
Estruturas com regresséo

Fonte: Argenziano G, Catricala C, Ardigo M, Buccini P, De Simone P, Eibenschutz L, et al. Seven-point checklist
of dermoscopy revisited. Br J Dermatol. 2011;164(4):785-90.(69)

Método de Menzies: desenvolvido por Menzies e colaboradores em 1996, estabelece
que, para uma lesdo ser suspeita de melanoma, ela obrigatoriamente precisa mostrar auséncia
de padrdo simétrico e coloracdo uniforme e simultaneamente exibir pelo menos, um dos
seguintes achados: véu branco-azulado, mdaltiplos pontos marrons, pseudopodes, estrias
radiadas, despigmentacéo cicatricial, pontos/globulos periféricos, 5 a 6 cores, multiplos pontos

azul/cinza e rede ampliada (Tabela 2).(71)
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Tabela 2: Critérios dermatoscopicos para aplicacdo do Método de Menzies

Critérios Diagnosticos

Altamente sugestivos de melanoma na auséncia de padrdo simetrico e uniformidade da
coloracgéo

Pelo menos um dos seguintes:

Véu branco azulado

Multiplos pontos marrons
Pseudopodes

Estrias radiais

Despigmentacdo tipo cicatricial
Pontos ou globulos pretos na periferia
5-6 cores

Multiplos pontos azul/cinza

Rede espessa

Fonte: Menzies SW, Ingvar C, Crotty KA, McCarthy WH. Frequency and morphologic characteristics of invasive
melanomas lacking specific surface microscopic features. Arch Dermatol. 1996;132(10):1178-82.(71)

Regra do ABCD: Nachbar e colaboradores desenvolveram em 1994 a regra do ABCD,
sendo 0 A correspondente a assimetria, 0 B a borda (padrdo de pigmento), o C a variacdo de
coloracdo e o D a aos 5 diferentes componentes estruturais ( que inclui a rede, as areas

homogéneas, os pontos, os glébulos e as estrias (Tabela 3).(62,72)

Tabela 3: Critérios dermatoscépicos para aplicacdo da Regra do ABCD

Critérios Diagnosticos

Pontuacdo total >5,45 ¢é altamente sugestiva de melanoma Pontos Peso do fator
Assimetria 0-2 X 1.3
Borda — padréo de pigmentacéo 0-8 X 0.1
Coloracédo — variacéo 1-6 X 0.5
Diferentes — componentes estruturais 1-5 X 0.5

Fonte: Nachbar F, Stolz W, Merkle T, Cognetta AB, Vogt T, Landthaler M, et al. The ABCD rule of dermatoscopy:
high prospective value in the diagnosis of doubtful melanocytic skin lesions. J Am Acad Dermatol.
1994:30(4):551-9.(72)

Algoritmo CASH: desenvolvido por Henning e colaboradores em 2007, teve a intengéo
de auxiliar dermatologistas com menor experiéncia em dermatoscopia e achados como as cores,
desordens arquitetural, simetria e homogeneidade somavam pontos para concluir a suspeicado

de um melanoma (Tabela 4).(62,73)
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Tabela 4: Critérios dermatoscopicos para aplicacdo do Algoritmo CASH

Citérios Diagnosticos: Pontuacdo >8, altamente sugestiva de melanoma

Cor (1 ponto cada)

Marrom clara
Marrom escura
Preto
Vermelho
Branco

Azul

Desordem arquitetural (0-2 pontos)
Simetria (0-2 pontos)
Homogeneidade (1 ponto cada)
Rede atipica

Pontos/glébulos
Estrias/pseuddpodes

Véu branco-azulado

Regresséo de estruturas
Manchas/borrdes (bloches)

Vasos polimorficos

Fonte: Henning J S, Dusza SW, Wang SQ, Marghoob AA, Rabinovitz HS, Polsky D, et al. The CASH (color,
architecture, symmetry, and homogeneity) algorithm for dermoscopy. J Am Acad Dermatol. 2007;56(1):45-
52.(73)

Analise de padrdes modificada: em 2011, Kittler e colaboradores (65) desenvolveram

um método algoritmo baseado na analise de padrbes, com o objetivo de diminuir a dificuldade
das interpretagbes matafdricas que a andlise de padrdes possui, simplificando os critérios
dermatoscopicos para a tomada de decisGes em lesGes suspeitas. Podemos verificar o algoritmo

de lesdes pigmentadas através da Figura 1.
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Figura 2: Algoritmo de lesdes pigmentadas baseado na analise de padrbes

Fluxograma para o algoritmo CAOS e PISTAS

Pelo menos um dos seguintes elementos:
1. Area sem estruturas de localizagédo Bidpsia (exceto se
excéntrica houver diagnéstico
' 2. Linhas reticulares grossas ou ramificadas inequivoco de que-
__ Pista 3. Estruturas acinzentadas ou azuladas [~ ratose seborreica
presente 4. Pontos ou grumos pretos na periferia baseada na andlise
5. Linhas radiais ou pseudopodes, seg- de padrées)
—Caos mentares
presente 6. Linhas brancas
7. Vasos polimorfos
Lesses 8. Linhas paralelas nas cristas (acral)
de pele ou cadticas (unhas)
pigmentadas
— N&o ha pista sem intervencao
Nao ha caos sem intervencao

“Caos” é definido pela assimetria de estrutura ou cor e “Pista” € uma das oito pistas de malignidade
(diferente das pistas para um diagndstico especifico)

Fonte: Adaptado de Kittler H, Rosendahl C, Cameron A, Tschandl P. Dermatoscopia: um método algoritmo
baseado na analise de padrdes. Sdo Paulo: Melanoma Signature; 2015.(65)

A comparacdo desses algoritmos revela abordagens divergentes. A regra do ABCD e 0
CASH quantificam principalmente a organizagédo geral da lesdo, enquanto que a regra dos 7
pontos se baseia na identificacdo de aparéncia atipicas de estruturas dermatoscopicas. O
algoritmo Caos e Pistas e 0 método de Menzies, utilizam uma mescla das anteriores.(50)

O trabalho realizado por Carrera e colaboradores citam que os critérios acima nao foram
devidamente atualizados para estruturas recém-identificadas com alta especificidade para
melanomas, como a rede negativa ou estruturas brancas brilhantes.(50,74,75)

Sdo critérios bem estabelecidos de melanomas: Rede pigmetar atipica, rede negativa,
pontos/glébulos atipicos, estrias irregulares, estruturas de regressdo, véu branco-azulado,
linhas/estrias brancas, manchas atipicas e vasos polimorfos.(76)

Estudos foram realizados traduzindo para a histologia, o significado dos achados
dermatoscopicos, pois ela, ao permitir a avaliacdo in vivo das estruturas da pele abaixo da
superficie, oferece uma janela para o diagnostico histolégico de canceres de pele.(76,77)

Muitas estruturas dermatoscdpicas tem correlacdo histoldgica,(76) no entando, esta
correlacdo nem sempre € simples, pois a relagéo entre elas se da através das imagens horizontais
da dermatoscopia com as verticais da histopatologia.(33) Um estudo realizado por Yadav e
colaboradores, reuniram 71 neoplasias pigmentadas, com documetacdo fotografica e
descreveram algumas dessas les6es, como a rede pigmentar, os glébulos marrons, 0s pontos

pretos, os borrdes/manchas, as areas hipopigmentadas, as areas brancas, as cinza-azuladas e 0
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véu.(77) Alguns anos mais tarde, Soyer e colaboradores descreveram também essa correlacao,
mas de uma maneira mais padronizada.(78) Sucessivamente, mais estudos surgiram na tentativa
de aprimorar os achados. Em 2014, Rstom e colaboradores descreveram correlagdo entre
achados dermatoscépicos e histologicos utilizando a microscopia confocal.(79) Em 2017,
Russo e colaboradores publicaram uma revisao sobre o assunto, associada a relatos de suas

experiéncias clinicas, baseando-se na Regra dos 7 pontos.(33)

2.7 Diagnostico histologico

As lesdes clinicamente suspeitas devem ser completamente excisadas com uma margem
de poucos milimetros nas laterais do tumor, mas a profundidade deve contemplar o tecido
subcutaneo, para que a espessura de Breslow seja devidamente identificada na analise
histopatologica, ja que € o mais importante indicador progndstico e guia o tratamento.(4) O
exame histopatolégico é considerado o padrdo ouro para o diagnéstico do melanoma.(12)
Devem constar, no laudo do exame anatomopatoldgico, informacdes acerca do subtipo
histologico, a espessura de Breslow, a qual deve ser resgitrada em milimitros e medida do topo
da camada granular ou do topo da Ulcera (quando da auséncia da primeira) ate a extensdo mais
profunda da invasao por células tumorais, a ulceracao, o inidce mitético, a invasao linfovascular
e 0 angiotropismo, a satelitose/microsatelitose, invasao perineural e neurotropismo, infiltrado
linfocitario, regressdo, margem, fase de crescimento.(80)

A marca histolégica do melanoma de espalhamento superficial é a presenca de células
pagetdides aleatoriamente espalhadas por todas as camadas da epiderme e agrupamento ou
ninhos de grandes melandcitos malignos. Invariavelmente presente, estd um infiltrado
inflamatorio denso composto de linfécitos e outras células mononucleares. Ja no melanoma
nodular, as invasdes intraepidérmica e dérmica sdo uniformemente coexistentes. As células
podem ser epitelidides, fusiformes ou menores e semelhantes a um nevo. A populagéo celular
é frequentemente monomorfa. Ndcleos bizarros, figuras mitéticas e invasao profunda séo a
regra.(81)

Apbs confirmado o diagnostico de melanoma cutaneo, deve-se realizar o estadiamento
do paciente. A oitava versdao da American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Tabela 5)
baseia-se na avaliacdo do tumor primario (T) no qual, a espessura do Breslow e a ulceracao sao
0os maiores fatores de prognéstico (informacdes obtidas por meio de exame
anatomopatoldgico); a presenca ou auséncia de metastase linfatica regional (N), com o nimero

de linfonodos envolvidos € o segundo fator de maior prognostico; e a metastase a distancia (M),
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com o sitio da metastase e a concentragdo da desidrogenase lactica sdo os fatores de maior

significancia prognostica.(9)

Tabela 5: Estadiamento TNM baseado na 82 versdao da AJCC
Estadiamento TNM

Classificacéo tumoral Espessura (mm) Ulceracéao
T1 <1.0 Ta: sem ulceracédo
T2 1.1-2.0 Th: com ulceragédo
T3 2.1-4.0
T4 >4.0
Classificacéo nodal Numero de linfodos Metastase microsatélite
N1 1 Né&o acessada
N2 2-3 Né&o detectada )
N3 >4 Inimeras comprometidas
Classificacdo metéastases Local Desidrogenase lactea sérica
M1la-d Pele/tecido subcutaneo, Né&o avaliado
M1a-d(0) pulmado, viscera, sistema Normal
M1la-d(1) nervoso central Aumentado

Fonte: Adaptado de Gershenwald JE, Scolyer RA. Melanoma staging: American Joint Committee on Cancer
(AJCC) 8th edition and beyond. Ann Surg Oncol. 2018;25(8):2015-10.(82)

2.8 Imuno-Histoquimica e PDL-1

A imuno-histoquimica comecou a ser utilizada na patologia cirargica nos anos de 1974,
apos a demonstracdo de antigenos tissulares pela técnica de imunoperoxidase em tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina. Eventos marcantes na evolugdo da técnica foram
a recuperacdo antigénica e o desenvolvimento de anticorpos monoclonais, 0s quais propiciaram
uma extensa fonte de reagentes altamente especificos para a demonstracdo de diversos
antigenos tissulares ou celulares.(83) A técnica pode ser utilizada nas mais variadas situagdes,
como na elucidacdo do tecido em uma neoplasia indiferenciada, na subclassificacdo de
linfomas, na pesquisa de fatores prognosticos, na deteccéo de células neoplasicas metastaticas,
entre outros.(83) Neste sentido, ela também representa sua importancia no auxilio diagnostico
dos mais dificultosos melanomas, tanto primarios quanto metastaticos,(84,85) embora a maioria

seja diagnosticada com a histologia de rotina. Uma ampla gama de antigenos associados ao
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melanoma foram desenvolvidos como reagentes imuno-histoquimicos. Antigenos
melanociticos como o gp100/HMB45, a tirosinase e o melan-A/MART-1 sdo utilizados para
identificar linhagens melanociticas de outros tipos de tumor, para visualizar a extensao do
melanoma e para reconhecer uma minima regido comprometida em uma biopsia de linfonodo
sentinela.(84)

A expressdo de PD-L1 pode ser reconhecida e medida através da técnica de imuno-
histoquimica, que a evidencia, mais frequentemente, em melandcitos malignos e nas células
imunes na interface hospedeiro-tumor, em um padréo focal e geograficamente heterogéneo.(86)

O PD-1 (Checkpoint receptor programmed cell death-1) é uma proteina encontrada em
receptores de células T e € um importante agente na regulacdo da imunidade. Ele é amplamente
expresso nas células hematopoéticas periféricas, incluindo CD4+ e CD8+, células natural
killer, mondcitos, células B e células dentriticas e possui dois importantes ligantes, o PD-L1 e
0 PD-L2 (Programmed cell death ligand-2). Sob condigdes normais, o PD-L1 é expresso em
células T, células B, células dendriticas e células-tronco mesenquimais.(2,87)

O PD-L1 regula a imunidade celular e humoral através do PD-1 nas células T e B
ativadas.(2,88) A ligacdo de PD-L1 a PD-1 suprime a duracdo e a amplitude da resposta imune
através da inibicdo das células T CD8+ e ativacdo dos linfocitos regulatorios T CD4+.(88) As
células tumorais do melanoma alavancam aberrantemente esse mecanismo, expressando o
ligante PD-L1, que afeta a supressdo da imunidade antitumoral e promove a fuga imune do
tumor, ou seja, 0 PD-L1 desempenha um papel central na regulacdo das respostas imunes no
microambiente tumoral.(2,17,88) A expressdo de PD-L1 na célula tumoral aberrante pode ser
induzida por citocinas pro-inflamatérias e por fatores que liberam o infiltrado linfocitario
tumoral (TILs). O INF-gama tem sido descrito como uma citocina pré-inflamatéria essencial,
considerada um dos reguladores importantes da expressdo PD-L1. Os linfécitos T CD8+
parecem ser a principal fonte de produgdo do interferon gama. Esse mecanismo foi definido
como mecanismo adaptativo de expressdo, no qual o interessante fendbmeno de resisténcia
imune adaptativa foi observado.(17) TILs com atividade propria e secretando citocinas no
microambiente tumoral podem, paradoxalmente, desencadear a sua prépria regulacao negativa,
provocando a expressao de PD-L1 e seguindo a ligacdo de PD-1. Os oncogenes também podem
desempenhar um papel nesta regulacdo. As vias mais comuns no melanoma sdo a MAPK e a
PI3K/AKT, incluindo perda de PTEN, as quais funcionam interligadas.(17)

Os melanomas séo frequentemente conectados a expressao de PD-L1 e & presenca TILs,
no entanto, seu impacto no prognostico permanece controverso.(17)

Numerosos estudos clinicos demonstraram que a expressdao de PD-L1 em espécies
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tumorais pré- tratamento pode enriquecer a resposta antitumoral em pacientes com melanoma
e outros tipos de cancer, chegando a uma taxa de resposta de 50%-60% nos pacientes com
expressao positiva de PD-L1 contra 10%-20% de resposta nos pacientes com expressao
negativa de PD-L1.(86) Isso traduz que o PD-1 e seu ligante PD-L1 sdo importantes alvos de
imunoterapia e o anticorpo que os bloqueiam resulta em eficacia antitumoral e durabilidade de
resposta em melanomas e outros tumores.(86)

Um dos desafios para a deteccdo da expressdo de PD-L1 pré-tratamento € a forma de
sua avaliacdo e interpretacdo nos estudos. A maioria tem avaliado a imuno-histoquimica de
forma cromogénica e tem reportado sua expressao através de porcentagem de células tumorais
ou células imunes gque a expressam, demonstrando que a intensidade de PD-L1 é diretamente
relacionada com o total de células coradas, no entanto, sem padronizacdo, inclusive no que diz
respeito a porcentagem das mesmas, embora a maioria utilize as porcentagens >1% ou >5%
para descrever a positividade da expressao da proteina.(86,89) Madore e colaboradores relatam
gue o padrdo imuno-histoquimico da expressao de PD-L1 é tipicamente heterogéneo e contiguo
a areas com infiltrado linfocitario.(90) Massi e colaboradores, descreve que a expressdo de PD-
L1 no microambiente tumoral ocorre em focos, principalmente em agregados de células de
melanomas em associa¢do com infiltrado tumoral imune (interface ou padrdo periférico), mas
também pode ocorrer de forma forte e difusa, sem qualquer componente celular
inflamatorio.(91) Além disso, ha diferentes clones utilizados para a deteccdo, descritos nos
ensaios. Com a intecdo de verificar se os clones podem ter resultados equivalentes para a
deteccdo da expressdo de PD-L1, Sunshine e colaboradores avaliaram 0s mais utilizados nos
estudos recentes, o0 5H1, o SP142, o 28-8, 0 22C3 e 0 SP263 e constataram que eles se
equivalem na reprodutibilidade de dados.(86) Outro fator limitante na pratica da imuno-
histoquimica para a expressao de PD-L1 ¢ a diferenca de positividade vista entre amostras de

melanomas primarios e suas correspondentes metastases.(90,92)
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2.9 Dermatoscopia e PD-L1 em melanoma

Alguns estudos avaliaram a correlacdo entre achados dermatoscopicos e a presenca de mutagdes
nos melanomas. Sanchez e colaboradores encontraram a mutagdo KIT em melanomas com
padrdo dermatoscépico em faixa preta homogénea quando da avaliacdo das principais mutacGes
encontradas nesse tumor.(28) Bombonato e colaboradores, avaliaram associagdo entre
dermatosocpia e microscopia confocal e melanomas com mutacdo BRAF e concluiram que a
presenca de estrias periféricas irregulares e ulceracdo séo preditores positivos de BRAF.(93)
Ainda sobre 0 BRAF, Armengot-Carb0 e colaboradores descreveram que a presenca do véu
branco-azulado ¢ associado a esse status mutacional e, Pozzobon e colaboradores encontraram
que o achado dermatoscopico peppering, é associado com mutacfes na via MAPK (BRAF e
NRAS).(94,95)

O reconhecimento das associa¢des entre achados dermatoscdpicos e o status mutacional
dos melanomas pode auxiliar no melhor reconhecimento de seu comportamento e manejo. Até

0 presente momento, ainda ndo ha estudos fazendo esta correlagdo coma expressao de PD-L1.
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3. MARCO CONCEITUAL

Figura 3: Processo diagndstico de uma lesdo clinicamente suspeitas de melanoma e a
identificacdo da expresséo de PD-L1

Fonte: Elaborado pelo autor.

As lesdes cutaneas clinicamente suspeitas necessitam ser avaliadas através da
dermatoscopia a fim de ser procurar critérios diagndsticos que possam predizer seu potencial
de malignidade. Em caso positivo, a mesma € removida de forma cirirgica para analise
anatomopatoldgica, com a finalidade de confirmacdo de seu status. Através da imuno-
histoquimica realizada nessa peca cirdrgica, hd como avaliar a expressdo de PD-L1, que é um
importante regulador tumoral e, em funcdo de sua importancia, tem sido alvo de tratamento nos
casos de melanoma avangado. A dermatoscopia, ferramenta indispensavel para avaliacdo de
lesBes suspeitas, se estudada para este fim, podera ter a possibilidade de auxiliar na identificacdo

de tumores que expressam o PD-L1.
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4. JUSTIFICATIVA

O melanoma é um tumor maligno derivado dos melandcitos que vem apresentando
crescente incidéncia em todo o mundo. Diante desse cenario e da importancia da identificacéo
do mesmo, a fim de se buscar a cura do tumor e de aumentar a sobrevida, estudos tém sido
aprofundados tanto em relacdo aos métodos diagndsticos quanto acerca dos tratamentos para 0s
casos mais avancados.

A dermatoscopia ocupa papel fundamental na identificacdo de lesbes suspeitas de
melanoma e até o momento, existem critérios bem definidos para reconhecimento do
melanoma. Achados dermatoscépicos também tém sido relacionados ao status mutacional
desses tumores. Nesse sentido, compreende-se que a dermatoscopia possa fornecer pistas
valiosas a respeito de outras caracteristicas que influenciam no comportamento do melanoma,

como a expressdo de PD-L1, a qual pode auxiliar na condugéo da escolha do tratamento.



36

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Avaliar a correlagdo entre achados dermatoscopicos de melanomas cutaneos primarios

e a expressdo imuno-histoquimica de PD-L1.

5.2 Objetivos secundarios

Avaliar correlacdo entre positividade de PD-L1, indice de Breslow, sexo, idade e

localizacéo tumoral.
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ABSTRACT

Title: Dermoscopic features of melanoma and association with immunohistochemical
screening for PD-L1.

Background

Melanoma is associated with significant morbidity and mortality rates. It is caused by a
combination of constitutional, genetic and environmental factors. Dermoscopy is a highly
accurate diagnostic method for melanoma. In addition to a close correlation with histological
findings, dermoscopic features appear to be associated with BRAF, KIT and NRAS expression.
However, few studies have investigated its association with PD-L1 expression.

Obijective

To assess the correlation between the dermoscopic features of primary cutaneous
melanoma and PD-L1 expression in tumor cells.

Methods

This was a retrospective cross-sectional study of all patients diagnosed with cutaneous
melanoma in the dermatology service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre between 2011
and 2014, whose records included dermoscopic images of the primary tumor. Dermoscopic
images were reviewed by two dermatologists, who described the colors and structures of each
lesion based on pattern analysis and modified pattern analysis. Immunohistochemical analysis
was conducted using the PD-L1 antibody clone 28-8 to detect PD-L1 positivity. The association
between immunohistochemical findings and dermoscopic patterns and structures was then

investigated.
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Results

A total of 35 patients met inclusion criteria for the study. Sixteen (45.71%) patients were
women, and the mean age at diagnosis in the sample was 64.20 (£12.33) years. The
multicomponent pattern was the most common in the sample, occurring in 14 cases. This was
followed by the reticular pattern, seen in 11 cases. Eight cases tested positive for PD-L1
expression. This finding was positively associated with a multicomponent pattern (p = 0.039)
and negatively associated with the reticular pattern (p = 0.037). The associations of PD-L1
expression and other dermoscopic structures or colors were not significant.

Conclusion

This study provides novel insights into the dermoscopic features of melanomas with
PD-L1 expression. The results suggest that PD-L1 positivity may be more frequent in tumors
with a heterogeneous clinical presentation. Further studies are required to corroborate and
explain these findings.

Keywords: melanoma, dermoscopy, PDL-1, immunohistochemistry.

INTRODUCTION

Melanoma is a melanocyte-derived malignant tumor whose global incidence has been
steadily increasing in recent years.(1,2) Several internal and external factors can contribute to
its onset, ranging from genetics and phenotype to exposure to ultraviolet radiation, with the
latter being a major determinant of melanoma incidence.(3-7) Although considerable advances
have been made in the understanding of this condition, much remains to be learned, especially
regarding its clinical and physiopathological feature.

Dermoscopy can provide a new morphological perspective on these issues. There is a
comprehensive correlation between dermoscopic and histological findings which helps
clinicians in understanding clinical scenarios and establishing management decisions based on
dermoscopy.(8,9) Similarly, the correlation between mutations in the Proto-onco-gene v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF), receptor tirosina kinase (KIT) and
Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog (NRAS) genes, dermoscopic findings,(10-13)
and clinical observations has also been explored. Bombonatto and colleagues found that BRAF-
mutant melanoma was associated with younger patient age, high body nevus counts and
location on the trunk and areas with intermittent sun exposure.(10) The presence of peppering
is also associated with BRAF and NRAS mutations, blue-white veil and ulceration, with BRAF

mutations being especially associated with irregular peripheral streaks and KIT mutations to
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dark homogeneous streaks.(10-13)
No studies to date have examined the association between PD-L1 (Programmed cell

death ligand-1) expression and the dermoscopic features of primary melanoma.

METHODS

We examined all images of primary cutaneous melanoma in the dermoscopy archives
of the Department of Dermatology at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) between
2011 and 2014. Records for which paraffin blocks of the primary tumor were available in the
Department of Pathology of the same hospital were selected for the present study, making for
a sample of 35 patients. Clinical data were collected from the patients and histological data
were obtained from the tumors. This study was approved by the Research Ethics Committee of
the institution where it was conducted. All patients consented to participation in the study.

Immunohistochemical study

Immunohistochemical staining was performed using the Benchmark ULTRA®
(Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona) automated platform. The paraffin-embedded
samples were sectioned at 3um using a microtome and a positive control was included on each
slide. Deparaffinization was performed using the EZ PREP system. Antigen retrieval was
performed using a CC1 buffer at pH 9.0 heated to 95°C for 64 minutes. The PD-L1 primary
antibody clone 28-8 (Abcam) was incubated for 32 minutes at 37°C at a dilution of 1:100. After
the incubation of the primary antibody, peroxidase was blocked using the ultraView Universal
DAB Inhibitor (3% H20.). Reactions were detected using the ultraView Universal DAB
Detection Kit (multimers), which uses the chromogen diaminobenzidine (DAB). Slides were
then counter-stained with Mayer’s hematoxylin, treated with bluing reagent (Lio,CO3s+ Na2CO3),
then dehydrated and mounted for analysis. Immunohistochemical slides were then assessed by
a dermatopathologist (AC) to determine PD-L1 expression (defined as >1% tumor cells staining
positive for PD-L1).

Dermoscopic evaluation

Dermoscopic images were originaly obtained using a digital dermoscope (Fotofinder®,
Fotofinder systems, Tubingen, Germany). The images were assessed by two dermatologists
(RMB, RHF) and disagreements were resolved by consensus if necessary. Dermoscopic
features were classified using pattern analysis and modified pattern analysis.(14,15) The overall
pattern of the lesion was classified as multicomponent when at least three distinct structures

(including multiple colors) were present in the same lesion. A reticular pattern was considered
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when the structure of the lesion contained a pigment network as a main dermoscopic feature.
Lesions showing no identifiable structural elements were classified as homogeneous or
unstructured. Lastly, the ‘other patterns’ category included facial lesions comprising structures
defined by their localization, as well as acral lesions and those whose structure could not be
assessed. We also examined the presence and distribution of the following dermoscopic
structures: dots/globules, peppering, rhomboid structures, ridge pigmentation, atypical
networks, branched streaks, white streaks, structural asymmetry, clinical regression,
dermoscopic regression, veils, ulceration and polymorphous vessels. The colors observed in
each tumor were classified using the following categories: multiple colors, white, blue-white,
pink/red, gray and black.

Statistical analyses

Data were organized using Excel and exported to SPSS v. 20 for statistical analysis. The
Kolmogorov-Smirnov test was used to evaluate the symmetry of variable distribution.
Symmetrically distributed quantitative variables were described as mean and standard
deviation, and compared using Student’s t-test for independent samples. Asymmetrical
quantitative variables were described using median, minimum and maximum values, and
compared using Mann-Whitney tests. Categorical variables were described as frequencies and

percentages, and compared using Fisher’s exact test. Results were considered significant at 5%.

RESULTS

The mean age of participants at the time of diagnosis was 64.20 (+12.33) years. Nineteen
(54.3%) patients were female while 16 (45.7%) were male. The majority of melanomas
occurred on the trunk, as observed in 17 (48.6%) cases, followed by the head/neck and upper
limbs with 6 (17%) cases each. Three cases (8.6%) consisted of acral melanomas, while 2
(5.7%) occurred on the lower limbs and one (2.9%) was a subungual melanoma. The Breslow
index ranged from in situ to 25 mm, with a median value of 0.4mm. According to dermoscopic
analysis, most tumors had a multicomponent pattern. This was observed in 14 (40%) cases. This
was followed by a reticular pattern, observed in 11 (31.42%) cases. The most frequent
dermoscopic structures observed were peripheral dots/globules, occurring in 16 (45.7%) cases,
followed by peppering in 13 (37.14%) cases. Polymorphous vessels and central dots/globules
were observed in 12 (34.28%) cases. Twenty-nine cases showed structural asymmetry. Lastly,
most tumors (n = 31; 88%) showed multiple colors. Blue-white and white were the most

commonly observed, occurring in 22 (62.8%) and 21(60%) cases, respectively.
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The immunohistochemical analysis revealed that eight cases (22.85%) tested positive
for PD-L1. The clinical, histological and dermoscopic characteristics of each case are shown in
Table 1. PD-L1 expression was not significantly associated with the clinical or histological
features of the tumors. However, PD-L1 expression showed a significant association with the
presence of a multicomponent pattern (p = 0.039) (Figure 1) and a negative association with
the reticular pattern. (p = 0.037). The remaining dermoscopic patterns and structures, as well as
the color of the tumors, had no significant association with immunohistochemical findings
(Tables 2 and 3).
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Figure 1: Dermoscopic image of melanoma and correlated PD-L1 positive immunohistoche-
mical

ST

Dermoscopy of melanoma lesion with magnification of 10X (A) and 50X (B), showing a multicomponent pattern,
presence of multiple colors, assymetry of structures, polymorphic vessels and central points. PD-L1 positive
immunohistochemistry with 10X magnification (C) of melanoma shown in A and B, of the superficial spreading

subtype, with a thickness of 2.6mm.




Table 1: Clinical, histopathologic and dermoscopic data of melanoma patients with positive

PD-L1 immunohistochemical expression
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Dermoscopic

Case Age* Gender Location Breslow Colors  Structures
Pattern

1 86 F Acral 3.1mm Multicomponent 1,2,3 1,2,3
2 73 M Trunk 0 Multicomponent 1,24 1,5,6
3 55 M Trunk 0 Multicomponent 1,34 15,7
4 42 M Head/Neck  1.2mm Multicomponent 1,6 1,3,8
5 52 F UL** 2.6mm Multicomponent 1,2,3,45 1,48
6 73 F UL** 0 Multicomponent 12,4 15,7
7 59 F Subungual 0 Subungual pattern ~ 1,3,4.5 4

8 93 F Head/Neck  25mm  Nonspecific pattern 2 9

*Age at diagnosis ** Upper limbs

Colors: 1: Multiple colors; 2: White; 3: Pink/red; 4: Blue; 5: Gray: 6: Hypo- or amelanotic

Structures: 1: Structural asymmetry; 2: Ridge pigmentation; 3: Clinical regression; 4: Central dots/globules; 5:
Peripheral dots/globules; 5: Peppering; 7: Branched streaks; 8: Polymorphous vessels; 9: Nodular lesion

Table 2: Association between dermoscopic patterns and structures, and the immunohisto-

chemical expression of PD-L1

Dermoscopic patterns/structures N=35 PD-L1 positive (%) P
Multicomponent pattern Yes 14 6(42.9) 0.033
Reticular pattern Yes 11 0(0.0) 0.037
Unstructured pattern Yes 3 0(0.0) 1.000
Other Yes 7 2(28.6) 0.648
Peripheral dots/globules Yes 16 3(18.8) 0.700
Peppering Yes 13 1(7.7) 0.210
Central dots/globules Yes 12 2 (16.7) 0.685
Rhomboid structures Yes 1 - 0.999
Ridge pigmentation Yes 3 1(33.3) 0.553
Atypical networks Yes7 - 0.166
Branched streaks Yes 5 2 (40) 0.568
White streaks Yes 8 2 (25.0) 0.999
Structural asymmetry Yes 29 6 (20.7) 0.602
Clinical regression Yes7 2 (16.7) 0.648
Focal regression (dermoscopic) Yes 2 - 0.999
Veil Yes 7 2 (28.6) 0.648
Ulceration Yes 1 - 0.999
Hypo- or amelanotic Yes7 1(14.3) 0.999
Polymorphous vessels Yes 12 2 (16.7) 0.685
Nodular lesion Yes 7 1(14.3) 0.999
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Table 3: Association between immunohistochemical expression of PD-L1 and dermoscopy-
based color descriptors

Color descriptors N=35 PD-L1 positive (%) P
Multiple colors Yes 31 7(22.6) 0.999
Blue-white areas Yes 22 5(22.7) 0.999
Blue color Yes 14 5(35.7) 0.221
Gray color Yes 10 2 (20.0) 0.999
White color Yes 21 5(23.8) 0.999
Pink/red color Yes 14 3(21.4) 0.999
Black color Yes 2 1 (50.0) 0.410

DISCUSSION

The present study examined and described the clinical, histological and dermoscopic
characteristics, as well as PD-L1 expression, in 35 melanoma cases. Several dermoscopic
patterns, structures and colors were analyzed, and PD-L1 expression was found to be positively
associated with the presence of a multicomponent pattern and inversely related to the presence
of a reticular pattern as seen by dermoscopy.

A number of dermoscopic features are known to be associated with an increased
likelihood of melanoma. These include structure and color asymmetry; presence of multiple
colors; blue-white or milky-red areas; atypical, irregular and/or hyperpigmented networks;
asymmetrical dots/globules at the periphery of a lesion or irregularly distributed in the center
of the lesion; pseudopods; regression areas (depigmentation and peppering); and the
dermoscopic pattern, with multicomponent patterns showing high specificity for the diagnosis
of melanoma.(1,2,5,14,16-24)

The PD ligand/PD-L1 pathway suppresses the immune response in peripheral tissues,
and the expression of PD-L1 in the tumor microenvironment can facilitate its progression.(25)
Studies show that its expression within tumors prior to treatment can increase the anti-PD-1/PD-
L1 response, since drugs developed to inhibit this pathway can enhance immune activity and
enable endogenous effector mechanisms. A similar but weaker response can be observed even
in tumors that do not express this protein.(25-29)

PD-L1 expression in melanomas can be assessed by immunohistochemistry; however,
the fact that this phenomenon is usually heterogeneous and occurs near lymphocytic infiltration
areas may limit the use of immunohistochemistry as the only method to detect PD-L1
expression since this method is not standardized.(30,31) Nevertheless, PD-L1 expression is

known to be more common in malignant melanocytes, and the definition of PD-L1 positivity



53

based on the presence of staining in >1% or >5% of tumor cells is widely accepted across
studies.(25,30,32,33)

The prevalence of PD-L1 positivity in the present study (22.85% of cases) was similar
to that observed by Yang and colleagues, who analyzed 43 primary melanoma samples and
found that 21% displayed positive immunohistochemical staining for the PD-L1 antibody clone
SP263.(32) According to Sunshine and colleagues, findings obtained using the SP263 clone are
equivalent to those observed with the 28-8 clone used in the present study.(25)

A previous study by Ren and colleagues evaluated the immunohistochemical expression
of PD-L1 in 78 acral melanomas. As in the present study, the authors did not identify significant
associations between PD-L1 positivity and clinicopathological findings, such as gender, age at
diagnosis and Breslow thickness.(34)

Skuciova and colleagues evaluate PD-L1 expression in melanomas based only on
immunohistochemical staining and the detection of PD-L1 expression in tumor cells, much like
the present study.(35) The percentage of primary melanoma samples with positive staining in
>1% cells was 39.5% (17 out of 43 cases), which is similar to the findings obtained by Schaper-
Gerhardt and colleagues, who found that 41% of the 83 cases tested showed positive staining
in > 1% of tumor cells.(33,35) However, the aforementioned study evaluated primary and
metastatic tumor tissues of patients with BRAF V600 mutations. Mutation status was not
evaluated in the present study.(33)

PD-L1 expression may confer a clinical benefit in some tumor types,(25) and a meta-
analysis conducted by Yang and colleagues suggested that, PD-L1 expression did not predict a
worse prognosis in patients with melanoma, and that high levels of the protein were actually
associated with an absence of lymph node metastasis, although the authors point out that this
must be confirmed by further studies.(6,25)

In the present study, the multicomponent pattern was positively associated with PD-L1
expression, and was observed in 8 of the 35 cases examined (p = 0.039), while the reticular
pattern was absent in positive cases, and therefore negatively associated with PD-L1 expression
(p = 0.037). The multicomponent pattern has a high specificity for the dermoscopic suspicion
of cutaneous melanoma, and is defined based on the presence of three or more dermoscopic
characteristics in the same lesion,(21) which can indicate different forms of tumor growth and
variations in the immune response, while exclusively reticular pattern lesions could represent
less variation in tumor progression and more activation of immune response. Although it is
beyond the scope of this study, we speculate that distinct tumor-host interactions might occur

in these different patterns of tumor progression observed in dermoscopy. Although no
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significant association was found between PD-L1 positivity and other dermoscopic structures,
7 of the 8 positive cases showed multiple colors, which can indicate different tumor levels, with
the most frequent colors associated to the expression being white, pink/red and blue. Most of
these lesions also showed structural asymmetry and half the cases had peripheral dots or
globules, which suggest an expanding lesion. It is therefore possible that as the lesions grow,
they are more likely to express PD-L1.

No studies to date have examined the association between dermoscopic findings and
PD-L1 expression in primary melanoma, though significant advances have been made in the
identification of melanoma mutations associated with PD-L1 positivity.(10-13) The absence of
a standardized procedure for the immunohistochemical analysis of PD-L1 expression may limit
the interpretation of the present findings. Our sample size might also be considered a potential
limitation of the study. Further studies with a larger sample could help in corroborating our
findings.

CONCLUSION

This was the first study to evaluate the association between PD-L1 expression in primary
melanoma cells and dermoscopic findings. The results revealed a significant association
between PD-L1 expression and the multicomponent pattern. Further studies are required to

clarify the importance of these findings.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este foi o primeiro trabalho realizado sobre correlacdo entre a expressdo de PD-L1 em
melanomas primérios, identificada através da técnica de imuno-histoquimica, e achados
dermatoscopicos caracteristicos de melanoma. O padrdo multicomponente, mais frequente dos
padrdes dermatoscopicos de melanoma, foi associado a expressdao da proteina. Nenhuma
estrutura especifica teve relagdo com a expressao de PD-1.

A dermatoscopia € uma importante ferramenta diagnostica para tumores cutaneos
malignos, especialmente o melanoma. E possivel que amostras maiores possam confirmar este
achado e demonstrar outras potenciais associacdes entre achados dermatoscépicos e

expressaoimuno-histoquimica de PD-1.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando que a dermatoscopia possa estabelecer critérios caracteristicos relativos a
expressdo de PD-L1, ela também podera ser uma ferramenta para predizer sua expressao e
talvez, orientar na escolha terapéutica e prognostico do melanoma.

Mais estudos precisardo ser conduzidos, analisando os achados clinicos e
dermatoscopicos, os quais poderdo ser Uteis para o entendimento da neoplasia e sua progressao

clinica.
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APENDICE A - Achados dermatoscopicos em lesdes melanociticas

Interpretacdo dos achados dermatoscopicos nas imagens correspondentes de

melanomas cuténeos primarios.

Figura Al: Imagem dermatoscopica de melanoma cutaneo

Fonte: Acervo do HCPA.

Imagem dermatoscdpica com aumento de 20X

Lesdo de padrdo multicomponente: Globulos, rede pigmentar, areas homogéneas e multiplas cores (marrom, branco,
preto, branco-azulada

Circulo: Glébulos/grumos na periferia da lesdo, dispostos de maneira assimétrica.

Flecha: Rede pigmentar

Quadrado: area homogénea de pigmentacdo enegrecida (preta) e branco-azulada.

Tridngulo: Cor branca



Figura A2: Imagem dermatoscopica de melanoma cutaneo

5

|

Fonte: Acervo HCPA.

Imagem dermatoscépica com aumento de 70X (corresponde a aumento da imagem da Figura Al)
Circulo: Glébulos/grumos na periferia da lesdo, dispostos de maneira assimétrica.

Quadrado: Pigmento Branco-azulado. Véu

Triangulo: Cor branca

Estrela: &rea com presenca de peppering
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Figura A3: Imagem clinica de melanoma cutaneo

Fontecervo do HCPA.

Imagem clinica de um melanoma, demonstrando coloragédo enegrecida e amarronzada, com assimetria na distribuicao
das mesmas e borda de formato irregular.
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Figura A4: Imagem dermatoscopica de melanoma cutaneo

Fonte: Acervo do HCPA.

Imagem dermatoscépica da Figura A3, com aumento de 70X.

Lesdo de padrdo multicomponente, com assimetria de estruturas e cores. Rede pigmentar atipica, peppering, area
homogénea, cores preta, azul, résea/avermelhada.

Losango: area homogénea/sem estruturas

Quadrado:Véu

Estrela: Peppering

Triangulo invertido: Rede atipica

Circulo: Cores rosea/avermelhada, branco-azulada

Flecha: cor azul

Cruz: cor preta



Figura A5: Imagem clinica de melanoma cutaneo

Fonte: Acervo do HCPA.

Imagem clinica de um melanoma. Les&o com assimetria de cores e borda irregular.
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Figura A6: Imagem dermatoscopica de melanoma cutaneo

Fonte: ervo dHCPA.

Imagem dermatoscépica da Figura A5, com aumento de 70X

Lesdo de padrdo multicomponente: assimetria de estruturas e cores. Rede pigmentar atipica, estrias radiadas, area
homogénea/sem estruturas. Cores marrom, preta, braco-azulada.

Quadrado: Véu

Estrela: estrias radiadas

Circulo maior: area homogénea/sem estruturas.

Triangulo invertido: Rede atipica

Circulo: area branco-azulada

Flecha: cor preta
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Figura A7: Imagem dermatoscopica de lesdo melanocitica benigna

g‘ P RS

Fnte: Acervo do autor.

Imagem dermatoscépica com aumento (40X), de padrdo homogéneo/sem estruturas no centro (circulo) e reticular
na periferia (estrela)

Figura A8: Imagem dermatoscopica de lesdo melanocitica benigna

b

Fonte: Acervo do autor.

Imagem dermatoscépica com aumento (40X) de lesdo de padrao puramente reticular
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ANEXO A - Adaptacéo da analise de padrdes, segundo Pehamberger

Pehamberger desenvolveu metodologia para diferenciar lesdes melanociticas benignas
de malignas, a qual foi posteriormente standarizada.
Seguem as descricbes de alguns achados dermatoscopicos relevantes para a

interpretacdo do presente estudo:

a) Padrdo global das lesbes
Padrdo multicomponente: presenca de trés ou mais caracteristicas dermatoscopicas
na mesma leséo.
Padrdo reticular: presenca predominante de rede pigmentar (caracterizada por
assemelhar-se ao favo de mel)
Padrdao homogéneo: presenca predominante de pigmentacdo homogénea
Padrao clobestone: presenca de glébulos de forma predominante
Padrao paralelo: presenca de pigmentacao nos sulcos ou nas cristas das areas palmar
e plantar.
Padrdo starburst: presenca de estrias radiadas ou pseudopodes distribuidos e toda a

periferia da lesdo.

b) Achados dermatoscopicos:
Rede pigmentar: caracterizada por assemelhar-se a uma figura de favo de mel.
Quando atipica, predomina um formato bizarro dessas estruturas
Glébulos: representados por figuras arredondadas ou ligeiramente anguladas, as
quais podem assumir qualquer coloracdo. S&o ninhos de melandcitos com diametro
>0,1mm
Pontos: caracterizado por figura representativa de um ponto (.). S&o ninhos de
melandcitos com didmetro <0,1mm
Estrias ramificadas: Desestruturac@es de rede, formando estruturas lineares
Estrias radiadas: estruturas lineares na periferia da lesdo, formada por ninhos de
melandcitos justapostos.
Véu branco-azulado: macha de coloracdo braco-azulada ocasionada por
hiperceratose da superficie associada ao derrame pigmentar.
Blotches: area pigmentadas homogéneas que pode de de cor preta, marrom e cinza.

Estruturas de regressdo: areas brancas de aspecto cicatricial que corresponde a
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regressédo do melanoma
Peppering: derrame pigmentar como estrutura de regressao, representado por pontos
cinza.

Estruturas romboidais: padréo de formacgdo pigmentar caracteristico de lesdes faciais.
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