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RESUMO

0 antigeno leucocitdrio humano G (HLA-G) € uma molécula no classica do complexo principal de histocompatibilidade que tem sido
associada a0 processo de tumorigénese e escape tumoral. Neste estudo, objetivamos avaliar a expressao de HLA-G em lesdes melanociticas
e no melanoma para determinar quando as lesdes melanociticas iniciam sua expressao. Vinte e duas amostras de biopsias de pele foram
submetidas 2 imuno-histoquimica; a expressdo de HLA-G foi observada em 63,6% das amostras. Essa expressao nas células melanociticas
foi significativamente maior no melanoma do que em lesdes melanociticas benignas (p < 0,002). Nossos resultados sugerem que a
expressao de HLA-G se inicia tardiamente no processo da tumorigénese.
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ABSTRACT

The buman leukocyte antigen-G (HLA-G) is a non-classical molecule of the major histocompatibility complex. HLA-G has been
associated with the process of tumorigenesis and tumor escape. In this study, we aim to evaluate the HLA-G expression in melanocytic
lesions and in melanoma for determining when melanocytic lesions start its expression. Twenty-two skin biopsies samples were
submitted lo immunohistochemistry; HLA-G expression was delected in 63.6% of the samples. This expression in melanocytic cells
was significantly higher in melanoma than in benign melanocytic lesions (p < 0.002). Our resulls suggest that HLA-G expression
starts late in the process of tumorigenesis.

Key words: melanoma, HLA-G antigens; immunobistochemistry.

RESUMEN

El antigeno leucocitario humano G (HLA-G) es una molécula no cldsica del complejo principal de histocompatibilidad que ha
sido asociada al proceso de tumorigénesis y escape tumoral. En este estudio, nuestro objetivo es evaluar la expresion de HLA-G en
lesiones melanociticas y en el melanoma para determinar cuando las lesiones melanociticas comienzan su expresion. Veintidos
muestras de biopsias de piel se estudiaron mediante inmunohistoquimicay se detecto la expresion de HLA-G en el 63,6% de las
muestras. Esa expresion en las células melanociticas fue significativamente mayor en el melanoma que en lesiones melanociticas
benignas (p < 0,002). Nuestros resultados sugieren que la expresion de HLA-G empieza tardiamente en el proceso de tumorigénesis.
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INTRODUCAO

0 melanoma € um tumor agressivo, responsavel pela maioria
das mortes causadas por cancer de pele. Embora a excisao cirtirgica
seja eficaz no tratamento do melanoma cutdneo primario, o
melanoma metasttico apresenta alta taxa de mortalidade.
A quimioterapia padrdo tem um efeito limitado nesses casos®.

No entanto, nas Ultimas décadas, houve uma revolucdo no
tratamento do melanoma. Isso aconteceu por meio de estudos sobre
os mecanismos moleculares dessa doenca e sobre a imunologia do
cancer. Atualmente, duas novas classes de tratamentos sistémicos
estao disponiveis: imunoterapia e terapia direcionada®?.

0Os imunoterapéuticos tém como alvo os pontos de verificacio
das moléculas imunes. Porém, a resposta ao tratamento nao
€ uniforme e é diretamente influenciada pelo microambiente
do tumor. E fundamental conhecer o infiltrado de células
imunocompetentes no tumor, bem como os fatores e as moléculas
produzidos por elas®.

Amaioria dos cAnceres produz varios fatores imunossupressores
que impedem a resposta imune. Entre os mecanismos de escape
imune das células tumorais, podemos citar a expressdo da molécula
do antigeno leucocitdrio humano G (HLA-G). O HLA-G se distingue
de outras moléculas de classe I do HLA, principalmente porque
possui um polimorfismo genético limitado; sofre recombinagdo
alternativa sistemtica do transcrito primdrio; apresenta expressao
de proteina tecidual restrita 2 placenta (citotrofoblasto invasivo
e células epiteliais amnioticas) e a certos tecidos adultos (timo,
pancreas, matriz proximal das unhas e cérnea) e eritroblastos; e
apresenta fungdes de tolerdncia imunol6gica®.

Notavelmente, a expressio da molécula HLA-G pode ser
observada ectopicamente em condices patol6gicas. A expressao
do HLA-G nos tumores protege as células cancerigenas das
células natural killer (NK) e dos linfocitos T citotdxicos. Assim, a
expressdo do HLA-G se torna um mecanismo importante no qual
as células cancerigenas sao utilizadas para escapar da vigilancia
imunoldgica do hospedeiro. Hoje em dia, é amplamente aceito
que o HLA-G é um marcador critico de imunotolerancia na evasio
imunoldgica de células cancerigenas e esta fortemente associado
ao progresso e ao prognostico da doenca em pacientes com
cancer”. 0 HLA-G € considerado um ponto de verificacio imune
e sua heterogeneidade nos canceres tem sido relacionada com o
estdgio e os efeitos da doenca, o sfafus metastatico e a resposta a
diferentes terapias®.

Nesse contexto, nosso objetivo foi avaliar a expressdo da
molécula HLA-G em lesdes melanociticas e no melanoma para

determinar quando a evolucdo do nevo melanocitico inicia sua
€eXpressao.

METODOLOGIA

Amostras

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional
com Seres Humanos (protocolo 419.570). Os prontudrios médicos
foram revisados para determinar idade e sexo. Esses estudos foram
realizados no Sistema de Satide Preventivo, Goidnia, Goids, Brasil.

As amostras foram obtidas apds resseccao cirdrgica. Para este
estudo, 22 lesdes melanociticas de diferentes subtipos histolgicos
(melanoma acral, melanoma expansivo superficial, melanoma
lentigo maligno, melanoma nodular e nevo melanocitico) de 16
pacientes foram avaliadas.

Imuno-histoquimica

Secdes de amostras embebidas em parafina foram coradas
com anticorpo monoclonal MEM-G/02 (1/100) que reconhece
a cadeia pesada livre de todas as isoformas da HLA-G (Exbio,
Praha, Reptiblica Tcheca). O citotrofoblasto invasivo da placenta
humana do terceiro trimestre serviu como um controle positivo
da proteina HLA-G. O produto da reacdo foi visualizado utilizando
o Sistema de Deteccdo Universal Ultratech HRP Streptavidin-
Biotin (Immunotech-Coulter, Villepinte, Franca) de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Dez bidpsias de pele de mulheres
sauddveis que foram submetidas a cirurgia de reducéo de mama
foram utilizadas como controles normais.

Avaliacio de cortes corados

A imunorreatividade foi classificada pela avaliacio da
porcentagem de células positivas, utilizando um método de
pontuacao semiquantitativo. O sistema de pontuacao foi realizado
conforme descrito anteriormente por Gongalves ef al. (2015)?.
Dois patologistas independentes (E. L. Z. e B. W. K.) interpretaram
os resultados da coloracdo do HLA-G.

Analise estatistica

0s escores de imunocoloragdo foram comparados com o teste
U de Mann-Whitney. A significancia foi definida comop < 0,05 em
um intervalo de confianca de 95%. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas utilizando o soffware RStudio front-end
0.98.507.
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RESULTADOS

A coloracdo imuno-histoquimica revelou que as células
HLA-G+ apresentaram um padrdo de coloragdo citoplasmitica
marrom. Essa coloracdo também foi observada nas células
imunoinflamatdrias. Das 22 amostras submetidas a imuno-
-histoquimica, 14 expressaram a HLA-G, enquanto nenhuma
amostra do controle expressou a molécula. A expressao nas lesoes
melanociticas e no melanoma é apresentada em detalhes na
Tabela. A expressdo do antigeno HLA-G nas células melanociticas
foi significativamente maior no melanoma do que nos nevos (p <
0,002). As amostras femininas apresentaram maior intensidade de
coloracio do que as masculinas (p < 0,001).

TABELA — Expressdo do HLA-G em lesdes melanociticas e de melanoma

Imuno-histoquimica HLA-G positivo HLA-G negativo Total

n (%) 7 (%) n (%)
Pacientes 11 (68,75) 5(31,25) 16 (100)
Feminino 5(71,43) 2(28,57) 7 (43,75)
Masculino 6 (66,67) 3(33,33) 9 (56,25)
Lesoes 14 (63,64) 8 (36,36) 22 (100)
Melanoma acral 1 (100) 0 1(4,54)
Melanoma expansivo superficial 4 (80) 1(20) 5(100)
Melanoma lentigo maligno 2 (50) 2 (50) 4 (100)
Melanoma nodular 2 (100) 0 2 (100)
Nevo melanocitico 5(50) 5(50) 10 (100)

HLA-G: antigeno leucocitdrio humano G.

DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliadas lesdes que caracterizam a
evolucdo das alteragdes das lesdes melanociticas durante o
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desenvolvimento do melanoma. Observamos a expressio do
HIA-G em taxas mais diferenciadas de lesdes melanociticas, o
que corrobora estudos anteriores que demonstram a expressao do
HLA-G no melanoma.

A positividade para o HLA-G em lesoes benignas sugere
vigilancia sobre os nevos melanociticos. Cerca de 30% dos
melanomas sao derivados de lesdes melanociticas benignas.
Em um estudo retrospectivo envolvendo 850 pacientes cutdneos,
Lin e/ al. (2015)1 demonstraram que 235 pacientes
apresentavam melanoma associado a um nevo melanocitico.

Os tipos histologicos de melanoma expansivo superficial e
melanoma acral lentiginoso expressaram HLA-G, sugerindo que
a elevacdo dessa molécula associa-se a transformacao maligna
nesse tipo de célula, uma vez que o HLA-G € frequentemente
expresso em células tumorais e sua expressao relaciona-se com
o prognostico desfavoravel em varias neoplasias?.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a expressio do HLA-G
comeca em um estdgio posterior do processo de tumorigénese.
0 HLA-G permite prever o potencial de malignidade e fornece
novas ideias sobre como melhorar o direcionamento das
imunoterapias.
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